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RESUMEN

| verapamilo es un derivado sintético de la
Epapaverina que se emplea a nivel terapéutico

como antihipertensivo, antiarritmico y an-
tianginoso. El presente estudio describe un método
analitico para la determinacién de verapamilo en las
matrices bioldgicas sangre y orina, que consiste en
una extraccién liquido-liquido de las muestras, para
luego ser analizadas por cromatografia liquida con
ionizacién electro-spray y espectrometria de masas
tindem (LC-ESI-MS/MS), empleando el fluraze-
pam como estandar interno. El método desarrolla-
do fue aplicado a la intoxicacidon aguda fatal de una
joven de 17 anos de edad quien consumi6 170 ta-
bletas de verapamilo; la concentracién de este medi-
camento encontrada en sangre fue de 18.261mg/L
y de 0.369mg/L en la orina. De igual forma, este es-
tudio expone la utilidad de emplear LC-ESI-MS/
MS en el andlisis de verapamilo en muestras biolégi-
cas para su aplicacién en toxicologia forense.
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INTRODUCCION

Gran cantidad de muertes inespecificas que
ingresan al Instituto Nacional de Medicina Le-
gal y Ciencias Forenses (INMLCF) de Bogot4,
D.C. carecen de informacién que asocie a estas
personas con una causa aparente de muerte.
Mediante el analisis toxicoldgico se busca iden-
tificar las sustancias de consumo habituales apo-
yando la determinacién de la causa de la muerte.
En experiencia del laboratorio de toxicologia
del INMLCE, algunas muertes suicidas estan
asociadas al consumo de sustancias plaguicidas
y diversos firmacos.

El verapamilo es un farmaco que actta in-
hibiendo los canales lentos de calcio, que son
dependientes del voltaje de las células cardiacas
y las del musculo liso, reduciendo la concentra-
cién intracelular de iones. Este medicamento
esta clasificado como un bloqueador de calcio
con actividad sobre el sistema vascular, miocar-
dio y tejido de conduccién; tiene efectos clini-
camente utiles al relajar los vasos sanguineos,
haciendo que el corazén no tenga que bombear
con tanta fuerza; también aumenta el flujo san-
guineo y la oxigenacién del corazén, y disminu-
ye la actividad eléctrica de este para controlar la
frecuencia cardfaca (1,2,3,4).

La administracién del verapamilo se realiza
mediante via oral y su dosis terapéutica se deter-
mina de acuerdo a la farmacocinética, accién y
caracteristicas clinicas del paciente. Al sobrepa-
sar la dosis terapéutica, las consecuencias pue-
den ser fatales y por lo tanto el andlisis para su
determinacién en matrices bioldgicas es muy
importante en toxicologia forense para estable-
cer la causa de muerte.

Se desarrollé un método répido y sencillo
para cuantificar verapamilo en sangre y orina
mediante LC-ESI-MS/MS. La metodologia
analitica propuesta se obtuvo a partir de la re-
visién de articulos de anlisis de estas sustancias
(5,6,7,8) y se aplico a un caso de intoxicacion
fatal presuntamente por este firmaco.

Presentacién del caso

Una joven de 17 afos y 53kg de peso cor-
poral fue llevada a urgencia hospitalaria por pre-
sentar intoxicacién al consumir una mezcla de
firmacos como metformina, gemfibrozilo y vera-
pamilo, los cuales produjeron un cuadro clinico
de emesis, convulsiones ténico-clonicas, abun-
dantes secreciones de la via aérea y finalmente
paro cardio-respiratorio.

La paciente, al examen médico legal, pre-
sentaba signos de trauma contundente menor
en extremidades inferiores con diferentes esta-
dios de evolucién, signos inespecificos tanto
internos como externos de hipoxia marcada,
de edema pulmonar y cerebral y lesiones pul-
monares sugestivas de hemorragia pulmonar.
En concepto del médico forense, los hallazgos
fueron inespecificos y no permitian determi-
nar la causa de muerte; por lo tanto, fue ne-
cesario el andlisis toxicolégico teniendo en
cuenta que con el caddver se encontraron 17
blisteres de verapamilo por 120mg que corres-
ponden a 170 tabletas (20.4g), 3 blisteres de
metformina de 850mg que corresponden a 30
tabletas (25.5g) y 4 blisteres de gemfibrozilo de
600mg que corresponden a 40 tabletas (24g).
La busqueda se orient6 hacia el verapamilo ya
que la literatura reporta dosis letal, cntrario a
las otras sustancias ingeridas (Tabla 1).

Con el nimero de tabletas que consumié la
occisa, el volumen de distribucidn de cada sus-
tancia, la concentracion en plasma y el peso de
la fallecida se calcularon los valores tedricos de
las concentraciones que cada una de las sustan-
cias hubiesen alcanzado en sangre si se absor-
bian en su totalidad.

Se desconoce si, aparte de la emesis, se rea-
lizaron procesos de desintoxicacién en urgen-
cias para eliminar la absorcién de los principios
activos en contenido géstrico (Tabla 2). Estos
célculos permiten establecer el valor aproxima-
do de la concentracién en sangre de cada firma-
co si hubiese existido absorcidn total de estos.
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Concentracién
terapeu’rlco (pg/

Sustancia en
sangre

Concentrocion téxica (pg/ | Concentracién letal

Tabla 1. Concentracion plasmatica terapéutica, téxica y letal de los farmacos en estudio.

Fuente: (9,10).

Volumen de dis-
tribucién

(L/kg)3,9

Sustancia en
sangre

Dosis tomada (g)

Concentracién
mdéxima en sangre

(mg/L)

Tabla 2. Volumen de distribucion, dosis tomada de cada fdrmaco y concentracion méxima en sangre por la occisa.

Fuente: (

Como la dosis consumida de verapamilo fue tan
alta y su dosis letal es baja, es probable que no
permitiera la absorcién total de las sustancias
por causar fallo orgdnico répidamente.

De donde Cp (mg/L)= A(mg/Kg)

Vd(L/Kg)
Cp (mg/L): Concentracién en plasma.
A (mg/L): Dosis tomada sobre peso.

Vd (L/Kg): Volumen de distribucién para cada
principio activo.

METODOLOGIA - Procedimiento

Los niveles de la curva de calibracién se pre-
pararon por triplicado tomando dos mililitros de
sangre blanco en tubos de ensayo y se le adicio-
né respectivamente verapamilo para obtener la
concentracionesde 5, 10, 15,20y 25ug/mLy flu-
razepam de 0.1pg/mL (sangre enriquecida). Para
la orina se realiz6 la misma preparacién con con-
centraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 y 1.5ug/mL
de verapamilo y de 0.1pg/mL de flurazepam (en-
riquecida). A las muestras de sangre y orina del
cadéver se adicion el flurazepam como estdndar
interno a una concentracién de 0.1pg/mL.
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Los niveles de sangre y orina enriquecidos,
junto con las respectivas muestras del cadaver, se
sometieron aun procedimiento de extraccién li-
quido-liquido para recuperar el verapamilo me-
diante la adicién de 4.0mL de buffer de fostatos
pH 6.0y 6mL del solvente de extraccion (diclo-
rometano/isopropanol/hidréxido de amonio
80/20/2). Luego se sometieron a sonicacién
por 30 minutos, centrifugacién aproximada-
mente a 2000rpm y posterior transferencia de
la capa superior orgénica a tubos de ensayo de
6mL limpios y secos, evaporacién a 60°C con
agitacion hasta volumen aproximado de 0.5mL
y aplicacién de vacio méximo hasta sequedad;
finalmente, se reconstituyeron los extractos
evaporados con 50uL de solucion ACN/H20
(50:50 v/v) con 0.1% de 4cido férmico.

Cada solucion de los analitos verapamilo
y flurazepam se prepard a Img/mL en metanol,
ambos reactivos son estdndares. Los reactivos
son grado analitico a excepcion del metanol y el
acetonitrilo (ACN) que fueron grado HPLC. La
orina blanco fue obtenida de voluntarios y la san-
gre blanco se obtuvo de la dilucién 50:50 de glo-
bulos rojos concentrados con agua desionizada.

Condiciones de la cromatografia
liquida con espectrometria de masas
en tdndem

Se emple6 un cromatdgrafo liquido con es-
pectrometria de masas (LC-MS) marca Thermo

Transicidén

(m/z) | FC 1

Compuesto

455.1-303.2
455.1-165.1

Verapamilo

388.1-315.1
LI NEXIVAL

Fluazepam

(SD)

Tabla 3. Datos de LCGESI-MS/MS

isolation

Electron Corporation, Modelo Thermo Sur-
veyor-LCQ Advantage Max. Las condiciones
fueron: Columna HPLC Hypersil Gold PEP de
(50mm X 2.1mm, Sum); temperatura de la co-
lumna de 40°C. Se utiliz6 un gradiente de Ace-
tonitrilo con 0.1% de é4cido férmico y solucién
de formiato de amonio de 10mM con 0.1% de
acido férmico a flujo constante de 200uL/min.
La programacién fue la siguiente: 0-0.5 min 5%
de ACN, 0.5-5.5 aumenta de 5-95%, 5.5-8.5 min
permanece a 95% de ACN, 8.6-13 min decrece
de 95-5%. Previamente los solventes de la fase
movil fueron filtrados al vacio utilizando una
membrana hidrofilica en difluoruro de polivini-
lideno (PVDF) de tamafio de poro de 0.22um.
Volumen de inyeccién 10pL.

La espectrometria de masas fue llevada a
cabo por el analizador de trampa de iones en
tindem mediante barrido de los iones producto
(product ion scan), equipado con una fuente de
ionizacién electro-spray (ESI) modo positivo.
Las condiciones fueron optimizadas para el vera-
pamilo mediante su infusion al espectrometro de
masas. Las condiciones de los principales parame-
tros fueron: Voltaje del capilar 9.00V, voltaje de
la fuente 5.00kV, temperatura del capilar 160°C,
voltaje de las lentes 5V, flujo del gas de ionizacién
55 unidades, flujo del gas auxiliar 15 unidades.
En la Tabla 3 se muestran los valores de los iones
(m/z), el tiempo de retencion (TR), la energia de
colisién (EC) y el isolation width optimizados
para la identificacién de cada compuesto.

Polaridad TR (min)

width

positiva

positiva

Fuente: Elaboracidn propia.
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Los coeficientes de correlacion parala cur-
va de calibracién fueron de 0.9947 y 0.9960
en sangre y orina respectivamente, con coefi-
ciente de variacién en cada nivel menor al 5%.

La concentracién de verapamilo encontrada
en sangre de la occisa fue de 18,26mg/L y en
orina de 0.37mg/L.

El Cromatograma y la curva de calibra-
cién del verapamilo en sangre se presentan en

la Figura 1.

Fig 1. Cromatograma y curva de calibracion del verapamilo en sangre (LC-MS) Fuente: Elaboracion propia.

Fig 2. Cromatograma del verapamilo y el flurazepam, y el espectro de masas del Verapamilo. Fuente: Elaboracidn propia.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se establecié un método nuevo para la
determinacién de verapamilo en sangre y
orina mediante LC-ESI-MS/MS. El método
presenta resultados de linealidad que cum-
plen los criterios de aceptacién de acuerdo a
las guias bioanaliticas (11).

LC-ESI-MS/MS es una técnica sensible
para la deteccién de verapamilo en muestras
bioldgicas; el método presenta alta selectivi-
dad y permite la determinacién inequivoca
del firmaco, condicién fundamental en los
laboratorios de toxicologia forense.

De acuerdo a informacién encontrada en
las referencias bibliograficas, la concentracién
letal del verapamilo es de 1pg/mL y en los re-
sultados obtenidos se encontré verapamilo en
un concentracién de 18.26mg/L (18.26pg/
mL) después de haber consumido 170 table-
tas de verapamilo de 120mg para una dosis de
20.4g que posiblemente fue modificado por la
emesis proferida por la occisa, quien en teoria
hubiese alcanzado una concentracion plasma-
tica de 64.15mg/L si se hubiese absorbido en
su totalidad el fArmaco.

Se puede considerar que la dosis letal de
verapamilo causé un fallo orgénico rdpida-
mente, indicando que tuvo una intoxicacién
aguda que condujo a su fallecimiento.

Finalmente, en el contexto forense es una
buena prictica determinar la presencia de una
sustancia en diferentes matrices o, si solo se
cuenta con una muestra, realizar los analisis
con diferentes técnicas o ensayos repetidos
en dias diferentes (12). Con la salvedad que,
de acuerdo a las variables que intervienen en
la toxicocinética, un compuesto no necesaria-
mente estd presente en todas las matrices, en el
presente caso la concentracién de verapamilo
en sangre y en orina definitivamente eviden-

cian la causa de muerte por intoxicacién con
este farmaco.
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