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RESUMEN . La determination de cocaina y sus principales metabolitos en fluidos biologicos continua siendo una tarea
diffcil, la cual se lleva a cabo en la mayorfa de los laboratorios mediante la aplicacion de un procedimiento de extraction
liquido-liquido o de extraction en fase solida, seguido de una tecnica cromatografica como por ejemplo la cromatografia
en capa delgada, la cromatografia de gases o In cromatograffa lfquida de alta presion . La cromatografia de gases acoplada
a la espectrometrfa de masas dada su elevada especificidad y sensibilidad es la t6cnica mediante 1 .ual se obtiene la
adecuada eficiencia para este tipo de estudio . En el presente trabajo se revisaron los metodos de determ~ : aci6n de cocafna
y sus principales metabolitos en diferentes fluidos biologicos por cromatograffa de gases, los cuales ban sido reportados
en los Gltimos 10 ahos fundamentalmente . Se resumen detalladamente los metodos de aislamiento de dichos analitos en
sangre, orina, tejidos, uiias, pelos, meconio, saliva y sudor, haciendo enfasis en los procedimientos de preparation de las
muestras antes de set sometidas a las extacciones . Aunque se considera In orina como la muestra idbnea para 6stas
determinaciones, se hacen consideraciones generales respecto a In utilidad de las otras muestras para el diagnostico del
consumo de cocafna . Se tabulan Ins principales condiciones cromatograficas (columna, programa de temperatura, metodo
de detection), metodos de extraction, agentes derivatizantes, modo espectrometrico de detection y la sensibilidad de
dichos proce dimientos. Esta revision permite concluir que los metodos mas usados para la determination de cocafna y
sus principales metabolitos en muestras biologicas involucran despues de los respectivos pasos de preparation de las
muestras, una extraction en fase solida seguida de un metodo por cromatograffa gas-liquido con columnas capilares de
cuarzo (HP-1, HP-5) . La detection se lleva a cabo generalmente por espectrometrfa de masas mediante on monitoreo
selectivo de iones, con el use del impacto electronico como metodo de ionization .

ABSTRACT. Determination of cocaine and its main metabolites in biological samples continues being a difficult task,
which is performed in the most specialized laboratories by means of liquid-liquid extraction or solid phase extraction
procedures following a chromatographic technique, for example thin layer chromatography, gas chromatography or high
performance liquid chromatography. The gas chromatography/mass spectrometry due to its high specificity and sensitivity
seem to be the generally accepted as a rigorous technique for this kind of studies . This report deals about the review of
the gas chromatography methods for determination of cocaine and its main metabolites in biological sp cimens that have
been published in the last decade fundamentally . It is summarized in detail, blood, urine, tissues, nail, hair, meconium,
saliva and sweat isolation methods for cocaine and its main metabolites, with special attention to the respective preparation
samples procedures before the extraction. Although, urine is the sample of choice for drug analysis, general consideration
regarding the utility of other samples in the diagnosis of cocaine consumption was made . The chromatography conditions
(columns, temperature programme, detection methods), extraction procedures, derivatization techniques, mass spectro-
metric detection mode and sensitivity that were used in the development of assay for these analytes was tabulated . This
review concludes that after the preparation samples techniques, the Solid Phase Extraction procedures following the
fused-silica capillary column (HP-1, HP-5) gas chromatography procedures were the most often used methods for
determination of cocaine and its main metabolites in biological specimens . Detection generally was performed by selected
ion monitoring in the positive ion electron impact ionization mode .

INTRODUCCION

La cocafna (COC) es el principal al-
caloide que se obtiene de In planta
Eritroxilum coca, el coal tiene una lar-
ga historia de use y de abuso . Antique

generalizado el use de las hojas de co-
ca en algunos paises de la region An-
dina, ya sea en infusiones o mascada,
hoy dia la COC esta asociada casi
exclusivamente con el abuso del alca-
loide . 1 Los efectos estimulantes de la
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COC asi como sus propiedades anes-
tesicas y vasoconstrictoras han sido
objeto de numerosos estudios por par-
te de medicos y toxicologos . 32
La COC es ademas la sustancia psi-

coactiva de mas amplia gama de posi-
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bilidades de consumo : puede ser inha-
lada, fumada, inyectada, bebida en
infusiones, aplicada en las mucosas, y
tambidn puede mezclarse con otras
drogas.4 La misma se metaboliza rapi-
damente y la benzoilecgonina (BE)
que es su principal metabolito es con-
siderado como marcador del consu-
me de COC, no obstante, se han re-
portado adicionalmente otros 18 me-
tabolitos en orina, de los cuales los
mas importantes son la ecgonina metil
Ester (EME), ecgonina (EG), norco-
caina (NORCOC) y el cocaetileno
(COCET)j ue se forma en presencia
de etanol .
La elecci6n por un laboratorio de

una determinada metodologfa anali-
tica va a depender de varies factores :
volumen de trabajo, sensibilidad re-
querida, capacidad t6cnica e instru-
mental, tiempo disponible y costo. El
diseiio de un protocolo para la detec-
cion de una droga de abuso debe in-
cluir dos pasos fundamentales : un
procedimiento inicial de rastreo que
sea capaz de diferenciar las muestras
negativas de las presumiblemente po-
sitivas, seguido de otro procedimiento
de confirmaci6n, lo suficientemente
sensible y especffico para dar categ6-
ricamente positiva una muestra. En el
primer caso se han aplicado t6cnieas
de inmunoensayo y/o cromatograficas
y en el segundo todas las tdcnicas sue-
len ser cromatograficas y espectrom6-
tricas . 9-14

La determination de COC y sus
principales metabolitos en fluidos bio-
16gicos se Ileva a cabo en la mayorfa de
los laboratorios mediante la aplica-
cion de un procedimiento de extrac-
tion liquido-liquido (ELL) o de
extraction en fase s6lida (EFS), segui-
do de la ejecuci6n de una tOcnica cro-
matografica como por ejemplo la cro-
matografia en capa delgada, cromato-
grafia lfquida de alta presion (CLAP)
y cromatografia de gases (CG) . La
cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (CG/EM)
dada su elevada especificidad y sensi-
bilidad es la t6cnica mediante la cual
se obtiene la adecuada eficiencia para
este tipo de estudio . Sin embargo, se
han descrito varies m6todos alterna-
tivos empleando cromatograffa de
gases con detector de nitr6geno-f6sfo-
ro (CG/DNF), y por CLAP los cuales
han permitido obtener resultados con
la adecuada sensibilidad y selectivi-
dad para realizar un diagnostico ine-
quivoco . 15,16
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El proposito fundamental de esta
revision es brindar un resumen de
algunas de los m6todos que han sido
publicados en los tiltimos 10 anos utili-
zados para aislar y determinar COC y
sus principales metabolitos en los
diferentes fluidos biol6gicos .
Aislamiento de cocafna y sus meta-
bolitos de fluidos biolbgicos
La Quimica Clfnica y la Toxicologia

Analftica y Forense son algunas de las
ramas de la investigation cientffica
que han sido beneficiadas en las dos
ftltimas d6cadas con los avances de la
teenologfa instrumental de los Labo-
ratorios de Qufmica . La identifica-
cion con exactitud de cualquier espe-
cie qufmica en matrices relativamen-
te complejas, como son los fluidos bio-
l6gicos, es un problema casi solucio-
nado en gran parte de los parses, sin
embargo los procedimientos cuanti-
tativos de aislamiento de tales sustan-
cias no ha tenido el mismo ritmo de
desarrollo en este perfodo . 17 Las
extracciones de drogas de fluidos bio-
l6gicos han evolucionado desde las
tradicionales ELL, pasando por los
procesos de aislamiento con sales y
solventes (salting-out), hasta las muy
ventajosas EFS . s En la literatura
especializada se han descrito funda-
mentalmente tres variantes de la EFS :
La EFS conventional, la EFS con dis-
cos (EFSD) y la micro EFS (MEFS) .
En la primera, una muestra acuosa
conteniendo los analitos de interes a
separar se hate pasar a trav6s de un
sorbente empacado en una pequeiia
columna plastica, y como resultado de
la interacci6n entre los analitos y el
sorbente (fuerzas de atraccion no
polares, polares, i6nicas y apolares e
i6nicas en un mismo lecho), estos ana-
litos son retenidos en el sorbente . Pos-
teriormente dicho sorbente se lava
con pequeiias cantidades de un sol-
vente capaz de arrastrar las impurezas
al mismo tiempo que debilita las fuer-
zas de atracci6n, (las de silice normal
generalmente no llevan este paso)
favoreciendo de este modo el proceso
de eluci6n, que se realiza con peque-
iias cantidades de un solvente que
solubiliza los analitos, obteni6ndose
extractos muy limpios. La EFSD se
basa en el mismo principio y lleva
esencialmente los mismos pasos, pero
se diferencia de la anterior en que el
sorbente se encuentra empacado en
un disco de tefl6n .19,19,20

Mediante estas dos modalidades de
extraction, todas las drogas son rete-

tenidas en alguna medida en sorben-
tes no polares, de ahi la amplia apli-
caci6n que ha tenido en el rastreo de
drogas en fluidos biol6gicos; sin em-
bargo los sorbentes llamados "mixtos"
que contienen elementos no polares y
de intercambio i6nico han sido los de
mejores resultados para extraer cuan-
titativamente drogas de abuse, y sus
metabolites . 21-a t

Segfn Clauwaert y col . 25 las EFS de
COC y sus metabolitos pueden ser
divididas en tres grupos de acuerdo a
la naturaleza del sorbente utilizado :

1. Se basa en la utilizacion de sor-
bentes no polares (C8, C18), en 6stos
despu6s de un acondicionamiento de
la columna con metanol y un buffer
alcalino, se aplica la muestra, se rea-
liza un lavado y la eluci6n se Ileva a
cabo con una mezcla de cloroformo y
me tanol .

2. Se basa en la utilization de co-
lumnas de intercambio cationico fuer-
te para extraer compuestos cargados
positivamente, aquf el acondiciona-
miento se hate con metanol y un
buffer acido; la muestra se diluye en
buffer acido de manera que los grupos
aminos se carguen positivamente . La
elution se realiza con una mezcla de
on buffer alcalino y metanol .

3. Utiliza sorbentes de tipo mixto,
con propiedades hidrofobas y de
intercambio cationico y tiene la posi-
bilidad de retener analitos con un ran-
go muy amplio de polaridades . Aquf
las muestras se diluyen en un buffer
acido y las columnas son acondicio-
nadas con metanol, agua y buffer fos-
fate, y el lavado se suele reali7ar con
agua, acido clorhidik,o y metanol. Las
eluciones se realizan generalmente
con diclorometano : isopropanol :
amoniaco (78:20:2) .
Realmente los m6todos reportados

en la literatura siguen el esquema ex-
puesto anteriormente, empleando di-
ferentes variantes en el lavado y la
eluci6n.
Extracciones a partir de muestras de
orina
Una de las Was mas importante de

excretion de xenobioticos es la renal,
fundamentalmente para compuestos
polares, entre los que podemos en-
contrar los metabolitos de la mayoria
de las drogas de abuse . Una de las
funciones mas importantes del meta-
bolismo humano ej hater los com-
puestos extraiios arks polares para fa-
vorecer la elimination por esta via . La
orina es la muestra que con mayor



frecuencia es enviada a los laborato-
rios clinicos y toxicol6gicos para rea-
lizar un rastreo de drogas de abuso,
debido a que como regla general Ins
concentrations de las drogas y sus
metabolitos suelen ser entre 100 a
1 000 veces mayores que en el sue-
ro .19, 26, 27

Todos los aspectos relacionados
con la detecci6n de drogas de abuso
en los EEUU, se encuentran en la
actualidad may bien regulados en la
Gufa final del programa para el moni-
toreo de drogas de abuso en los luga-
res de trabajo que aparece publicado
en el registro federal. En este docu-
mento, que pensamos que puede
resultar valido pan cualquier pals, se
estipula todo lo relacionado con la
toma de muestras de orina, la cadena
de custodio, la calificaci6n del per-
sonal, los niveles aceptables a partir de
los cuales se puede dar un resultado
como positivo (cut-off), aspectos rela-
cionados con la validaci6n de las tec-
nicas analiticas, los procedimientos
para detectar y confirmar la presencia
de dichas drogas y to concerniente con
el necesario control de la calidad
interno y externo . En este documento
se ratifica que la orina es la muestra
que debe ser sometida a la investi-
gacibn en dichas situaciones y que la
cantidad minima es de al menos
60 mL, de manera que si en la primera
colecci6n no se Ilegara a esta cantidad,
se debe esperar a recoger una segunda
para completar dicho volumen . Inme-
diatamente despues (no debe exceder
de los 4 min), se le debe medir In
temperatura y la misma debe estar
entre los 32,5 y 37 °C (90,5 a 99,8 °F),
ademas se debe observar el color y
reflejar cualquier anormalidad pre-
sente. El Grupo Europeo de rastreo
de drogas en los lugares de trabajo, y
el grupo de expertos de Bruselas han
adoptado medidas similares y son del
criterio de que la orina es la muestra
id6nea ara el analisis de drogas de
abuso.~31 En la literatura de primer
impacto de la especialidad se ban pu-
blicado muchos trabajos . relaciona-
dos con el diagn6stico del consumo de
cocaina, y uno de los aspectos cru-
ciales es la metodologia de aisla-
miento de la cocaina y sus metabolitos
en muestras de orina.
Sweeneyy col . 32 confirmaron la pre-

sencia de BE en muestras de orina
mediante una extracciOn aplicando un
metodo de "salting-out" . Para esto
prepararon una mezcla de 5 g de bi-

carbonato de sodio (NaHCO3) y car-
bonato de potasio (K2CO3) (2 :1), adi-
cionAndose a 10 mL de orina, para
luegoo realizar la extracci6n con una
mezcla de cloroformo :isopropanol
(1:0,05) . La capa organica fue re-
extraida con 4 mL de acido sulffirico
(H2SO4) 0,1N y despues de un paso de
purificaci6n, se registr6 el espectro
UV (235 inn). De esta forma estos
autores pudieron detectar concentra-
cions de BE del orden de 1,25µg/mL.
Por su parte Soriano y col .33 auto-

matizaron el procesamiento de ana-
lisis de muestras de orina para la de-
tecci6n de mss de 30 drogas de abuso,
entre ellas la COC . Adicionaron
250µL de orina en un vial que con-
tenla 100 mg de cloruro de sodio
(NaCI), colocandose dicho vial en un
sistema robotizado, realizandose una
ELL con t-butileter en medio alcalino
con difenilamina como estindar inter-
no. Se aspird automaticamente la capa
organica y se inyect6 en el cromat6-
grafo . Fue reportado un recobrado de
83.1 % para la COC con un Ifmite de
deteccibn de 0,3µg/mL. En otro estu-
dio utilizando ELL, Kints y col .34 ais-
laron COC y sus metabolitos de orina
humana (1 mL + 2 mL de buffer pH
8,4) con cloroformo: isopropanol : n-
heptano (50:17:33). Despues de rea-
lizar un paso de purificaci6n con acido
clorhfdrico (HCO) 0,2 M (5 mL), re-
extrajeron con cloroformo en medio
alcalino. Ademas de la COC y sus
metabolitos, estos autores pudieron
aislar con exito la anhidroecgonina
metil ester (AEME) que es un pro-
ducto de la pir6lisis de la COC y su
presencia siempre esta relacionada
con el consume, de COC fumada . Por
su parte, Levine y col.35 estudiaron la
estabilidad de la EME en muestras de
orina procedentes de cadaveres, uti-
lizando un protocolo de ELL con
mepivacaina como estandar interno .
Asi, la orina (5 mL) fue alcalinizada y
se extrajo con cloruro de n-butilo
(21 mL), realizandose un paso de pu-
rificacibn con Acido diluido, reextra-
yendose finalmente con diclorometa-
no (5 mL). En el Instituto de Medicina
Legal de Ciudad de La Habana para
realizar el rastreo de cocaina y BE en
muestras de orina por CCD se sigue
un protocolo de ELL recomendado
por el grupo de expertos de las Nacio-
nes Unidas para el Control de las
Drogas31 Esta tecnica, que parte de
20 mL de orina alcalinizada a pH 8,6
hate dos extracciones sucesivas con
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cloroformo :isopropanol (1:1), sin
pasos ulteriores de purificaci6n y con
muybuena recuperaci6n para la BE . 31

Ramcharitar y col.10 extrajeron BE
y EME con BE trideuterarda y mepi-
vacina como estandar internos respec-
tivamente, en procedimientos separa-
dos de ELL mediante los cuales se
ais16 la BE de la orina (5 mL) con
cloroformo con 20 % de etanol a pH
9,3 y la EME 21 mL de cloruro de
n-butilo a pH alcalino, obteniendose
en amboscasosrecobradossuperiores
al 90 % .
Sukbuntherng y coi . 36 combinaron

una ELL con una EFS para extraer
COC y sus metabolitos y en especial al
COCET. Primeramente estos autores
realizaron una extracci6n con acetato
de etilo en medio alcalino con tropo-
calna como estandar interno y poste-
riormente la capa acuosa resultante se
aplic6 en columnas ODS C-18, las
cuales fueron previamente acondi-
cionadas (3 mL de metanol, 3 mL de
buffer carbonato pH 9,1), realizan-
dose un lavado con una mezcla de
3 mL agua:metanol (80:20) . La elu-
ci6n se realiz6 con 3 mL de metanol,
de esta forma se report6 una recupe-
ration superior al 91 % para la COC,
COCET y la BE.
Utilizando un procedimiento atipi-

co de aislamiento para la EG con
columnas de intercambio anibnico
AXS, Hombeck y co1.37 despues de
aplicar la orina en las columnas
(1 mL) centrifugaron las mismas a
2 000 r/min, realizando una eluci6n
por centrifugaci6n y al eluato resul-
tante se le anadi6 0,5 mL de metanol y
se concentr6 a sequedad, llevandose a
cabo en los extractor los analisis
correspondientes.
Matssubara y col . 38 trabajando con

columnas Extrelut (fase normal) y
partiendo de 10 mL de orina ajustada
a pH entre 7 y 9, con zeta (2H5)
eocaina, (2H5)benzoilecgonina y
lignocalna como estAndar internos,
lograron aislar con rods del 80 % de
eficiencia a la COC, BE y EME, des-
pues de una eluci6n con una mezcla de
cloroformo : isopropanol (9 :1) .

Con columnas similares Chem-Elut,
Isenschmid y col.39 partiendo de 2 mL
de orina a pH 7 y con analogos deute-
rados como estAndar internos, extra-
jeron simultaneamente COC, BE y
EME realizando dos eluciones conse-
cutivas con 8 ml, cada una de cloro-
formo: isopropanol (9 :1) con 5 min de
intervalo entre cada eluci6n. La EME
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fue derivatizada con 4flourobenzoilo
en piridina y la BE con dimetilfor-
mamida (DMF) y N,N-Dimetilfor-
mamida dihidropropilacetal-(DMF-
DPA). Los derivados se analizaron
por CG/EM mediante on monitoreo
selective de Tones (MSI) .
Con estas mismas columns Chem-

Elut, Lillsunde y Korte 9 eluyeron la
COC y la BE con mas del 70 % de
recobrado, utilizando diclorometano :
isopropanol come solvente de elucion
(9 :1), pero con la diferencia de que la
BE presente en las muestras de orina
la hicieron reaccionar antes de las
extracciones con sulfato de dimetilo a
pH 5,0 a 70 °C por 2 min, con el obje-
tivo de llevar a cabo la reaction de
metilacibn.
En otro estudio Ferrara y su equipo

de trabajo extrajeron BE de orina
humana con una combination de
columnas extrelut seguido de colum-
ns Adsorbex-Diol (100 mg) . Prime-
ramente 3 mL de orina ajustada a pH
9 con una mezcla de NaHCO3 y
K2C03 (2:1), fueron aplicadas a la
columna extrelut y despues de 10 min
se realiz6 una elucion con cloroformo
con un 10 % de isopropanol, concen-
trando el eluato resultante hasta
100µL, aplicandose a las columinas
Adsorbex-Diol despues de dilution
con diclorometano (5 mL) . Estas
columnas se activaron previamente
con 2 mL de diclorometano y despues
de aplicar la muestra se lav6 con 1 mL
de este solvente y 4 mL de titer eti ico .
La elucion se realiz6 con dos porcio-
nes de metanol de 500µL cada una .
Con columnas de tipo mixto Bond

Elut Certify (BEC), las cuales en un
mismo lecho presentan propiedades
apolares y de intercambio cati6nico
fuerte, Logan y col.23 extrajeron 100
drogas basicas de orina humana, entre
las que se encuentran la COC y su
principal metabolite . Asi, a estas co-
lumns previamente acondicionadas
se les aplic6 las muestras de orina, y
con un paso previo de lavado (con
acido fosf6rico 0,01 M, acido acetico
0,1 M y metanol), se eluyb con metanol
conteniendo un 3 % de amoniaco .
Mediante este procedinnjento se re-
porta on recobrado absolute para la
COC y la BE del 98 y 94,2 %, respec-
tivamente .
Con este mismo tipo de columnas

BEC De la Torre y Col .41 aislaron
simultaneamente COC, BE, EME,
COCET y NORCOC con recobrados
del 87, 83, 41, 93 y 98 %, respectiva-
70

mente . Para esto, partieron de 2 .5 mL
de orina ajustada a pH 7 con buffer
fosfato y la aplicaron a las columns
previamente acondicionadas y poste-
riormente a un paso de lavado, se
eluy6 con una mezcla de cloroformo :
isopropanol (4:1) conteniendo un 2 %
de amoniaco. La determination se
realiz6 por CG/EM. Un procedi-
miento identico a este to realizaron
Fernandez y col ., 42 con la diferencia
de que el amoniaco se adiciono al final
de los pasos de lavado (3 mL), reali-
zandose la elucion inmediatamente
despues con el mismo sistema de sol-
vente y la determination per CLAP .
Ortuno y col .43 extrajeron COC y BE
con columnas similares y llevando a
cabo un procedimiento analogo al eje-
cutado per De In Torre con la dife-
rencia de que este ultimo utilizb los
estandar interns deuterados y el pri-
mero, levallorfan . Los analisis se reali-
zaron por CG/DNF y los recobrados
fueron superiores al 90 % .

Otra variante utilizada con estas
mismas columns BEC fue puesta en
practica por Chen y col .,22 en este case
realizando dos eluciones sucesivas
con diferentes sistemas de solventes .
Estos autores tomaron 1 ml, de orin
diluida con 4 mL de buffer de pH 6
aplicandolas a dichas colummas pre-
viamente acondicionadas y luego de
alternatives pasos de lavado y secado
se efectu6 la primera elucion con 4 mL
de acetona :cloroformo (1 :1), la segun-
da se realiz6 con acetate de etilo con
on 2 % de amoniaco. Los resultados
reportados tambien fueron similares a
los de autores anteriores .
Con iguales columnas Clauwaert y

col.44 recientemente extrajeron COC,
BE y COCET de muestras de orina
utilizando dos estandar internos (2'-
metilbenzoilecgonina y 2'-metil-
cocaina) . Estos autores diluyeron la
orina (2 mL) con 2 mL de buffer
fosfato (pH 6) y 100µL de los estandar
interns. Las muestras se aplicaron a
las columns previamente activadas
con metanol y buffer fosfato y el
lavado se realiz6 con agua, acido clor-
hidrico 0,1 M, metanol y acetonitrilo
(siempre con 3 mL, excepto los dos
61timos lavados que fueron con 3 x
3 mL) . La elucion se efectu6 con 2 mL
de una mezcla de cloruro de metileno :
isopropanol :amoniaco 25 % (80 :20 :2) .
Los extractos fueron analizados por
an metodo de CLAP y los recobrados
reportados fueron del 95 %, 89 % y
88 % para la BE, COC y COCET, res-
pectivamente .

Nishikawa y col .45 extrajeron simul-
taneamente COC,BE, EME, EG y
NORCOC de muestras de orina con
una combination de dos columns de
EFS (BEC y Bond SCX) . Prime-
ramente aplicaron 1 mL de orina
diluida con 1 mL de buffer fosfato en
columns BEC previamente activadas
y despues de los respectivos pasos de
lavado y elucion, el eluato resultante
se diluy6 con sendos mL de buffer
fosfato y etilendiaminotetraaeetato de
sodio (Na2 EDTA) 0,1 %, aplicandose
esta mezcla en la column Bond SCX.
La elucion se efectu6 en ambas colum-
ns con metanol en amoniaco al 3 %,
reportandose recobrados entre 40 y
95 %. Las determinaciones se realiza-
ron por CLAP/EM .
Recientemente Jenkins y co1 46

cuantificaron simultaneamente COC
y nueve metabolitos en sangre y orina,
procedentes de 13 fallecidos sospe-
chosos de sobredosis . Para esto utili-
izaron columnas Clean Screen (que
activaron primero con el solvente de
elucion, seguido de metanol y agua
desionizada . Despues de aplicadas las
muestras (mezcladas con acetato de
sodio y los estandar internos deu-
terados), se efectu6 on lavado con
agua desionizada, HCl O,1M y meta-
nol. Los analitos se eluyeron con clo-
ruro de metileno:isopropanol: amo-
niaco (80 :20:2) . De esta forma cuanti-
ficaron a la COC, BE, EME, COCET,
NORCOC, norbenzoilicgonina
(NORSE), norcocaetileno (NOR-
COCET), ecgonina etil ester (EEE) y
AEME, pero no reportaron el per
ciento de recuperation para ningfin
analito. Este es el primer reporte de
determination de los filtimos 5 meta-
bolitos en fluidos biolbgicos, y se efec-
tu6 con un limite de detection entre 3
y 6 ngImL por GC/EM .
Dubey y Caplan47 estudiaron el

recobrado y la estabilidad de la BE en
muestras de orina conservadas come,
manchas secas en papeles de filtro
Whatman ntimero 3 a-20 °C, 4 °C y a
temperatura ambiente durante 12 se-
manas. Despues de on procedimiento
de elucion se utilizaron columnas
BEC para realizar las extracciones
finales, con metodologias muy simi-
lares alas descritas anteriormente . De
esta manera estos autores demostra-
ron la efectividad de la conservation
come manchas secas en papeles de
filtro, independientemente de la tem-
peratura .
DuganyCol .48 extrajeron COC y BE

de 236 muestras de orina despues de 1



aiio de conservadas a una temperatura
de -20 °C, con el objetivo de estudiar
la estabilidad de dichos analitos. El
protocolo de extracci6n realizado
involucr6 dos tipos diferentes de
columnas de EFS: las Clean Screen
DAU y las de tipo W Prep. Con las
primeras una vez acondicionadas con
metanol, agua desionizada y buffer
fosfato de pH 5,5, se aplicaron 2 ml,
de orina tamponada a pH 5,5 y des-
pues de lavar con agua, acido clor-
hidrico 0,1 N y metanol, se eluy6 con
3 mL de cloruro de metileno :
isopropanol (80:20) conteniendo an
2 % de amoniaco. Con las "W Prep"
(fase normal), estos autores aplicaron
las muestras de orina (2 mL), tam-
ponada a pH 9,5, eluyendose poste-
riormente con agua desionizada y una
mezcla de cloruro de metileno : iso-
propanol (9 :1) . Las extracciones fue-
ron cuantitativas, demostrandose la
estabilidad de los analitos en esas
condiciones de conservation . A esta
misma conclusion Ilegaron Hippens-
tiel y Gerson49 despues de realizar una
revision del terra reportaron que Ins
mejores condiciones de conservacion
de la COC y sus metabolites en orina
son a -15 °C y ajustada a pH 5 prefe-
riblemente con acido asc6rbico y en
frascos no silanizados .
Kumazawa y col . 16 fueron los pri-

meros en reportar el use de la MEFS
para aislar COC de orina humana .
Para lograrlo utilizaron 0,5 mL de ori-
na con cocapropileno como estandar
intern permitiendo el contacto con la
fibra de polidimetilsiloxano (100µm)
durance 30 min, realizando la desor-
ci6n termica a 240 °C durante 3 min .
La determination en los extractos fi-
nales se realize por CG/DNF . El reco-
brado fue superior al 20 % y el limite
de detecci6n de 3 ng/mL de orina .
Casi al mismo tiempo Singer y co1 .50
utilizando las mismas fibras pero de
dos medidas diferentes (100 y 85 µm)
estudiaron la extracciOn de algunas
drogas de abuse, reahzando el pro-
ceso de absorci6n a 40 °C, pero no
encontraron buenos resultados para
la COC y opiaceos . Parece que este
tipo de extracci6n en fase solida no ha
tenido mucho exito, sobre todo para la
extracci6n simultanea de la COC y sus
metabolitos a partir de orina .
Extracciones en sangre
Como ha sido abordado anterior-

mente, el rastreo de drogas de abuso
es preferible realizarlo en muestras de
orina, sin embargo en muchos labora-
torios clinicos y forenses se reciben a

diario cada vez mas muestras de san-
gre con el objetivo de investigar los
niveles de determinadas drogas, ade-
mas en ocasiones la orina no esta dis-
ponible en casos de fallecidos, por to
tanto se hate necesario realizar la in-
vestigaci6n en sangre u otro fluido, de
manera que se hace imprescindible
contar con los protocolos de extrac-
ci6n y analisis de dichas drogas .
Generalmente estos protocolos

constan de tres pasos fundamentales :
preparaci6n de las muestras, aisla-
miento de los analitos y determina-
tion. El proceso de preparaci6n de las
muestras de sangre total es muy
importante debido a que entre otras
cosas los eritrocitos y otras colulas
tienden a bloquear las columnar de
EFS, lo cual repercute en la reprodu-
cibilidad de los recobrados . En la lite-
ratura se ban descrito diferentes me-
todos para el tratamiento de mues-
tras de sangres antes de las extrac-
ciones, entre los cuales podemos citar :
tratamiento con metanol, acetona,
N-N-dimetilformamida, acido sulfo-
salicffico, acido tricloracetico, sulfato
de zinc, entre otros5l

Estes metodos de preparaci6n
tienen una importancia crucial en el
analisis de drogas de abuso, debido
tarnbien a que generalmente se en-
cuentran en concentraciones muy
bajas, y se hace necesario garantizar
una recuperaci6n to mas alta posible,
aunque dichas concentrations no
solo dependen de las dosis, sino
tambien de la via de administraciOn, la
farmacocinetica, el peso, la edad, el
sexo, factores geneticos, enfermeda-
des, inducci6n e inhibici6n enzimati-
ca y el primer paso en el metabolis-ms 52

En la literatura especializada apa-
recen varias investigaciones realiza-
das relacionadas con la preparaci6n
de las muestras de sangre total y un
trabajo representative fue el publi-
cado por Chen y co1 .,24 quienes com-
pararon 4 metodos de pretratamien-
to de muestras de sangre para poste-
riores extracciones . El primero utiliz6
1 mL de sangre la cual fue sonicada
en baiio ultras6nico a temperatura
ambiente, seguidamente agitaron la
muestra durante 30 s en un voxter con
adici6n de buffer fosfato 0,1 M de pH
6. Posteriormente se centrifug6 y se
trabajo con el sobrenadante . Aquf el
objetivo del tratamiento con ultra-
sonido fue el de romper la union de las
drogas con las proteins plasmaficas .
En el segundo metodo, a la muestra de
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sangre (1 mL) se le aiiadieron 2 mL de
una soluci6n de sulfate de zinc en me-
tanol, la cual fue aiiadida gota a gota
con agitaci6n en un voxter . El sobre-
nadante se mezcl6 con 6 mL de una
soluci6n de buffer acetato de pH 6 . El
tercer procedimiento utiliz6 2 mL de
acetonitrilo, procediendo de igual
forma al metodo anterior, pero una
vez centrifugada, se evaporb a seque-
dad a 40 °C en corriente de N2, se
disolvib el residuo en 6 mL de igual
buffer. La ultima metodologia invo-
lucr6 solamente metanol, siguiendo
exactamente los pasos anteriores y
disolviendo el residuo en igual solu-
ci6n buffer. Todos los extractor deri-
vados de las preparations anteriores
se sometieron a una extracci6n con
columnas BEC (de 10 mL de capa-
cidad) y Clean Screen DAU (de
12 ml, de capacidad) . Estas columnas
se acondicionaron con metanol
(2 mL) y soluci6n buffer de pH 6
(2 ml-) y se aplicaron las muestras,
realizandose seguidamente un lavado
con agua desionizada (1 mL) y acido
acetico 0,01 M de pH 3,3 (0,5 mL) .
Estes autores llevaron a cabo dos es-
quemas de eluci6n con el objetivo de
aislar drogas acidas y basicas sepa-
radamente . Aunque en este trabajo no
se informan datos relacionados con la
extracci6n de cocaina y sus metabo-
litos, si cabe decir que el primer me-
todo de preparaci6n de muestras de
sangre fue el de mejores resultados
para el aislamiento posterior de dro-
gas basicas, las cuales se eluyeron con
acetato de etilo con un 2 % de amo-
niaco, demostrandose asi la efectivi-
dad del primer procedimiento compa-
rado con las restantes metodologias
de precipitaci6n . Estes mismos auto-
res en otro trabajo utilizaron el mismo
primer tratamiento descrito en el tra-
bajo anterior para extraer COC en
sangre total, con un 92,3 % de recu-
peraci6n, llevandose a cabo la deter-
minaci6n en el extracto obtenido por
un metodo de CG/DNF, en lugar de
ionizaci6n de llama cane fue utilizada
en el primer reporte .
Zweipfenning y col.53 emplearon

columnas BEC (3 mL, 130 mg), para
extraer 13 drogas de sangre total . Para
esto realizaron on pretratamiento
similar al descrito anteriormente, con-
sistente en mezclar 1 mL de sangre
total con 6 mL de buffer fosfato 0,1 M
de pH 6 sonicando la mezcla durante
15 min . Posteriormente se centrifuge
a 3 000 r/min. y el sobrenadante se
aplic6 a la columna previamente acon-
dicionada con metanol (2 ml-) y buffer
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fosfato de pH 6 (2 mL) . Inmediata-
mente la columna se lav6 con agua
(1 mL) y £cido acetico 0,01 M de pH
3,3. Se aplico vacio y 50µL de metanol
para el secado final, realizando la elu-
tion dos veces con 2 mL de acetona :
cloroformo (1:1) para las drogas £ci-
das y 3 mL de acetato de etilo :
amoniaco 25 % (40 :1) . Los extractos
fueron analizados por CG/DNF . En
este trabajo no se reportaron buenos
recobrados para In BE .
Tebbett y McCartney54 utilizando

tambien el tratamiento con ultraso-
nido como pretratamiento, extrajeron
COC y BE de muestras de sangre con
columnas Bond Elut C8 previamente
activadas con metanol y buffer de pH
9,5. Despues de sucesivos pasos de
lavados y secado, se realizb la eluci6n
con cloroformo :isopropanol (4:1) . El
eluato se analiz6 por CLAP .
Soriano y col .55 reportaron reco-

brados superiores al 71 % para 40
drogas ensayadas con columnas BEC .
Estos autores emplearon 15 min de
tratamiento con ultrasonido en ]as
muestras de sangre antes de aplicarlas
las columns; adem£s demostraron la
efectividad del acetonitrilo en el paso
de lavado para obtener buenos reco-
brados para los metabolitos de la
COC y extractos lo suficientemente
limpios para su posterior an£lisis cro-
matogr£fico .
Abusada y col. 56 trataron con meta-

nol muestras de sangre total y de plas-
ma, conteniendo los anAlogos deute-
rados como estAndar internos y el
sobrenadante resultante de este
proceso se concentro en corriente de
N2 diluydndose posteriormente con
K3P04 O,1M y se ajusts a pH entre 5,8
y 6 con H3P04. La solution resultante
se aplic6 en columnas BEC previa-
mente acondicionadas y despues de
un lavado con agua, Acido clorhfdrico
y metanol, se realiz6 una eluci6n con
diclorometano:isopropanol :amonia-
co (196:49 :5) . El eluato se evapor6 a
sequedad y posteriormente se deri-
vatizo con pentafluoropropanol
(PFP) y anhfdridopentafluoropropio-
nico (AHPFP) y se analiz6 por
CG/EM .
Realizando una dilution 2 :1 de la

sangre con una solution buffer de pH
9 .0, con posterior centrifugaci6n,
Aderjan y Col57 aplicaron el sobre-
nadante a columnas Bond Elut C18
previamente activadas. La eluci6n se
realiz6 con diclorometano :isopropa-
nol (4:1) conteniendo un 2 % de amo-
niaco. El eluato se evapor6 a seque-
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dad y se derivatiz6 con iodometano
D3 (10µL) a 100 °C por 5 min, con una
determinaci6n final por CG/EM .
Usando columnas de fase normal

(Chem Elut), Isenschmid y col .38 utili-
zaron el mismo procedimiento des-
crito para In orina, pero con la utili-
zacibn de 2 mL de sangre para extraer
COC. Igualmente Matsubara y col .37
Ilevaron a cabo el mismo procedi-
miento descrito para la orina pero con
mucha menor cantidad de muestra de
plasma (1.5 mL), diluyendo la misma
hasta 10 mL antes de aplicarla a las
columnas Extrelut .
Con In misma tdcnica ue llev6 a

cabo el grupo de Abusada, 6 descrito
anteriormente, Miller y col .58analiza-
ron los extractos procedentes de una
ELL con pentano:isopropanol (97 :3),
de 50 µL de sangre alcalinizada con
soluci6n de amoniaco . Los recobra-
dos reportados para la COC y el
COCET fueron casi del 100 % .

Cox y col.59 informaron los resul-
tados de una investigaci6n donde ais-
laron 119 drogas de sangre total uti-
lizando un metodo de ELL con
acetato de n-butilo (300 µL) en medio
alcalino, realizando las determinacio-
nes por CG/DNF. Estos autores no
utilizaron ning$n pretratamiento
antes de las extracciones, obteniendo
un 74 % de recobrado para la COC en
sangre total y no se reportan resul-
tados para los metabolitos .
Con el mismo metodo cromatogr£-

fico
6
y empleando una ELL Sims y

col . extrajeron drogas b£sicas de
sangre total . Para esto utilizaron
200µL de sangre diluyendo con
700µL de agua y basificaron con
100µL de amoniaco, despues de
homogeneizaci6n anadieron 5 mL de
titer etiico . Una vez separadas las
fases se evapor6 a sequedad la capa
orgdnica y se reconstituyb en 50 µL de
metanol. De esta forma extrajeron
cuantitativamente la COC .
En un estudio que evalu6 la estabi-

lidad de la COC, BE y el COCET en
fluidos post-mortem, en casos rela-
cionados con la ingesti6n de COC,
Logan y col .61 realizaron una ELL con
10 mL de cloroformo :etanol (4:1),
partiendo de 1 mL de sangre total
alcalinizada con buffer borato de pH
9. La capa org6nica se evapor6 a se-
quedad y se reconstituyb inmediata-
mente en la fase m6vil para su estudio
por CLAP.

En otro estudio relacionado con la
estabilidad de la COC y el COCET en

sangre, Moriya y Hashimato6 2 efec-
tuaron una ELL en sangre (2 mL) con
n-clorobutano:alcohol isoamflico
(98:2) a pH alcalino con carbinoxa-
mina como estAndar intern . La capa
org£nica resultante se reextrajo con
HCI 0,1 N, se separaron las capas,
realizando un lavado de la capa acuo-
sa con 4 mL de 2-metilbutano : tolue-
no:alcohol isoamIlico (94:5 :1) . La
capa org£nica se evapor6 a sequedad
y se reconstituyb en 50µL de metanol .
El extracto se analiz6 por CG/EM .
Utilizando este mismo esquema de
extraccibn y anAlisis estos autores pu-
blicaron otro trabaj 63 relacionado
con el efecto del intervalo post-
mortem en las concentraciones de
COC en sangre, demostrando que se
puede formar COCET a partir de In
COC y el etanol aproximadamente 1
bora despues de la muerte y que la
magnitud de su formation depende no
s6lo de las concentraciones de COC y
etanol, sino tambien de la temperatura
corporal .
Sukbuntherng y co1 . 35 cuantificaron

simultAneamente COC, NORCOC,
COCET, NORCOCET, BE, y
NORBE en plasma por una tecnica de
CLAP. Las muestras de plasma
(0,1µL) fueron alcalinizadas y extraf-
das con 2 mL de acetato de etilo . La
fase org£nica se reextrajo con 150µL
de HC10,05 M ; se rotoevapor6la fase
acuosa y el residuo lo disolvieron en
100µL de fase m6vil. Seguidamente la
fase acuosa remanente del procedi-
miento initial fue extrafda con 2 mL
de cloroformo:isopropanol (2 :1) . Esta
fase orgAnica se reextrajo con HCI
0,05 M (1 mL) y se rotoevapor6la fase
acuosa, disolviendo el residuo en
150µL de fase m6vil . De esta forma
estos autores lograron aislar todos los
metabolitos con por cientos de recu-
peraci6n casi del 100 % . En un estudio
realizado en ratas (Sprague-Dawley)
sobe el aclaramiento de la COC en
sane, este mismo autor con otros
col . aplicaron el procedimiento de
extracciOn descrito anteriormente,
pudiendo calcular varios par£metros
farmacocineticos .
Ma y col.65 realizaron una micro-

extracci6n en suero de rata (50 µL)
conteniendo COC, NORCOC, BE,
NORBE con 3-isobutil-l-metilxatina
como est£ndar intern . El suero fue
alcalinizado con 100 µL de buffer bo-
rato 1 M de pH 9. La extracciOn se
realizb con 1 mL de cloroformo:etanol
7 :1 . Despues de evaporar a sequedad



en corriente de N2 se reconstituy6 en
50 pL de fase m6vil para posterior
CLAP. Los recobrados fueron de
79,1 ; 71,8 ; 77,7; y 38,2 %, respectiva-
mente para la COC, NORCOC, BE y
NORBE .
Por otra parte, Coburt y Koves66

analizaron COC y BE en muestras de
sangre procedentes de cadaveres por
CG/EM. Estos autores mezclaron In
sangre con COC y BE deuterados
como estandar internos, dejando en
reposo la mezcla por 30 min, adicio-
nando In mezcla a una column de
Amberlite XAD-2 que fue preparada
con buffer fosfato de pH 8,4. Poste-
riormente la resina se trato con una
mezela de cloroformo :isopropanol
(3 :1), se centrifug6 para separar el sol-
vente, el coal se evapor6 a sequedad
para posterior derivatizacion con dia-
zopropano .
Smirnow y Logan67 reportaron on

m6todo de analisis de COC y sus
metabolitos en muestras de sangre
total procedentes de cadiveres, utili-
zando on m6todo de precipitati6n
para la preparaci6n de las muestras,
seguido de dos procedimientos de
derivatizaci6n in situ antes de realizar
las extracciones . El primero consisti6
en incorporar un grupo propilo en la
EG, BE y NORCOC (la EME no
reacciona) y el segundo tuvo como
objetivo formar el p-nitrobenzoil6ster
de los compuestos formados ante-
riormente, exactamente la formation
del p-nitrococapropileno y p-nitro-
cocafna, porque el cocapropileno y la
N-propilcocafna no forman los nitro-
derivados correspondientes . Estos
procedimientos de derivatizaci6n se
realizaron para lograr extraer cuanti-
tativamente los metabolitos mAs po-
lares como la EG, que es diffcil de
extract de fluidos biol6gicos con sol-
ventes orgonicos . El proceso de preci-
pitaci6n se llev6 a cabo mediante la
estratificaci6n con agitation cons-
tante de metanol primero y acetoni-
trilo despu6s, realizandose el proceso
de derivatizacion descrito anterior-
mente en el sobrenadante resultante
de la centrifugation . La extraction en
si se ejecut6 en el residuo obtenido
despu6s de la derivatizaci6n con elo-
ruro de n-butdo a pH 9,0, Previo un
paso de purification se analizaron los
extractos por CG/EM y por CLAP .
Tejidos
La determination de drogas en dife-

rentes tejidos procedentes de cada-
veres ha tenido siempre on inter6s
especial en Toxicologla Forense . En

muchos casos de muerte, no es posible
obtener muestras de orina o de sangre
y se hate imprescindible llevar a cabo
las determinaciones de drogas en
otros especImenes .
Los m6todos que generalmente se

han utilizado para aislar drogas de vfs-
ceras involucran un pretratamiento de
los tejidos mediante un proce dimien-
to de precipitation de proteins y/o
hidrolisis quimica o enzim'atica, sien-
do el tratamiento con proteasas el que
ha dado mejores resultados en el aisla-
miento de drogas.68 Posteriormente, a
estos pretratamientos se pueden apli-
car los mismos protocolos de ELL y
de EFS que se realizan en muestras de
orina y de sangre, tal y como se ha
descrito anteriormente para la COC y
sus metabolitos.
Estas determinaciones en tejidos

son muy importantes, porque para
muchas drogas las concentraciones en
sangre son dramaticamente sitio-
dependientes y antique In causa de
este fen6meno es multifactorial ono
de los factores que se ha demostrado
que mas influye, es la difusi6n de estas
drogasdesdelosorganoss6lidoshacia
In sangre cercana a los mismos, lo que
ha venido a llamarse: La redistribu-
ci6n post-mortem de Ins drogas, que
dicho sea de paso, ha creado muchas
dificultades a la hora de In interpre-
taci6n de los resultados analiticos . 69

Spiehier y Reed70 fueron los prime-
ros en demostrar que el cerebro es la
mejor muestra para determinar COC
y BE en un cadaver, debido a que
dichos analitos son mas estables en
tejido encefalico que en la sangre o en
el higado. Asf mismo estos autores
afirman que las concentraciones de
COC en el cerebro suelen ser 4 veces
mayor que las del plasma, en el
momento de maximo pico plasmatico .
Estos autores llevaron a cabo ELL
partiendo de 1g de tejido y analizaron
los extractor por CG/EM . De esta
manera determinaron los niveles de
COC y BE en 47 casos de fallecidos en
muestras de sangre, higado y cerebro .

Por su parte, Browne y co1 . 71 propu-
sieron un m6todo de determinaciOn
de COC en cerebro empleando una
EFS con columnas Bond Elut C2,
inmediatamente despu6s de una di-
gestion enzimatica . El analisis de los
extractos se llev6 a cabo por CLAP .
Con este trabajo los autores demos-
traron que existen diferencias en las
concentraciones de COC en las dife-
rentes zonas del enc6falo, planteando
que la mejor zona para realizar el
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muestreo es la parte media y central
del enc6falo que es donde mayores
niveles podrfan encontrarse .
Otro ejemplo de extraction de COC

en cerebro es el trabajo realizado por
Moore y col. 72 que utilizaron colum-
ns de tipo mixto (no polar e inter-
cambio cati6nico) X-Trackflivl .
Estos autores analizaron tambi6n los
extractos por CLAP, demostrando
que las concentraciones de COC en
cerebro son de 4 a 8 veces mayores que
las de In sangre y que las de BE fueron
sustancialmente mss bajas que Ins de
COC. A esta misma conclusion llega-
ron recientemente Karch y col .,73 de
manera que es evidente la importancia
que tienen las determinaciones en
cerebro para el diagnostico de muerte
por COC.
Sin lugar a dudas, el futuro de las

extracciones de drogas en tejidos en
toxicologfaforense estarb ligado cada
vez mas alas EFS eficientes y rapidas,
partiendo de la menor cantidad de
muestra posible, con la previa licue-
faccion de los tejidos mediante diges-
tiones enzimatieas . 17 Un ejemplo de
esta afirmaci6n lo constituye el trabajo
reportado por Huang y col .74 que
utilizaron un m6todo cromatografico
para analizar los extractor proceden-
tes de una digestion con subtilicina
seguida de una EFS con columnas
BEC de 10 mL de capacidad . Aunque
estos autores no reportaron ning6n
resultado relacionado con In COC y
sus metabolitos, sf plantea una meto-
dologfa que pudiera ser utilizada para
tales fines.
Saliva
El flujo de saliva en el human

depende de factores internos y exter-
ns como son: la edad, el sexo, natura-
leza de los alimentos que se ingieran,
factores de tipo emotional, estado del
tiempo, estado de salud y ademas por
algunas drogas (por ejemplo prepa-
raciones de cannabis, antidepresivos
tricfclicos, etc.) . La saliva ha sido pro-
puesta como una muestra muy fitil
para el monitoreo de drogas que pu-
dieran estar en el plasma en estado no
ionizado . Las drogas pasan desde el
plasma a los diferentes comparti-
mentos, incluyendo las glandulas
parotida, submaxilar y sublingual, por
difusi6n pasiva, proceso que esta
limitado por la disponibilidad de la
droga en forma libre, no ionizada y no
enlazada a las protelnas y por las pro-
piedades fisico-qufmicas que deter-
minan en Gltima instancia el ritmo y la
extension en que una droga pasa a este
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fluido. Existen proce dimientos reco-
mendados de muestreo para la saliva
que de manera general pernriten la
coleccion de este fluido en on tubo
especialmente diseiiado para este fin,
el coal se conserva en congelaci6n
hasta el momento de los analisis . 75,76

Las concentrations de COC en la
saliva generalmente son mayores que
las del plasma, antique esto depen-
dera del pH de la saliva (a bajos pH
sera mayor la concentration de COC
y a altos pH seran menores estos nive-
les). Ahora, debemos tener en cuenta
que la BE es un zwitterion, que
contiene ambos grupos funcionales
(acido y basico, con pKa = 2.25 y
11.2), por lo Canto las concentrations
de la misma no se afectaran consi-
derablemente con las variations de
pH. Las desventajas que pudiera tener
la toma de muestras de saliva, a la hora
de querer correlacionar las concen-
traciones encontradas en la saliva con
las del plasma, radican en el pH de la
misma como ya se dijo, y en los
posibles restos de drogas en la cavidad
bucal o nasal, que elevan las concen-
trations en la misma. Asi lo demos-
traron Sharamm y col .77 quienes de-
tectaron COC y BE en saliva 16 horas
despues de fumada a inhalada dicha
droga, encontrando que los niveles de
estos analitos en saliva fueron mayores
que los del plasma y la orina y conclu-
yendo por lo tanto que esta muestra es
muy dtil para estas determinaciones .
La determination de COC y sus

metabolitos en saliva generalmente se
llevan a cabo por los mismos procedi-
mientos disponibles para In orina o el
plasma, sin realizar ningftn paso pre-
vio de tratamiento, salvo los corres-
pondientes ajustes de pH y general-
mente se han usado tecnicas de inmu-
noensayo con posterior confirma-
ci6n por CG/EM previa ejecuci6n de
on procedimiento de EFS,78,78,79 aun-
que tambien se han reportado tecni-
cas de confirmation para drogas de
catheter basico, entre ellas la COC, en
muestras de saliva realizando una
ELL con cloruro de n-butilo en medio
alcalino (1 mL de saliva y 3 mL de
cloruro de n-butilo) utilizando para
las determinations on metodo de
CG/DNF.80
Asi, por ejemplo, en este sentido

Cone y c01.8 analizaron COC y BE
por radioinmunoensayo con posterior
confrrmaci6n por CG/EM, despues de
un procedimiento de EFS. Estos auto-
res detectaron COC en usuarios cr6-
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nicos de 5 a 10 dias despues del ultimo
consumo, sugiriendo que podrfa exis-
tir una acumulaci6n de esta sustancia
en los tejidos. En otro trabajo Cone y
cot .82 determinaron las concentra-
ciones de COC, BE, EME y AEME en
saliva en 6 sujetos despues de la admi-
nistraci6n intravenosa, intranasal y
fumada, utilizando para ello un proce-
dimiento similar al anterior, demos-
trando que existe una buena corre-
laci6n entre las concentrations de
COC en plasma y los efectos fisio-
l6gicos observados, cuando la admi-
nistraci6n es por via intravenosa .
Kato y col . S3 determinaron COC,

BE y EME en muestras de saliva obte-
nidas bajo condiciones controladas de
estimulaci6n. Para las extracciones de
la saliva previo ajuste a pH 4 se utili-
zaron columnas de EFS Clean Screen
DAU, y despues de los respectivos
procedimientos de activation y lavado
realizaron una elution con dicloro-
metano:propanol:amoniaco (40:10:1)
y determination final por CG/EM .
Pelos
El mecanismo mediante el coal una

droga se incorpora al cabello no esta
completamente esclarecido, sin em-
bargo se han propuesto diferentes
modelos para explicar este fen6meno,
uno de los cuales plantea que una dro-
ga puede incorporarse por diferentes
vias, tales como la difusi6n desde el
torrente sangufneo a la base del
foliculo piloso durante la formation
del cabello, difusi6n a traves de dife-
rentes secreciones y por contamina-
tion externa. Existen tres factores que
influyen en la incorporation de una
droga al cabello: afrnidad por la mela-
nina, lipofilidad y basicidad . Drogas
liposolubles y de catheter basico ten-
dran mayor probabilidad de incorpo-
rarse al polo, asi como en cabellos
pigmentados se favorecera este pro-
ceso .75,84.8b La determination de dro-
gas en pelo nos puede brindar infor-
macibn acerca de la historia de con-
sumo anterior en un perfodo de sema-
nas, meses o aflos dependiendo l6gi-
camente de la longitud del cabello .
Teniendo en cuenta que el cabello
crece como promedio a raz6n de
1-1,5 cm por mes, es posible hacer un
calculo aproximado del perfodo que
lleva expuesto on individuo a deter-
minada droga.
Existen metodos recomendados

para el muestreo, preparation y ana-
lisis de muestras de pelos relaciona-
do con el analisis de drogas de abuso.
De manera general se recomienda

tomar las muestras de pelo de la
region occipital, lo mas rente posible
al cuero cabelludo y en una cantidad
aproximada de 200 mg. Estas mues-
tras deben ser guardadas en papel de
alnminio y pueden conservarse a tem-
peratura ambiente en on lugar seco .
Todas las muestras de pelos deben ser
sometidas a an procedimiento de des-
contaminacibn antes de proceder a los
analisis, con el objetivo de remover la
contamination externa. Despues de
este proceso de lavado, se debe secar
y cortar en pequeiios pedacitos para
finalmente someterlos a un procedi-
miento de hidr6lisis con el objetivo de
romper los enlaces de la sustancia de
interes con las proteanas y finalmente
el sobrenadante se somete a un
procedimiento de extraccion.75
Los primeros metodos de investi-

gacibn de COC en muestras de pelo
utilizaron tecnicas de radioinmuno-
ensayo para las determinations, con
In desventaja de que la mayorfa de
estos inmunoensayos presentan reac-
tividad cruzada para los metabolitos y
no es posible por lo tanto distinguir
entre la COC y los mismos8 7 Por
ejemplo, Smith and Liu 88 partieron de
58 mg de cabello que sometieron a un
procedimiento de lavado con solution
acuosa al 0,05 % de dodecil sulfato de
sodio (DSS), (6 veces con 100 mL cada
una), realizando una extraction
despues de pulverizada la muestra con
etanol, reflujando durante 2 h. El fil-
trado se evapor6 a sequedad y se re-
constituyo en 100,uL de un control
negativo de orina donde se realiz6 la
determination final.
De manera general podemos decir

que en la actualidad las determicio-
nes de COC y sus metabolitos en
muestras die.3e9os siguen el esquema
siguiente :

1. Lavado de la muestra con un sol-
vente organico, por ejemplo, meta-
nol, diclorometano, etc., con agitation
o ultrasonido.

2. Secado y trituraci6n del cabello
en porciones lo mas pequefias posible
(entre 1 y 5 mm) con posterior pesado
de la muestra .

3. Procedimiento de hidr6lisis, que
puede ser qufmica (hidr6lisis acida) o
enzimatica (con proteasas o glucuro-
nidasas), con un paso de centrifuga-
tion.

4. Aislamiento de los analitos en el
sobrenadante obtenido mediante an
procedimiento de EFS o ELL tal y
como se describi6 para las muestras
de orina, sangre y tejidos .



5. Determinaci6n mediante una tec-
nica sensible y especifica como la
CG/EM o CLAP/EM .
Por ejemplo, Cone y co1 . 95 aplicaron

un metodo de CG/EM para determi-
nar COC, BE, EME, NORCOC,
COCET y NORCOCET en muestras
de pelo pertenecientes a 10 individuos
sujetos a tratamiento de rehabilita-
ci6n. Estos autores ensayaron dos
procedimientos de lavado : con meta-
not (100 mg de pelo, 1 mL de metanol
colocados a 37 °C durante 15 min,
repitiendose este proceso 3 veces) y
con etanol-buffer fosfato (100 mg de
pelo, 1 mL de etanot y colocados a
37 °C durante 15 min seguido de 3
lavados durante 30 min a 37 °C con
porciones de 1 mL de buffer fosfato de
pH 6). Posteriormente realizaron un
proceso de extracci6n con acido
sulfurico (1 mL 0,05 M) a 37 °C y du-
rance toda la noche . Estos extractos se
neutralizaron, ajustaron a pH 4 y se
extrajeron con columnas de EFS
Clean Screen DAU (130 mg, 1 mL) .
Despues de los respectivos
procedimientos de activaci6n y
lavado, la eluci6n fue realizada con
tres porciones de 1 mL cada una de
cloruro de metileno : 2-propanol (8:2)
conteniendo un 2 % de amoniaco . La
COC fue el principal analito encon-
trado en muestras de pelo, conside-
randose ademas por estos autores el
COCET (detectada en 8 casos) y la
NORCOC como metabolitos marca-
dores del consumo de COC, debido a
que nunca podria llegar al cabello por
contamination extern .
Mas recientemente se ha seguido el

mismo esquema expuesto anterior-
mente pero con la utilization de dos
espectr6metros en serie (EM/EM)
para las detecciones . Asi, Clauwaert y
co1. 96 analizaron COC, BE y COCET
en muestras de polo (200 mg) proce-
dentes de casos de fallecidos, los
cualestenian el antecedente de abuso
de drogas. Para esto realizaron EFS
con columnas HCX IST Isolute
confirm (130 mg de 3 mL), seguida de
dos metodos de determinaci6n
(CLAP con detecci6n fluorescente y
CLAP acoplada con EM/EM) . Estos
autores descontaminaron las mues-
tras mediante un lavado con 5 mL de
diclorometano (2 min), 5 mL de agua
(2 min) y otros 5 mL de diclorometano
(2 min), aplicando ultrasonido todo el
tiempo. Posteriormente realizaron
una digestion acida (2 mL de HCI
0,1 M a 56 °C durante 15 h) . Estos

autores no obtuvieron buenos resulta-
dos con las columns BEC y trabaja-
ron con las mencionadas anterior-
mente, con la particularidad de que el
paso de activaciOn to iniciaron con el
solvente de eluci6n (2 mL de dicloro-
metano: 2-propanol :amoniaco 25 %,
78:20:2), seguido de los que tradicio-
nalmente se usan en este tipo de
extracciones (3 mL de metanol y 3 mL
de buffer fosfato) . Estos autores plan-
tean que ell paso de lavado fue muy
importante para no obtener interfe-
rencias en las determinations (3 nil,
x3mLdeHCL0,1M,3mLx3mLde
metanol y 3 mL x 3 mL de acetoni-
trilo) . Otro trabajo que ejemplifica la
importancia que esta ganando este
acoplamiento to constituye el trabajo
de Baurland y col . 97quienes utilizaron
hidr6lisis acida y EFS seguida de
CG/EM/EM. para analizar COC,
COCET, BE, EME y NORCOC en 30
muestras de pelo .
Unas
Antique se conoce que las unas ban

sido objeto de analisis de metales
pesados, la determinaci6n de drogas
de abuso en estas muestras es relati-
vamente reciente 98 En la literatura
especializada existen pocos reportes
de determinaci6n de COC y'sus meta-
bolitos en muestras de unas, sin em-
bargo estos analisis son muy fitiles
cuando se pretende demostrar la
manipulaci6n reciente de esta droga,
aunque esta demostrado que efectiva-
mente las drogas se incorporan al
interior de esta matriz. En este sentido
Tiess y col.99 evaluaron la determina-
ci6n de COC en muestras de unas pro-
cedentes de dos fallecidos de sobre-
dosis, utilizando para ello una tecnica
de inmunoensayo enzimatico con pos-
terior confirmation por un procedi-
miento de CG/EM. Estos autores
sometieron las unas de pies y manos a
un procedimiento de lavado con meta-
not (2 min ; 20 °C) y despues de tri-
turadas se extrajo con metanol y ultra-
sonido (5h; 55 °C) . De esta forma,
detectaron COC en las solutions de
lavado de las unas de las mans de-
mostrando la manipulation reciente
de esta sustancia . Mediante reflujo
con metanol Ropero-Miller y col . D1
aislaron COC, EME, COCET,
NORCOC, NORBE, BE, yAEME de
muestras de unas utilizando una tecni-
ca de CG/EM para las determinacio-
nes, demostrando que bubo metabo-
lismo e incorporation de estos anali-
tos a la matriz de las unas .
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Sudor
El sudor es una secresi6n normal en

todos los humans y su funciOn esta
relacionada con el control de la tem-
peratura corporal, protecci6n inmu-
nol6gica e hidratacibn de la piel, entre
otras.
La determinaci6n de drogas en

muestras de sudor es relativamente
reciente y de manera general se ha
Ilevado a cabo por metodos de inmu-
noensayo (MIE) y por CG/EM . Las
muestras de sudor se toman con
almoadillas adhesivas adsorbentes
(AAA) especialmente disenadas para
este fin, en las cuales se acumula el
sudor. El agua contenida en el sudor
se volatiliza por el calor corporal y
pasa atrav8s de la capa adhesiva de
poliuretano que cubre dicha almoa-
dilla. Estas AAA pueden ser coloca-
das en una regi6n determinada del
cuerpo durante varios dias (entre 3 y
10 dias), y transcurrido este tiempo se
realiza un proceso de eluci6n, gene-
ralmente con un buffer disuelto en
metanol. El eluato resultante se some-
te a las tecnicas analiticas menciona-
das anteriormente. El paso critico en
estas determinaciones es el procedi-
miento de muestreo que se use .
Aunque se ban reportado muy

pocos estudios relacionados con la
determinaci6n de COC y sus metabo-
litos en muestras de sudor, el progreso
en las tecnicas de muestreo y deteci6n
posibilitaran el incremento de las
investigaciones en este campo . Exis-
ten dispositivos especialmente disena-
dos y comercializados para la toma de
muestras de sudor, asi como metodos
recomendados para el muestreo y
posterior eluci6n, con el objetivo de
determinar drogas de abuso que se
excretan por esta via

.
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Wtsadik y coL 101 aplicaron dos pro-
cedimientos de muestreo de sudor : el
primero fue de forma rapida e inter-
mitente, realizando una limpieza de la
piel a intervalos de 5 a 30 min y con la
almoadilla caliente, de manera de
estimular la production de sudor (se
mantuvo caliente con un dispositivo
especialmente disenado para esto), y
la segunda fue de forma continua,
dejando la AAA fija en la piel, expe-
rimentandose con diferentes inter-
valos entre 1 y 7 dias . De esta forma
despues de un procedimiento de elu-
ci6n se detect6 COC, BE y EME por
CG/EM despues de varios dias de la
administration subcutanea de dife-
rentes dosis del alcaloide demos-
trandose de esta manera la utilidad de
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este fluido para el diagn6stico del
consumo de COC, ubicandose incluso
entre la orina y el pelo en cuanto a
utilidad diagn6stica en este tipo de
estudio, debido a su tiempo de detec-
ci6n despues del Ultimo consumo .
Spiehler y col. 102 validaron un meto-

do inmunoanalstico para la determi-
naci6n de COC en muestras de sudor .
Para esto, las muestras se tomaron con
AAA especialmente disenadas
(sudormed), las cuales se colocaron
sobre la piel durante 7 dfas . La COC
se eluy6 con una mezcla de buffer
acetato 0,2 M de pH 5 y metanol (1 :3) .
Estes autores encontraron que la
COC es el analito que predomina en
muestras de sudor y que la eliminaci6n
por el sudor puede estar entre el 1 y el
2 % de las dosis excretadas por otras
vfas come la orina, el pelo etc .

Burns y Baselt 103en on experimento
con 18 voluntarios determinaron COC
en muestras de sudor por radioinmu-
noensayo (RIE) entre 60 min y 8 dfas
despues de la administraci6n de dife-
rentes dosis de clorhidrato de COC
por via intranasal. Las muestras de
sudor se tomaron con AAA
(sudormed), las cuales se eluyeron
con 2,5 mL de una mezcla de buffer
acetato 0,2 M de pH 5 con Trit6n
X-1000,1 % . Posteriormente 25µL de
este eluato se someti6 al procedidi-
miento de RIE, realizando las confir-
maciones por CG/EM . Estos autores
demostraron que dosis tan bajas como
50 mg, pueden ser detectadas en el
sudor hasta despu€s de 7 dsas de su
consumo, constatando ademas que
pueden encontrarse a las pocas horas
del consumo y que estas concen-
traciones van aumentando hasta 48 h
posterior al dosage, disminuyendo
despues paulatinamente .
Meconio
El consumo de COC durante el

embarazo se ha convertido en un pro-
blema de salud en los iltimos anos en
varies passes, fundamentalmente en
los EEUU, donde cada ano nacen mas
de 100 000 nifios que durante el
embarazo de sus madres han estado
expuesto a la COC. Las complicacio-
nes neonatales asociadas al use de
COC durante el embarazo son muy
variadas a incluyen por ejemplo, retar-
do en el crecimiento, malformaciones
congenitas y muerte slibita entre otras
complicaciones.10 La terminologia
"crack babies" que se refiere funda-
mentalmente a los nifios que durante
el embarazo de sus madres estuvieron
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expuestos a la COC, ya se ha gene-
ralizado y muchas veces se vincula a
los ninos que han estado expuestos a
trav8s de sus madres a cualquier droga
de abuso .105

Ostrea y col
.106, 107 fueron los pri-

meros en demostrar la utilidad del me-
conio para el diagn6stico de la expo-
sici6n gestacional a drogas de abuso,
destacando ademas que esta muestra
es superior a la orina para estos fines,
debido a que generalmente los niveles
de drogas son mas altos y brindan mAs
informaci6n acerca de una historia
anterior de consumo.
Las muestras de meconio requieren

de on pretratamiento antes de ser
sometidas a los metodos de extracci6n
y analisis . Generalmente estas mues-
tras son homogeneizadas con metanol
y/o soluciones buffers, se centrifugan
y en el sobrenadante resultante se
aplican metodos inmunoanalsticos y/o
se someten a extracciones (ELL, EFS)
para ser 1a0 la)~ dos los extractos por
CG/EM .

En el meconio se han identificado
muchos metabolitos de la COC, entre
los cuales predomina la meta hidroxi-
benzoilecgonina (m-OHBE), pero no
se ha podido demostrar que sea un
metabolito exclusivo del metabolismo
fetal. Lewis y co1. 110 determinaron
COC, BE y m-OHBE en 366 muestras
de meconio, utilizando para ello un
metodo de inmunoensayo de polari-
zaci6n fluorescente para el rastreo ini-
tial y un proce dimiento por CG/EM
para las confirmaciones. Estos auto-
res partieron de 0,5-1 g de meconio, y
aislaron los analitos mediente EFS
(columnas de tipo mixto) y demos-
traron la prevalencia del metabolito
mecionado en dichas muestras .
Oyler y col. 111 detectaron COC,

EME, BE, AEME, EEE, COCET,
NORCOC, NORCOCET, NORBE,
m-OHBE, para hidroxibenzoilecgoni-
na (p-OHB), meta hidroxicocafna
(m-OH COC) y para hidroxicocafna
(p-OHCOC) en muestras de meconio
procedentes de neonatos hospitaliza-
dos en cuidados intensivos, emplean-
do para ello un metodo por CG/EM .
Al meconio (0,1 - 0,7 g) se le anadieron
2 mL de metanol y se centrifuge, mez-
clandose el sobrenadante con 3 mL de
buffer acetato de sodio 2 M de pH 4 .
Despues de centrifugar, el sobrena-
dante se someti6 a una EFS con
columnas Clean Screen (de tipo
mixto). Estes autores demostraron
que los metabolites m y p-OHBE no
son propios del metabolismo fetal
debido a que fueron detectados en
orinas procedentes de sujetos adultos,
incluyendo las madres de los nifios .

Recientemente El Sohly y col . 112
determinaron NORCOC, BE,
NORBE, EME, COCET, p-OHCOC,
m-OHCOC, p-OHBE y m-OHBE en
muestras de meconio procedentes de
neonatos por CG/EM . Para esto par-
tieron de 1 g de meconio y le adicio-
naron 6 mL de metanol, se homoge-
neiz6 perfectamente la mezcla y el
sobrenadante se evapor6 hasta 0,5 mL
seguido de la adici6n de 3 mL de on
buffer fosfato 0,1 M de pH 6 . Esta
mezcla se someti6 a una EFS con
columnas Clean Screen(r) (acondi-
cionamiento: con 2x 3 mL de metanol,
2 x 3 mL de agua desionizada, y 1 x
3 mL de buffer fosfato de pH 6,
lavado: con 1 mL de agua desionizada,
1 mL de HC10,1 N y 3 mL de metanol,
eluci6n: 3 mL de cloruro de metileno:
isopropanol:amoniaco (78 :20:2) .
Estos autores sugirieron que el
diag6stico del consumo de COC debe
monitoriarse directamente a traves de
la determinaci6n de BE y sus meta y
para hidroxiderivados .
Analisis de cocaina y sus metabolitos
por cromatograffa gas-liquido
Uno de los factores mas importan-

tes que influye en la eficiencia de on
metodo cromatografico es la columna
cromatografica y por supuesto la fase
estacionaria presente en ella. Colum-
ns capilares con fases estacionarias
del tipo SE-30, OV-1, SE-54, OV-17,
OV-225, etc. han sido utilizadas para
el analisis de gran cantidad de drogas
de abuso, ya sea de caracter acido,
basico o neutro . 113 E)iste una gran
diferencia entre las columns empa-
quetadas o de relleno, las capilares y
semicapilares, refiriendose no s6lo a
sus dimensiones sino tambien a la efi-
ciencia que se obtiene con estas dos
Ultimas. Los detectores mas utilizados
en cromatografia gas-liquido de dro-
gas de abuso son : el de ionizaci6n de
llama, el de llama alcalina y la espec-
trometrsa de masas. La mayorIa de los
metodos reportados en los Ultimos
afios para el analisis de COC y su
metabolites involucran la utilizaciOn
de columnas capilares de tipo HP-1
(100 % dimetilpolisiloxano), HP-5
(metilpolisi- loxano con 5 % de fenilo)
con la EM, utilizando ionizaci6n por
impacto electr6nico (IE) y monitoreo
selectivo de iones (MSI) como meto-
do de detecci6n .

La derivatizaci6n de los analitos
antes de ser cromatografiados es otro
aspecto importante en el analisis de
drogas de abuso y sus metabolitos, y
constituye en muchos casos un proce-
dimiento esencial para obtener una
separaci6n 6ptima . Aunque estos pro-
cedimientos incrementan el costo y el



tiempo cequerido para realizar un
analisis, tienen varies beneficios, entre
lox cuales se pueden char: el mejora-
miento de la especifrcidad, sensibili-
dad, precision, linealidad y la estabili-
dad Idrmica de dichos analitos . Algu-
nos de lox agentes derivatizantes mas
utilizados pan analizar lox metaboli-
tes de Ia COC son: N-meth-N,(trime-
tilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA),
N-meth-N-(t-butildimetilsilil) In -
fluoroacetamida (MTBSTFA), N,O,
bis(trimetilsilil)acetamida (BSA),
N,O,bis(trimetflsilil)trifluoroacetami-
da (BSTFA), anhidrido pentafluoro-
propiOnjco (APFP), pentafluoropro-
panol (PIP), anhidrido heptafluoro-
propiOnjco (AHFP), anhidrido penta-
fluoropropi6nico (APFP), dimetil-
formamida-dihidr0-propilacetal
(DMFIDPA), iodobutano (TB), dia-
zometano (DZ), etc . 114 El objetivo de
estas derivatizaciones es el de prepa-
rar lox trimetilsililderivados o lox
pentafluoropropioderivados de lox
analitos correspondientes . Estas reac-
ciones se llevan a cabo generalmente
a temperatures entre lox 50 y lox 80 °C
Centre 15 y30 min) 115

En la TuNa 1 aparecen resunlidos
algunos de lox metodos informados
para el anzlisis de COC y sus meta-
bolitos per CG en diferentes muestras
biolbgicas .

Come puede apreciarse la mayorfa
de lox metodos de analisis simultaneo
de COC y sus metabolites per CG,
utilizan columns capilares de cuarzo
(meth silicone o fend meth silicone),
con He come gas portador, emplean-
do un programs de temperature que
generalmente comienza per debajo de
lox 100 °C y que llega haste alrededor
de lox 280 °C en la mayorfa de lox
reportes. Las reacciones de derivati-
zaciOn mas empleadas son la prepa-
raci6n de lox fluoropropio derivados y
lox trimetilsilil derivados, empleando
la espectrometria de mesas en cua1-
quiets de sus variances come metodo
de detection.

CONCLUSIONES
La mayorfa de lox metodos que se

hen informado en lox liltimos 10 silos
para la determinaciOn de COC y sus
principales metabolites en fluidos bie-
lOgicosinvolucran procedimientos de
EFS seguido de una remits de cro-
matografia capilar con faxes de tipo
HP-1 y HP-5, utilizando la EM come
metodo de detection en el mode MST
y con IE come mode de ionizaciOn . El
presence trabajo considers sodas has
matrices posibles donde la COC y sus
metabolites pueden ser investigados y
constituye una recopilaciOn de dates

template de una importancia crucial
para todos lox qufmicos que trabajan
en esta temAtica en el mundo .
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