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RESUMEN

El verapamilo es un derivado sintético de la 
papaverina que se emplea a nivel terapéutico 
como antihipertensivo, antiarrítmico y an-

tianginoso. El presente estudio describe un método 
analítico para la determinación de verapamilo en las 
matrices biológicas sangre y orina, que consiste en 
una extracción líquido-líquido de las muestras, para 
luego ser analizadas por cromatografía líquida con 
ionización electro-spray y espectrometría de masas 
tándem (LC-ESI-MS/MS), empleando el fluraze-
pam como estándar interno. El método desarrolla-
do fue aplicado a la intoxicación aguda fatal de una 
joven de 17 años de edad quien consumió 170 ta-
bletas de verapamilo; la concentración 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 análisis de verapamilo en muestras biológi-
cas para su aplicación en toxicología forense.
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INTRODUCCIÓN

Gran cantidad de muertes inespecíficas que 
ingresan al Instituto Nacional de Medicina Le-
gal y Ciencias Forenses (INMLCF) de Bogotá, 
D.C. carecen de información que asocie a estas 
personas con una causa aparente de muerte. 
Mediante el análisis toxicológico se busca iden-
tificar las sustancias de consumo habituales apo-
yando la determinación de la causa de la muerte. 
En experiencia del laboratorio de toxicología 
del INMLCF, algunas muertes suicidas están 
asociadas al consumo de sustancias plaguicidas 
y diversos fármacos. 

El verapamilo es un fármaco que actúa in-
hibiendo los canales lentos de calcio, que son 
dependientes del voltaje de las células cardíacas 
y las del músculo liso, reduciendo la concentra-
ción intracelular de iones. Este medicamento 
está clasificado como un bloqueador de calcio 
con actividad sobre el sistema vascular, miocar-
dio y tejido de conducción; tiene efectos clíni-
camente útiles al relajar los vasos sanguíneos, 
haciendo que el corazón no tenga que bombear 
con tanta fuerza; también aumenta el flujo san-
guíneo y la oxigenación del corazón, y disminu-
ye la actividad eléctrica de este para controlar la 
frecuencia cardíaca (1,2,3,4). 

La administración del verapamilo se realiza 
mediante vía oral y su dosis terapéutica se deter-
mina de acuerdo a la farmacocinética, acción y 
características clínicas del paciente. Al sobrepa-
sar la dosis terapéutica, las consecuencias pue-
den ser fatales y por lo tanto el análisis para su 
determinación en matrices biológicas es muy 
importante en toxicología forense para estable-
cer la causa de muerte. 

Se desarrolló un método rápido y sencillo 
para cuantificar verapamilo en sangre y orina 
mediante LC-ESI-MS/MS. La metodología 
analítica propuesta se obtuvo a partir de la re-
visión de artículos de análisis de estas sustancias 
(5,6,7,8) y se aplicó a un caso de intoxicación 
fatal presuntamente por este fármaco.

Presentación del caso

Una joven de 17 años y 53kg de peso cor-
poral fue llevada a urgencia hospitalaria por pre-
sentar intoxicación al consumir una mezcla de 
fármacos como metformina, gemfibrozilo y vera-
pamilo, los cuales produjeron un cuadro clínico 
de emesis, convulsiones tónico-clónicas, abun-
dantes secreciones de la vía 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 evolución, signos inespecíficos 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 inespecíficos y no permitían determi-
nar la causa de muerte; por lo tanto, fue ne-
cesario el análisis toxicológico teniendo en 
cuenta que con el cadáver se encontraron 17 
blísteres de verapamilo por 120mg que corres-
ponden a 170 tabletas (20.4g), 3 blísteres de 
metformina de 850mg que corresponden a 30 
tabletas (25.5g) y 4 blísteres de gemfibrozilo de 
600mg que corresponden a 40 tabletas (24g). 
La búsqueda se orientó hacia el verapamilo ya 
que la literatura reporta dosis letal, cntrario a 
las otras sustancias ingeridas (Tabla 1).

Con el número de tabletas que consumió la 
occisa, el volumen de distribución de cada sus-
tancia, la concentración en plasma y el peso de 
la fallecida se calcularon los valores teóricos de 
las concentraciones que cada una de las sustan-
cias hubiesen alcanzado en sangre si se absor-
bían en su totalidad. 

Se desconoce si, aparte de la emesis, se rea-
lizaron procesos de desintoxicación en urgen-
cias para eliminar la absorción de los principios 
activos en contenido gástrico (Tabla 2). Estos 
cálculos permiten establecer el valor aproxima-
do de la concentración en sangre de cada fárma-
co si hubiese existido absorción total de estos. 
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Tabla 2. Volumen de distribución, dosis tomada de cada fármaco y concentración máxima en sangre por la occisa. Fuente: (3).

Sustancia en 
sangre

Volumen de dis-
tribución 
(L/kg)3,9

Dosis tomada (g)
Concentración 

máxima en sangre 
(mg/L)

Verapamilo 2-6 20.4 64.15

Gemfibrozilo No reporta 24.0 ---

Metformina 1-4 25.5 120.28

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

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

Cp (mg/L): Concentración en plasma.

A (mg/L): Dosis tomada sobre peso.

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

METODOLOGÍA - Procedimiento

Los niveles de la curva de calibración se pre-
pararon por triplicado tomando dos mililitros de 
sangre blanco en tubos de ensayo y se le adicio-
nó respectivamente verapamilo para obtener la 
concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 25µg/mL y flu-
razepam de 0.1µg/mL (sangre enriquecida). Para 
la orina se realizó la misma preparación con con-
centraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 y 1.5µg/mL 
de verapamilo y de 0.1µg/mL de flurazepam (en-
riquecida). A las muestras de sangre y orina del 
cadáver se adicionó el flurazepam como estándar 
interno a una concentración de 0.1µg/mL. 

Sustancia en 
sangre

Concentración 
terapéutica (μg/

mL)

Concentración tóxica (μg/
mL)

Concentración letal 
(μg/mL)

Verapamilo 0.08-0.3 0.36 1

Gemfibrozilo No reporta No reporta No reporta

Metformina 1-4 45-70 No reporta

Tabla 1. Concentración plasmática terapéutica, tóxica y letal de los fármacos en estudio. Fuente: (9,10).
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Fuente: (3).

Fuente: (9,10).

Los niveles de sangre y orina enriquecidos, 
junto con las respectivas muestras del cadáver, se 
sometieron a un procedimiento de extracción lí-
quido-líquido para recuperar el verapamilo me-
diante la adición de 4.0mL de buffer de fosfatos 
pH 6.0 y 6mL del solvente de extracción (diclo-
rometano/isopropanol/hidróxido de amonio 
80/20/2). Luego se sometieron a sonicación 
por 30 minutos, centrifugación aproximada-
mente a 2000rpm y posterior transferencia de 
la capa superior orgánica a tubos de ensayo de 
6mL limpios y secos, evaporación a 60°C con 
agitación hasta volumen aproximado de 0.5mL 
y aplicación de vacío máximo hasta sequedad; 
finalmente, se reconstituyeron los extractos 
evaporados con 50µL de solución ACN/H20 
(50:50 v/v) con 0.1% de ácido fórmico.

Cada solución de los analitos verapamilo 
y flurazepam se preparó a 1mg/mL en metanol, 
ambos reactivos son estándares. Los reactivos 
son grado analítico a excepción 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 dilución 50:50 de gló-
bulos rojos concentrados con agua desionizada.

Condiciones de la cromatografía 
líquida con espectrometría de masas 
en tándem 

Se empleó un cromatógrafo líquido con es-
pectrometría de masas (LC-MS) marca Thermo 

Electron Corporation, Modelo Thermo Sur-
veyor-LCQ Advantage Max. Las condiciones 
fueron: Columna HPLC Hypersil Gold PFP de 
(50mm X 2.1mm, 5µm); temperatura de la co-
lumna de 40°C. Se utilizó un gradiente de Ace-
tonitrilo con 0.1% de ácido fórmico y solución 
de formiato de amonio de 10mM con 0.1% de 
ácido fórmico a flujo constante de 200µL/min. 
La programación 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 
móvil fueron filtrados al vacío utilizando una 
membrana hidrofílica en difluoruro de polivini-
lideno (PVDF) de tamaño de poro de 0.22μm. 
Volumen de inyección 10µL.

La espectrometría de masas fue llevada a 
cabo por el analizador de trampa de iones en 
tándem mediante barrido de los iones producto 
(product ion scan), equipado con una fuente de 
ionización electro-spray (ESI) modo positivo. 
Las condiciones fueron optimizadas para el vera-
pamilo mediante su infusión al espectrómetro de 
masas. Las condiciones de los principales paráme-
tros fueron: Voltaje del capilar 9.00V, voltaje de 
la fuente 5.00kV, temperatura del capilar 160ºC, 
voltaje de las lentes 5V, flujo del gas de ionización 
55 unidades, flujo del gas auxiliar 15 unidades. 
En la Tabla 3 se muestran los valores de los iones 
(m/z), el tiempo de retención (TR), la energía de 
colisión (EC) y el isolation width optimizados 
para la identificación de cada compuesto.

Tabla 3. Datos de LC-ESI-MS/MS Fuente: Elaboración propia.

Compuesto Transición 
(m/z) EC (%) isolation 

width Polaridad TR (min)

Verapamilo 455.1→303.2
455.1→165.1 35 1 positiva 6.23

Fluazepam 
(SI)

388.1→315.1
388.1→317.1 35 1 positiva 5.52
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RESULTADOS

Los coeficientes de correlación para la cur-
va de calibración fueron de 0.9947 y 0.9960 
en sangre y orina respectivamente, con coefi-
ciente de variación en cada nivel menor al 5%. 

La concentración 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-
ción del verapamilo en sangre se presentan en 
la Figura 1.

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

Fig 2. Cromatograma del verapamilo y el flurazepam, y el espectro de masas del Verapamilo. Fuente: Elaboración propia.
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Fuente: Elaboración propia.

Fuente: Elaboración propia.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Se estableció un método nuevo para la 
determinación de verapamilo en sangre y 
orina mediante LC-ESI-MS/MS. El método 
presenta resultados de linealidad que cum-
plen los criterios de aceptación de acuerdo a 
las guías bioanalíticas (11). 

LC-ESI-MS/MS es una técnica sensible 
para la detección de verapamilo en muestras 
biológicas; el método presenta alta selectivi-
dad y permite la determinación inequívoca 
del fármaco, condición fundamental en los 
laboratorios de toxicología forense.

De acuerdo a información encontrada en 
las referencias bibliográficas, la concentración 
letal del verapamilo es de 1μg/mL y en los re-
sultados obtenidos se encontró verapamilo en 
un concentración de 18.26mg/L (18.26μg/
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 teoría 
hubiese alcanzado una concentración plasmá-
tica de 64.15mg/L si se hubiese absorbido en 
su totalidad el fármaco. 

Se puede considerar que la dosis letal de 
verapamilo causó un fallo orgánico rápida-
mente, indicando que tuvo una intoxicación 
aguda que condujo a su fallecimiento. 

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

cian la causa de muerte por intoxicación con 
este fármaco.
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