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Validacién de una metodologia analitica
para la determinacién de cocaina

y sus metabolitos en muestras de saliva
por cromatografia gaseosa
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Validation of an analytic methodology for the assay of cocaine
and their metabolites in human saliva by gas chromatography

Resumen

Se presentan en este articulo los resultados obtenidos durante el desarrollo y validacién
de una metodologfa analitica para la determinacién de cocaina y sus metabolitos, ben-
zoilecgonina y cocaetileno, en saliva por cromatografia en fase gaseosa. El método con-
siste en una purificacién previa por extraccién en fase sélida y determinacién por
cromatograffa en fase gaseosa con detector selectivo para nitrégeno y fésforo (NPD),
empleando lidocaina como estandar interno. El método es preciso, exacto y reproduci-
ble. El método validado se utiliz6 para la determinacién de cocaina en muestras de saliva
y para establecer su relacién de concentraciones en sangre y saliva.
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Summary

A gas liquid chromatography methodology was developed and validated for the quantita-
tive assay of cocaine in human saliva previous a purification step by solid phase extrac-
tion. A capillary column combined with a selective nitrogen phosphorous detector were
used. The method showed a good accuracy, reliability and reproducibility. The validated
method was applied for the assay of cocaine in saliva with the aim to establish the rela-
tionship between the blood and saliva drug concentrations.
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Introduccion

La cocafna clorhidrato es usada tépicamente
para producir anestesia local en membranas
mucosas (1,2), asi como en oftalmologfa, aun-
que es generalmente reemplazada por otras sus-
tancias efectos El
alcaloide tiene propiedades simpaticomiméti-
cas y es un fuerte estimulante del sistema ner-

con menores téxicos.

vioso central, por lo cual se utiliza de manera
ilegal en la busqueda de efectos fisiol6gicos y
psicotrépicos como sensacién de alerta, bienes-
tar y euforia (3). Uno de los principales meta-
bolitos es la benzoilecgonina y cuando se ingiere
junto con alcohol se encuentra ademds cocaeti-
leno como metabolito. Estas sustancias se de-
terminan de manera rutinaria en el Instituto de
Medicina Legal por cromatografia gaseosa, por
lo cual se hace necesario validar el método
empleado.

La cocaina, al igual que sus metabolitos, ha
podido ser determinada en variadas matrices
como orina, sangre, higado, cerebro y cabello,
empleando diferentes técnicas instrumentales
(4-8). El empleo de saliva como matriz ha co-
brado bastante importancia para la determina-
cién de farmacos y de sustancias cuyo uso estd
prohibido y penalizado. Esta matriz permite
ademds establecer la relacién de concentracio-
nes matriz y sangre (5/P), con la cual una vez co-
nocida la concentracién en saliva puede
conocerse la concentracién en sangre con una
buena aproximacién (4, 6, 7, 9).

Parte experimental
Equipos

Cromatégrafo NPD/FID 6890 Hewlett Pac-
kard con automuestreador, evaporador Rapid-
vap Labconco, cartuchos LichroLut TSC® y
Narc-2®, Columna capilar HP-1 30m x 0.25
mm ID (100% metildisiloxano)
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Reactivos

Estdndares secundarios de cocafna clorhidrato
(COC), benzoilecgonina (BE), cocaetileno
(COCET), lidocaina clorhidrato. Como reacti-
vos RA se emplearon anhidrido heptafluorobu-
tirico, hexafluoroisopropanol, acetato de etilo,
acido acético, 4cido citrico, diclorometano, di-
metilformamida, amonifaco, isopropanol, me-
tanol, sulfato de sodio anhidro.

Extraccién en fase sélida

Antes de proceder a la estandarizacién y valida-
cién del sistema de separacién cromatografico,
con el propésito de purificar la muestra, fue ne-
cesario estandarizar el proceso previo de ex-
traccién en fase s6lida para lo cual se realizaron
algunas variaciones a los procesos indicados en
la literatura (10,11). La muestra o el blanco de
saliva, adicionada del estédndar interno, se ajusté
a pH 4 con 4cido acético y luego de proceso de
mezcla y centrifugacién, se dejé en contacto 5
minutos con el cartucho de extraccién previa-
mente activado. El cartucho se lavé con 2 mL de
4cido acético 0.01N 'y 100 mL de metanol, lue-
go de lo cual se procedié a la elucién de la sus-
tancias con 6 mL de una mezcla de diclorometano-
isopropanol 85:15, adicionada de hidréxido de
amonio al 2%.

Derivatizacion

El eluato se evaporé6 a 60°C y la derivatizacién
de la benzoilecgonina se realizé con 50 L de
hexafluoroisopropanol y 50 UL de anhidrido
heptafluorobutirico, modificando ligeramente
uno de los procedimientos indicados en la
literatura (10). El residuo se reconstituy6 en
100 pL de acetato de etilo para proceder luego a
la determinacién por cromatograffa gaseosa
empleando un detector NPD y las temperaturas
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indicadas en la Tabla 1. Como gas de arrastre se
utiliz6 helio con un flujo de 1 ml/min.

Tabla 1. Programa de temperatura del sistema.

-

Nivel 1 | 30°C/min 230 °C | min
‘Nivel 2 | 2°C/min 235°C 2.5min
| Nivel3 | 30°C/min | 290°C 6 min

Estudios de estabilidad

El objetivo del estudio fue el de observar el
comportamiento de las soluciones de trabajo y
de la matriz durante cierto periodo de tiempo
de acuerdo a su almacenamiento. Las solucio-
nes estandar almacenadas a —20°C, de acuerdo
a los cromatogramas obtenidos, no indican ma-
yor inestabilidad de las sustancias. A nivel de la
tercera semana el descenso en la concentracién
fue de 3.7% para benzoilecgonina, 8.11 % para
cocaina y 6.43% para cocaetileno. La concen-
tracién del estindar interno establecida por
HPLC (12) se mantuvo en el 100% durante el
mismo periodo y bajo las mismas condiciones.
Por el método estandarizado de cromatografia
gaseosa no se observaron sefales adicionales
para la lidocaina. Respecto de la matriz blanco
de saliva, ésta se conserva estable durante un
minimo de 6 meses almacenada a —20°C.

La matriz fortalecida con los analitos de in-
terés almacenada a —20°C durante tres meses
no presenté signos de descomposicién, al con-
trario de las muestras almacenadas a la misma
temperatura y sometidas cada quince dfas a ci-
clos de congelamiento y descongelamiento,
tiempo de custodia de las muestras forenses. En
este caso la descomposicién alcanzé 12.39%
para la benzoilecgonina, 10.94% para la cocaina
y 10.68% para el cocaetileno.

En cuanto a la estabilidad de los analitos en
el automuestreador, un descenso significativo se
alcanzé con la benzoilecgonina al cabo de seis
horas y cuarenta minutos (79.60% remanente)
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y descomposiciones de 54.90, 5.62 y 6.54% al
cabo de quince horas para la benzoilecgonina,
cocaina y cocaetileno respectivamente.

Estos estudios se realizaron teniendo en
cuenta las recomendaciones de la FDA para la
validacién de métodos bioanaliticos.

Resultados y discusion

En la Figura I se presenta el cromatograma ob-
tenido bajo las condiciones y programa de tem-
peratura estandarizados. En el cromatograma se
puede observar la resolucién adecuada del sis-
tema cromatogréfico e ilustra la selectividad del
mismo, selectividad previamente demostrada
frente al acetato de etilo, a la matriz de la mues-
traya sustancias como cafeina, nicotina, aceta-
minofen, ibuprofeno y écido acetilsalicilico,
sustancias que en un momento dado han podi-
do ser ingeridas y que se pueden encontrar en la
saliva (13). El valor de resolucién mds bajo ob-
tenido fue de 3.67 para la pareja cocaina y una
interferencia de la matriz, valor que indica una
resolucién superior a 100%.

=

SALIVA FORTALECIDA

Figura 1. Cromatograma obtenido con una muestra de saliva
adicionada de los analitos y del esténdar interno.

Los tiempos de retencién obtenidos fue-
ron 7.80, 8.42, 10.50 y 11.29 minutos para el
estandar interno, benzoilecgonina, cocaina vy
cocaetileno respectivamente.

Linealidad. La linealidad tanto del sistema
como del método se evalué a 6 niveles de concen-

tracién comprendidos entre 0.50 y 15.00 pg/mL
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para cada uno de los tres analitos. Cada concen-
tracién se preparé por triplicado y se inyecté por
duplicado. El estdndar interno se utilizé a una
concentracién equivalente a 1.0 pig/mL. En la Ta-
bla 2 se presentan las ecuaciones obtenidas para
las diferentes rectas luego del ajuste por minimos
cuadrados y en la Figura 2, la representacion gréfi-
ca para los tres analitos en la matriz de saliva.

Tabla 2. Ecuaciones para las rectas de regresion del sistema y del método.

de cero. El andlisis de varianza de la regresién
indica una regresién significativa y un desvio no
significativo de la linealidad para las tres sustan-
cias en el sistema y en el método.

Precisién y exactitud. La precisién del
sistema y del método se evalu6 al nivel de repe-
tibilidad y de precisién intermedia para cada
uno de los tres analitos, utilizando concentra-
ciones equivalentes a
2, 5y 10 ug/mL. Para
la precisién interme-
dia se estudié el efecto

del dia y del analista.

Los coeficientes de va-

Sustancia ‘ Sistema T: Método

- BE ‘ Y =0.193 x + 0.0388, R?:0.997 1 y =0.173x + 0.0189, R?:0.996
cocC } Y = 0.405 x + 0.0386, R?:0.996 ‘ y = 0.345 x + 0.0530, R?:0.998
COCET ‘Y= 0.481x + 0.0108, R?:0.999 J y =0.173 x + 0.0183, R?:0.999

riacién  encontrados

Relacién de reas

o 2,5 5 7.5 10 12,5 15 17,5
C (ugyml)
i \

Figura 2. Curvas de calibracién para el método: I. Belzoilec-

gonina, 2. Cocaina, 3. Cocaetileno.

En todos los casos, los valores de t de Stu-
dent para los interceptos indicaron valores no
signficativamente diferentes de cero y para las
pendientes valores significativamente diferentes

no fueron en ningin
caso superiores a 9.96%, valor no mayor al
aceptado generalmente para metodologias
bioanaliticas (14).

Los resultados de la exactitud se indican en la
Tabla 3, al igual que los valores de los porcentajes
de recuperacién, criterio que generalmente se
toma como estimador de exactitud.

Los valores encontrados para las sustancias
se encuentran dentro de las especificaciones es-
tablecidas para la exactitud de metodologfas
bioanaliticas (14).

Limites de Deteccion y de Cuantifica-
cién. La concentracién minima cuantificable
para los analitos se establecié como el primer
punto de la curva de calibracién, nivel de con-
centracién que cumple con los criterios de
exactitud y precisién y al cual no se encontré in-
terferencia por parte de los componentes

Tabla 3. Resultados del estudio de exactitud y de recuperacién de los analitos en estudio.

‘ . 2pg/mL 5 pg /mL 10 pg /mL
Analito ; . i . . 1
L” o | % Exactitud % Recuper. | % Exactitud % Recuper. % Exactitud % Recuper.
| BE T 9068 |  89.08 | 8552 80.16 88.00 87.80
[ CoC 98.64 89.96 ‘{ 89.33 82.03 94.57 84.14
! I
“ COCET 96.60 87.67 9431 85.76 90.71 88.00
68 Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 32, No. 1 (2003)
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enddgenos de la saliva, segtin las recomendacio-
nes de las normas borrador de la FDA (12).

Los limites de deteccién determinados
mediante observacién visual de los cromatogra-
mas se establecieron como 0.2, 0.3 y 0.35
pg/mL para la benzoilecgonina, cocaina y co-
caetileno respectivamente.

Solidez. Las variables consideradas para el
estudio de solidez del método se indican en la
Tabla 4. El andlisis de los resultados se realizé
segin el método de Youden y sefalado por
Quattrochi (15). Se realizaron 8 experimentos
que combinaron los factores de la tabla. Para to-
das las variables estudiadas se calculé el produc-
to de la desviacién estdndar del estudio de

Tabla 4. Pardmetros estudiados en la solidez del método.

JR—

| Variable

repetibilidad a 10 pg/mL por la rafz cuadrada
de 2, valor que se comparé con la diferencia ob-
servada entre los dos niveles de la variable
estudiada.

Como factores encontrados no criticos se
sefialan:

Benzoilecgonina: 1, 3,4, 6y 7.

Cocaina: 6.

Cocacetileno: 6y 7.

Los demads factores son senialados como
criticos y deben controlarse muy bien durante
la determinacién.

Aplicaciones. Con el fin de comprobar
experimentalmente la utilidad y confiabilidad
de la metodologia validada, se recolectaron

5. Caracteristicas de la derivatizacién

6. Tiempo transcurrido hasta la reconstitucién

% Factor estandarizado Z Factor alternativo
L. pH del solvente de extraccién | 4.00 . 370 :
2. Cartucho de extraccién ‘ Lichrolut TSC® Merck 1 Narc-2® T Baker
3. Tiempo transcurrido hasta la derivatizacién | . Inmediata . . 24horas -
4. Tiempo transcurrido en la derivatizacién 30 minutos 10 minutos

_ Con agitacién

Sin agitacion

Inmediata 24 horas

g oS

7. Tiempo transcurrido hasta la inyeccién

Inmediata 6 horas

Tabla 5. Resultados de la relacién S/P para cocafna y benzoilecgonina.
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Analito w Caso Sangre ig/mL ‘ Saliva ug/mL Relacién S/P exp
| 1 0.40 108 2.69
2 0.56 1.08 | 1.91
BE 3 _ 0.21 0.61 . 2.89
4 0.60 1.62 | 2.71
5 333 931 ¢ 280
{
1 B 175 1.90 09
2 1.14 1.35 1.18
CoC — T e - -
3 | 141 171 ‘ 121
4 } 1.86 2.25 | 1.21 )
s L am 634 | BRI
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Tabla 6. Resultados de la determinacién de COC y BE en sangre a partir de la relacién S/P

| Caso 1 Concentraciones en |lg /mL B o
CcocC COC tedrica 1 COC experimental | BE | BEteérica |BE experimental
o en saliva en sangre en sangre en saliva en sangre i en sangre |
f 6 L 0704 0.587 .0.607 ‘ 0706 | 0.272 | 0210
7. | 1000 0833 0695 | 063 | 0245 | 0202

muestras de sangre y saliva a cinco voluntarios
hombres declarados consumidores habituales
de cocaina (bazuco). En la Tabla 5 se presentan
los resultados de concentracién obtenidos con
una determinacién para benzoilecgonina y co-
caina en sangre y saliva, al igual que los valores
respectivos de la relacién saliva/sangre, S/P.

En todos los casos la toma de la muestra se
realiz6 4 horas después del dltimo consumo, a
excepcién del caso 3, donde la toma se hizo 4.5
horas después. Para la determinacién en sangre
se siguié la metodologfa indicada en la biblio-
grafia (11). El caso 5 fue el tnico en el cual se
encontré cocaetileno.

El valor medio de la relacién S/P obtenido
experimentalmente con los cinco casos, se em-
pleé para calcular la concentracién aproximada
en sangre en dos casos adicionales. Estas con-
centraciones tedricas se compararon con los re-
sultados obtenidos en el andlisis de sangre

(Tabla 6).

Conclusiones

Se desarrollé y valido un método de andlisis
preciso, exacto, y reproducible para la determi-
nacién cuantitativa de cocaina, benzoilecgonina
y cocaetileno en muestras de saliva por croma-
tografia gaseosa. El método permite la determi-
nacién selectiva de los analitos, sin ninguna
interferencia entre sf ni con los componentes
enddgenos de la matriz. La determinacién de
cocafna en saliva por el método validado permi-
te junto con el valor de la relacién S/F, el célculo
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aproximado de su concentracién en sangre, con
lo cual la saliva puede constituirse en una matriz
alternativa no invasiva para tal propésito.
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