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PLANTEAMIENTO EL PROBLEMA

El gran aumento en el consumo de drogas de abuso, se ha convertido en un
gran problema para la sociedad, ya que en muchos de los delitos que se
cometen estan involucradas las drogas de abuso. Por estas razones los
investigadores forenses necesitan contar con técnicas para determinar drogas
de abuso.

En este trabajo bibliografico se investigaron algunas técnicas para determinar
cocaina en cabello.



INTRODUCCION

En nuestros dias el consumo de drogas de abuso se ha incrementado
considerablemente, por lo que también aumenta la necesidad de contar con
medios para tratar de resolver este problema, desde como prevenir la
drogadiccion, como detectarla y tratarla.

Este gran aumento en el consumo de drogas de abuso, se ha convertido en un
gran problema para la sociedad, ya que en muchos de los delitos que se
cometen estan involucradas las drogas de abuso. Por estas razones los
investigadores forenses necesitan contar con técnicas para determinar drogas
de abuso.

Para las determinaciones de drogas de abuso, el cabello tiene una gran
importancia como evidencia, ya que presenta una gran resistencia a la
destruccion y ademas tiene la gran ventaja de que muchos téxicos se eliminan
por el cabello, por lo que pueden ser determinados en él, cuando ya han
desaparecido de otros puntos del organismo.

En este trabajo se trataran las técnicas para determinar cocaina en cabello, el
analisis del cabello es un marcador extremadamente sensible del consumo de
cocaina en las ultimas semanas o meses.



1. MARCO TEORICO

1. 1 DROGAS DE ABUSO

Una droga se define como "toda sustancia terapéutica o no, que introducida al
organismo por cualquier via, es capaz de actuar sobre el Sistema Nervioso

Central y modificar la conducta del individuo”

Las drogas de abuso se pueden definir como sustancias quimicas, de origen ya

sea natural o sintético, con efectos sobre el Sistema Nervioso Central, que

pueden ser consumidas con fines no terapéuticos (1)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la drogodependencia como
un “Estado psiquico y algunas veces fisico, resultante de la interaccion entre un
organismo Vvivo y un producto psicoactivo y que se caracteriza por
modiificaciones de la conducta y por otras reacciones que incluyen siempre un
deseo invencible de consumir la droga, continua o periddicamente, a fin de
experimentar nuevamente sus efectos psiquicos y evitar a veces el malestar de

su privacion."

1.1.1 Cocaina
Las primeras referencias sobre el uso de las hojas de coca masticadas con fines
estimulantes se remontan a 2000 afios a.C., fue usada por primera vez con
fines terapéuticos en 1596 y fue sintetizada por primera vez en 1858 por Albert
Newmann (1)
La cocaina es un alcaloide que se obtiene de las hojas de coca, procedentes del

arbol, Erythroxylon coca, que se cultiva principalmente en Per( y Bolivia (5)

Este compuesto es una 2-metil-3-bencilecgonina, que presenta un grupo amino
hidrofilico, conectado por un grupo intermediario a un residuo aromatico
lipofilico.

Férmula quimica : C17H21NO4

Peso molecular: 303.35 g/mol



3-benzoiloxi-8-metil-8-azabiciclo

[3.2.1]octano-2-carboxiato de metilo

Basicamente hay dos formas quimicas de la cocaina: la sal de clorhidrato y los
cristales de cocaina. El clorhidrato es soluble en agua, alcohol y cloroformo, e
insoluble en éter. Los cristales de cocaina resultan de calentar el clorhidrato de
cocaina con amoniaco, bicarbonato de sodio y agua, para asi eliminar el
clorhidrato(6)

1.1.2 Mecanismo de accion

En el proceso normal de comunicacion, las neuronas liberan dopamina dentro
de la sinapsis, donde se une a los receptores de dopamina en las neuronas
adyacentes. Normalmente las proteinas transportadoras de dopamina la
reciclan a la neurona transmisora. Cuando se consume cocaina esta se adhiere
a la proteina transportadora de dopamina bloqueando asi la reabsorciéon de
dopamina, resultando en una acumulacion de dopamina en la sinapsis,
causando una estimulacién continua de las neuronas receptoras, lo que

contribuye al efecto placentero de la cocaina (8)



1.1.3 Vias de administracion

La cocaina puede administrase por via intranasal (inhalando el polvo), pulmonar

(fumada) o por via intravenosa. Por via oral es hidrolizada rapidamente en el

estomago, inactivandose, por lo que es menos tdxica por esta via. Por via

intranasal se aspiran /ineas que contienen entre 15y 25 mg de cocaina pura (1)
1.1.4 Farmacocinética

La cocaina se absorbe rapidamente por cualquier via y tiene una vida media de

aproximadamente 1 hora. El tiempo de comienzo de accidn se correlaciona con

la via de administracion (7)

Via administracion Inicio Max. Duracion
accion efecto accion

Inhalacién (fumada) 3-10 1-3 5- 15 min
seg min

Intravenosa 10 - 60 3-5 20 - 60 min
seg min

Intranasal u otra 3 -5min 15-20 60 - 90 min
mucosa min

Tabla 1 . farmacocinética de la cocaina en relacion a la via de administracion

1.2 EL CABELLO

1.2.1 Historia del analisis del cabello

El primer caso de determinacién de venenos en el cabello humano fue
publicado en Caspers Praktisches Handbuch der Gerichtlichen Medizine (Guia
Practica de Medicina Legal) por Hope en 1885. El encontrd arsénico en el
cabello de un cuerpo exhumado después de 11 anos. Casi cien afos después,
en 1954 Goldblum determino anfetaminas en el pelo de un cerdo de Guinea.
Baumgartner publico como extrajo opiaceos con metanol por calentamiento de
2 horas, después evaporo y reconstruyo en una solucidon amortiguadora y
después examino con un radioinmunoensayo. En Alemania este método fue

introducido por Arnold en 1980. Klug en 1980 impuso las condiciones del



analisis toxicoldgico del cabello, porque el confirmo los resultados
radioinmunoldgicos por un método cromatografico (10)

La primera determinacién de cocaina en cabello humano fue hecha por Valente
en 1980. el uso radioinmunoeansayos para metabolitos de opiaceos y cocaina.
El comparo procedimientos de extraccidon para optimizar el método y disminuir
el limite de deteccion, comparé medios basicos y acidos con agua, metanol y
amortiguadores. En 1987 Balabanova y Homoki identificaron cocaina por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas. Cocaina,
benzoilecgonina y ecgonina fueron identificadas por Kidwell en 1988 por
pirolisis y MS/MS. En 1991 cocaina y los metabolitos benzoilecgonina,
metilecgonina y norcocaina fueron cuantificadas por Cone. Kintz publico un

método para distinguir entre cocaina fumada y otros administraciones(10)

1.2.2 Estructura vy fisiologia del cabello

El cabello esta compuesto de estructuras cilindricas de células compactadas que
crecen en pequefos drganos, llamados foliculos. En el hombre el diametro del
tallo del cabello tiene un rango de 15 a 20 pm dependiendo el tipo de cabello y
la region del cuerpo donde se localiza el foliculo. El cabello contiene proteinas
sulfuradas llamadas queratina. La queratina forma largas fibras, unidas por
enlaces disulfuro con otras proteinas, lo que da como resultado una estructura

fuerte y altamente estable(10)

El cabello esta compuesto de una raiz incluida en la piel y estructuras cilindricas
que forman el tallo.

La raiz del cabello esta incluida en el foliculo piloso. Este representa un tubo
gue se extiende desde la superficie cutanea hasta la dermis y termina en un
abultamiento llamado bulbo piloso. El bulbo se invagina desde abajo en el tejido
conjuntivo laxo de la papila dérmica con vasos y nervios formando una
depresién ovalada. Las células adyacentes a la papila forman la matriz del pelo.
Ahi se encuentran los melanocitos, que ceden la melanina a la células basales,

para dar el color al pelo(2)



ESTRUCTURA DEL TALLO DEL CABELLO

El tallo del cabello es la parte que sobresale de la piel y consiste de tres capas:
cuticula, corteza y medula

La cuticula es una capa delgada, totalmente queratinizada, anucleada y
transparente, esta formada por células que al principio son cubicas, después se
van aplanando, pierden el nlcleo, se queratinizan y se hacen transparentes. La
cuticula consta de 5-10 estratos de células que se superponen, cada célula de
la cuticula mide aproximadamente 0.5 a 1.0 pm de grueso y aproximadamente
45um de largo. La cuticula representa la capa protectora del cabello contra la
desecacion y la penetracion de sustancias extrafias, también da soporte al tallo
del cabello en el foliculo y protege las fibras interiores. Algunas veces la
cuticula puede danarse y destruirse por agentes quimicos, calor, luz o dafios
mecanicos.

La corteza es la parte mas gruesa del cabello y esta compuesta por células
queratinizadas, las cuales forman largas fibras de aproximadamente 100um de
largo. Estas fibras se mantienen juntas por una sustancia quimica especial
parecida al cemento. Entre las células de la corteza se encuentran pequeios
espacios de aire, en la raiz estos espacios estan llenos con fluidos, pero al
crecer el cabello se seca y es reemplazado por aire. Los granulos de pigmento
también se encuentran en las células de la corteza, la cantidad, distribucion y
alineacion de los pigmentos dan al cabello el color. La melanina (del griego
melas, que significa negro) es el principal pigmento del cabello, de la piel y los
ojos. La melanina es sintetizada en organelos llamados melanosomas
localizados dentro del bulbo del cabello en pequefios cuerpos llamados
melanocitos. La melanina se forma a partir del aminoacido tirosina por accion
de la enzima tirosinasa. La corteza es la capa mas gruesa del cabello y es la
que le da la elasticidad, la resistencia a la rotura, la forma y el color. Esta
constituida por células muertas.

La médula forma el corddn celular interno del pelo, pero su presencia no es

constante, esta constituida por una columna de células que se empaquetan(2)
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Figura 1. Capas del tallo del cabello

FOLICULO DEL CABELLO

Los foliculos del cabello estan fijados en el epitelio epidermal de la piel,
aproximadamente 3-4 mm debajo de la superficie de la piel. El foliculo del
cabello se puede dividir en tres zonas a lo largo del eje del tallo del cabello. La
zona mas profunda, en y alrededor del bulbo, es el sitio de la sintesis de
células. La siguiente seccion localizada encima del bulbo, es el sitio de
queratinizacién. La zona final, es la regién del cabello permanente, aqui el tallo
del cabello consiste de células deshidratadas. Las células crecen en la matriz, la
cual se encuentra en la base del foliculo. Como las células se dividen,

incrementan en volumen y tamafio.



GLANDULAS SECRETORAS.

Glandulas que se asocian con el foliculo del cabello.

Glandula sebacea

Esta glandula esta presente en toda la superficie de del cuerpo, excepto en las
palmas y dorso del pie. Estan localizadas debajo de la superficie de la piel y sus
ductos salen directamente dentro del tinel del foliculo. Como resultado, por la
constante formacién de cabello, este sale bafado en grasa antes de salir de la
piel. La secrecion de esta glandula, es una sustancia cerosa llamada sebo. La
composicién del sebo varia dependiendo del area, aproximadamente un tercio
se compone de acidos grasos libres, otro tercio de acidos grasos combinados y

el otro tercio de colesterol y ceras(11)

Glandula sudoripara

Esta glandula es un tubo que consiste de un segmento enrollado localizado en
la dermis y de un ducto recto que abre sobre la epidermis. Agua, sales como
sodio y potasio son los principales componentes del sudor, también contiene

urea, aminoacidos, lactato y piru bato(11)

1.2.3 Composicidon quimica

Del 65 al 95% del cabello son proteinas, del 15 al 35% agua, del 1 al 9%
lipidos y el contenido mineral es del 0.25 al 0.95 %, también se pueden
encontrar metales pesados en el cabello. EI material lipidico consiste de acidos

grasos libres; mono, di y triglicéridos; ceras, hidrocarburos y alcoholes(9)



1.2.4 Suministro de sangre al foliculo

Los foliculos estan rodeados de dos densas redes capilares. Abajo del bulbo se
encuentra rodeado por un plexo vascular compuesto por largos vasos paralelos
conectados por desviaciones cruzadas. La segunda red de vasos se localiza a
nivel de la glandula sebacea la cual se extiende a la superficie de la piel. Como
resultado el bulbo y la glandula sebacea se encuentran muy vascularizadas.
Estas dos redes estan conectadas por un sistema sencillo de vasos que

desciende a lo largo de los lados del foliculo(9)

1.2.5 Velocidad de crecimiento

En las mujeres el cabello crece con mas rapidez, pero el vello corporal lo hace
despacio. En el hombre sucede lo contrario. La formacion del cabello es un
proceso mitético muy activo. La tasa de crecimiento es de 0,35 mm/dia

Normalmente, el cabello crece a una velocidad de 1 cm/mes.

1.2.6 Cambio de cabello

El cabello no crece continuamente, sino que alterna entre periodos e
crecimiento y quietud.

Fase de anagen

La fase de anagen esta acompafada por un incremento en la actividad
metabdlica de la matriz localizada al fondo del foliculo, justo sobre la papila. El
fondo del foliculo es empujado mas abajo, dentro de la dermis por la continua
division celular. El cabello nuevo comienza con células nuevas que se extienden
y forman delgados filamentos que empujan en direccidén ascendente dentro del
canal folicular. Ahi, las células se diferencian en cuticula, corteza y medula y el
proceso de queratinizacion es iniciado. Se considera que las drogas y elementos
traza son incorporados en el cabello en este momento de intensa actividad

metabdlica.



Fase de catagen

Después del periodo de crecimiento activo, el foliculo entra en esta corta fase
de transicion. Durante esta fase la division celular se detiene y la base del tallo
del cabello llega a estar totalmente queratinizada y se seca. El bulbo empieza a

degenerarse y el foliculo se vuelve mas pequeio.

Fase de telogen

Siguiendo el estado de transicion, el foliculo entra en un periodo de receso en
el cual el tallo detiene completamente el crecimiento y es retenido en la porcion
superior del canal folicular donde puede ser removido facilmente. El tiempo que
dure el periodo de receso depende de la zona del cuerpo y la edad del
individuo. Para el cuero cabelludo este periodo es corto, dura cerca de 10

Sémanas.

1.2.7 Mecanismos de incorporacion de la droga en el cabello.

Transferencia por difusion pasiva

En este modelo la droga se mueve por difusion pasiva del torrente sanguineo
dentro de las células en crecimiento en la base del foliculo y después en el
interior del tallo del cabello durante la subsecuente queratogenesis. En este
modelo, la incorporacion depende de la concentracion de droga en la sangre, es
decir, depende de la cantidad de droga administrada. Como se asume que la
velocidad de crecimiento del cabello es constante, la posicién de la droga a lo
largo del tallo del cabello se puede correlacionar con el tiempo que la droga

estuvo presente en el torrente sanguineo(12)



1.3 CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia como un método fisico de separacién en el cual los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales
constituye la fase estacionaria, de gran area superficial, y la otra es un fluido

(fase movil) que pasa a través o a lo largo de la fase estacionaria.

En la cromatografia ocurren dos fendmenos muy importantes y que son
practicamente los rectores del proceso de separacion: la adsorcion y la
absorcion.

La adsorcidn es la retencion de una especie quimica en los sitios activos de la
superficie de un sélido, quedando delimitado el fendmeno a la superficie que
separa las fases o] superficie interfacial.
Esta retencidn superficial puede ser fisica o quimica. La adsorcion depende de
la naturaleza de la sustancia adsorbida, de la temperatura, de la naturaleza y
estado de subdivision del adsorbente, y de la concentracidn.
La absorcién es la retencidn de una especie quimica por parte de una masa y
depende de la tendencia que tiene ésta a formar mezcla o reaccionar

guimicamente con la misma.

El proceso cromatografico, aparentemente simple en practica, es en realidad
una compleja union de fendmenos tales como hidrodindmica, cinética,

termodinamica, quimica de superficie y difusion.

Teoria de los Platos, una columna cromatografica esta constituida por una serie
de platos que contiene una fase estacionaria. Supone que el volumen de fase
estacionaria en cada plato es constante; que el volumen de fase mdvil es
constante de plato a plato; que en cada plato las dos fases estan en equilibrio,
y que el valor del Coeficiente de Distribucidn es constante e independiente de la

concentracion del soluto.

La principal desventaja de la Teoria de los Platos Tedricos es la falta de



conexion entre la eficiencia de la columna cromatografica, el tamano de la
particula, la difusion, la velocidad de flujo y la temperatura. La otra desventaja
es que utiliza un modelo basado en muchas suposiciones.
La Ecuacion que rige esta teoria es:

N = 16(tr/w)?
La Teoria Cinética considera el proceso cromatografico en funcidon de los
factores cinéticos que intervienen en él.
Siendo estos factores:

« Las multiples trayectorias (diferentes rutas) que toma un soluto durante
su movimiento (migracion) a través del empaque de la columna,
provocando variaciones en la velocidad del flujo.

« La Difusidn Axial o Longitudinal del soluto en la fase mdvil.

» La cinética de la resistencia a la transferencia de masa entre las fases
movil y estacionaria.

La Ecuacion de Van Deemter,
HETP 6 H = A + B/u + Cu
donde u= L(cm)/ traire(s€9)

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la que la muestra
se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La
elucion se produce por el flujo de una fase movil de gas inerte. A diferencia de
los otros tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las
moléculas del analito; su Unica funcidn es la de transportar el analito a través
de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la
cromatografia gas-solido (GSC) y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo
esta Ultima la que se utiliza mas ampliamente, y que se puede llamar

simplemente cromatografia de gases (GC).

La GC se lleva a cabo en un cromatdgrafo de gases. Este consta de diversos
componentes como el gas portador, el sistema de inyeccion de muestra, la
columna

(generalmente dentro de un horno), y el detector.
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Gas portador
El gas portador debe ser un gas inerte, para prevenir su reaccién con el
analito o la columna. Generalmente se emplean gases como el helio, argon,

nitrégeno

Sistema de inyeccion de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe inyectar una
cantidad adecuada, y debe introducirse de tal forma (como un "tapon de
vapor") que sea rapida para evitar el ensanchamiento de las bandas de salida;
este efecto se da con cantidades elevadas de analito. El método mas utilizado
emplea una microjeringa (de capacidades de varios microlitros) para introducir
el analito en una camara de vaporizacion instantanea. Esta camara esta a 50°C
por encima del punto de ebullicién del componente menos volatil, y esta sellada

por una junta de goma de silicona septa o septum.



Columnas y sistemas de control de temperatura

Las columnas de relleno consisten en unos tubos de vidrio, metal (inerte a ser
posible como el acero inoxidable, cobre o aluminio) o teflén, de longitud de 2 a
3 metros y un didmetro interno de unos pocos milimetros, tipicamente de 2 a 4.
El interior se rellena con un material sélido, finamente dividido para tener una
maxima superficie de interaccidn y recubierto con una capa de espesores entre
50 nm y 1 pm. Para que puedan introducirse en el horno, se enrollan
convenientemente.

El material de relleno ideal consiste en pequefas particulas, esféricas y
uniformes, con una buena resistencia mecanica, para tener una maxima
superficie donde interaccionar la fase estacionaria y el analito. La superficie
especifica minima ha de ser de 1 m2/g. Como todos los componentes de
columnas para GC, debe ser inerte a altas temperaturas (~400°C) vy
humectarse uniformemente con la fase liquida estacionaria durante el proceso
de fabricacion. El material preferido actualmente (2005) es la tierra de
diatomeas natural, debido a su tamafo de poro natural. Estas especies, ya
extinguidas, utilizaban un sistema de difusién molecular para tomar nutrientes
del medio y expulsar sus residuos. Por tanto, debido a que el sistema de
adsorciéon superficial del analito y la fase estacionaria es parecido, son
materiales especialmente Utiles.

El tamafio es critico a la hora de darse el proceso de interaccion del analito, y a
menores tamanos la eficacia de la columna es mejor. Pero existe el problema
de la presién necesaria para hacer circular un caudal estable de gas portador
por la columna, ya que dicha presion es inversamente proporcional al cuadrado
del didmetro de dichas particulas. Asi, el tamafio minimo para usar presiones

maximas de 50 psi es de 250 a 149 um.

e Columnas capilares
Las columnas capilares son de dos tipos basicos: las de pared recubierta
(WCQOT) y las de soporte recubierto (SCOT). Las WCOT son simplemente tubos

capilares donde la pared interna se ha recubierto con una finisima capa de fase



estacionaria. Las

columnas SCOT tienen en su parte interna una fina capa de material
adsorbente como el empleado en las columnas de relleno (tierra de diatomeas)
donde se ha adherido la fase estacionaria. Las ventajas de las SCOT frente a las
WCOT es la mayor capacidad de carga de esta ultima, ya que en su fabricacion
se emplean mayores cantidades de fase estacionaria, al ser la superficie de
intercambio mayor. Por orden de eficacia, en primer lugar estan las WCOT,
luego las SCOT vy por ultimo las columnas de relleno.

Las columnas WCOT se fabrican a partir de silice fundida, conocidas como
columnas tubulares abiertas de silice fundida o FSOT. Estas columnas se
fabrican a partir de silice especialmente pura, sin apenas contenido de éxidos
metdlicos. Debido a la fragilidad inherente a este material, en el mismo proceso
de obtencidn del tubo se recubre con una capa de poliimida, de esta forma la
columna puede enrollarse con un didmetro de unos pocos centimetros. Estas
columnas, con propiedades como baja reactividad, resistencia fisica y
flexibilidad, han sustituido a las WCOT clasicas.

Las columnas FSOT tienen diametros internos variables, entre 250 y 320 pm
(para columnas normales) y 150-200 ym para columnas de alta resolucion.
Estas ultimas requieren menor cantidad de analito y un detector mas sensible,
al eluir menor cantidad de gas. Existen asimismo columnas macrocapilares con
didametros de hasta 530 ym, que admiten cantidades de analito comparables a
las de relleno pero con mejores prestaciones.

En estas columnas existe un problema debido a la adsorcién del analito sobre la
superficie de la silice fundida, adsorcidon debida a la presencia de grupos silanol
(Si-OH), los cuales interaccionan fuertemente con moléculas polares organicas.
Este inconveniente se suele solventar inactivando la superficie por sililacion con
dimetilclorosilano (DMCS). La adsorcién debida a los 6xidos metalicos se ve

paliada en gran parte por la elevada pureza de la silice empleada.

En GC se emplean dos tipos de columnas: las empaquetadas o de rellenoy las
tubulares abiertas o capilares. Estas Ultimas son mas comunes debido a su

mayor rapidez y eficiencia. La longitud de estas columnas es variable, de 2 a 50



metros, y

estan construidas en acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflon. Debido a
su longitud y a la necesidad de ser introducidas en un horno, las columnas
suelen enrollarse en una forma helicoidal con diametros de 10 a 30 cm,
dependiendo del tamaiio del horno.

La temperatura es una variable importante, ya que de ella va a depender el
grado de separaciéon de los diferentes analitos. Para ello, debe ajustarse con
una precisién de décimas de grado. Dicha temperatura depende del punto de
ebullicion del analito o analitos, y por lo general se ajusta a un valor igual o
ligeramente superior a él. Para estos valores, el tiempo de elucién va a oscilar
entre 2 y 30-40 minutos. Si tenemos varios componentes con diferentes puntos
de ebullicion, se ajusta la llamada rampa de temperatura con lo cual ésta va
aumentando ya sea de forma continua o por etapas. En muchas ocasiones, el
ajustar correctamente la rampa puede significar separar bien o no los diferentes
analitos. Es recomendable utilizar temperaturas bajas para la elucién, pero
conforme la temperatura es mayor la elucion es mas rapida, pero corriendo el

riesgo de descomponer el analito.

Detectores

El detector es la parte del cromatdgrafo que se encarga de determinar cuando
ha salido el analito por el final de la columna. Las caracteristicas de un detector
ideal son:

« Sensibilidad: Es necesario que pueda determinar con precisién cuando
sale analito y cuando sale sélo el gas portador. Tienen sensibilidades
entre 10y 10" g/s de analito.

« Respuesta lineal al analito con un rango de varios 6rdenes de magnitud.

« Tiempo de respuesta corto, independiente del caudal de salida.

e Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde
temperatura ambiente hasta unos 350-400°C, temperaturas tipicas
trabajo.

» No debe destruir la muestra.

» Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito



debe dar salidas de sefial iguales.
« Alta fiabilidad y manejo sencillo, o a prueba de operadores inexpertos.
» Respuesta semejante para todos los analitos, o
« Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido nimero de
analitos.
Algunos tipos de detectores:

» Detector de ionizacién de llama (FID, Flame Ionization Detector).

« Detector de conductividad térmica (TCD, Thermical Conductivity

Detector).

+ Detector termoidnico (TID, Thermolonic Detector).

» Detector de captura de electrones (ECD, Electron-Capture Detector).

« Detector de emision atémica (AED, Atomic Emission Detector).

» La fase estacionaria
Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida inmovilizada son:
Caracteristicas de reparto (factor de capacidad k' y factor de selectividad a)
adecuados al analito.
Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe ser al

menos 100°C mayor que la maxima temperatura alcanzada en el horno.

Baja reactividad.

Estabilidad térmica, para evitar su descomposicién durante la elucion.
Existen como mucho una docena de disolventes con estas caracteristicas. Para
elegir uno, debe tenerse en cuenta la polaridad del analito, ya que a mayor
polaridad del analito, mayor polaridad deberd tener la fase estacionaria.
Algunas fases estacionarias utilizadas actualmente (2005) son:

» Polidimetilsiloxano, fase no polar de uso general para hidrocarburos,

aromaticos, polinucleares, drogas, esteroides y PCBs.

« Poli(fenilmetidifenil)siloxano (10% fenilo), para ésteres metilicos de

acidos grasos, alcaloides, drogas y compuestos halogenados.

« Poli(fenilmetil)siloxano (50% fenilo), para drogas, esteroides, pesticidas

y glicoles.



 Poli(trifluoropropildimetil)siloxano, para aromaticos clorados,
nitroaromaticos, bencenos alquilsustituidos.
« Polietilenglicol, para compuestos como glicoles, alcoholes, éteres, aceites
esenciales.
« Poli(dicianoalildimetil)siloxano, para acidos grasos poliinsaturados, acidos
libres y alcoholes.
Generalmente, en columnas comerciales, la fase estacionaria se presenta
enlazada y entrecruzada para impedir su pérdida durante las operaciones de
elucion o lavado. De esta forma se obtiene una monocapa adherida
guimicamente a la superficie de la columna. La reaccion implicada suele ser la
adicion de un perdxido al liquido a fijar, iniciandose una reaccién por radicales
libres que tiene como resultado la formacion de un enlace carbono-carbono que
ademas incrementa su estabilidad térmica. Otra forma es la irradiacion con
rayos gamma.
Otro tipo de fase estacionaria son las quirales, lo cual permite resolver mezclas

enantioméricas. Este tipo de fases suelen ser aminodacidos quirales o algun

derivado adaptado al trabajo en columna.

El grosor de la pelicula varia entre 0,1 y 5 um; el grosor depende de la
volatilidad del analito. Asi, un analito muy volatil requerird una capa gruesa
para aumentar el tiempo de interaccion y separar mas efectivamente los
diferentes componentes de la mezcla. Para columnas tipicas (diametros internos
de 0,25 o 0,32 mm) se emplean grosores de 0,25 um, y en las columnas

macrocapilares el grosor sube hasta 1 pm. El grosor maximo suele ser de 8 um



1.4 ESPECTROMETRIA DE MASA

En la espectrometria de masa la muestra es convertida en iones positivos de
rapido movimiento, que luego se separan y caracterizan. La resolucidon se basa
frecuentemente en diferencias en las trayectorias de los iones en su campo

magnético o en un campo electroestatico, o en ambos.

Los pasos para realizar la determinacion, son los siguientes:

1. un micromol de muestra 0 menos es volatilizado y entra lentamente en la
camara de ionizacién

2. las moléculas de la muestra son ionizadas por una corriente de electrones
que parte del filamento calentando hacia un anodo (se forman iones positivos y
negativos)

3. los iones positivos entran en un area de separacion

4. en el area de separacion, las particulas de rapido movimiento son sometidas
a un fuerte campo magnético que hace que se desplacen en una trayectoria
curva, cuyo radio depende de su velocidad y de su masa,

5. Particulas de diferente masa son enfocadas hacia la ranura de salida

6. Los iones que salen caen sobre un electrodo colector; la corriente de iones
que resulta es amplificada y registrada como una funciéon de la fuerza del
campo o el potencial de la aceleracion. Este método es de gran ayuda para

determinar formulas moleculares y pesos moleculares.



N

2. OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision bibliografica acerca de la determinacién de
drogas de abuso en el cabello.

OBJETIVOS PARTICULARES

Describir los métodos para determinar cocaina en cabello.
Conocer las ventajas del cabello como matriz



3. RESULTADOS

3.1 Toma de la muestra

La sociedad del examen del cabello recomienda los siguientes criterios para la

toma de la muestra(13)

1. El cabello debe ser recolectado de la parte posterior del vértice de la cabeza ,
cortando cerca del cuero cabelludo.

2. El andlisis debe realizarse con un segmento de cabello medido.

3. Todas las muestras deben pasar por un proceso de descontaminacion..

4. La descontaminacion consiste de un primer lavado con un solvente organico,
un segundo lavado con agua o una soluciéon amortiguadora.

5. Todas las pruebas que den un resultado positivo deben ser confirmadas.

3.2 Pretratamiento y extraccion de la muestra

En todos articulos los investigadores mencionan que el cabello debe ser
sometido a una serie de lavados para eliminar la contaminacion externa. Cada
uno de los investigadores utiliza una técnica diferente para el lavado y

extraccion de la muestra

TECNICA 1

Tagliaro (14), primero cortd cerca de la raiz, alrededor de 20-100 mg de
muestra de cabello, posteriormente lava el cabello con 30 mL de solucion
tween 20, al 0.3 % en agua y después enjuagar con suficiente agua. Después
coloco la muestra toda la noche en acido clorhidrico 0.25 M a 45°C, para
realizar la extraccion. Al termino de la incubacidn, la mezcla se neutraliza con
hidroxido de sodio y se extrae dos veces con solvente organico, la fase
organica es evaporada a sequedad y el residuo se reconstituye con 20 mcL de

agua.



TECNICA 2

Baumgartner(15), primero lavo 20 mg de cabello en 2 mL de agua, después
lavo con solucién amortiguadora de fosfatos, la cual es retirada y remplazada
con solucidon fresca, posteriormente es lavado por 15 min en metanol y
después en tres tiempos de 30 min en el buffer de fosfatos. Posteriormente se
lleva a cabo la digestion de la muestra, a 20 mg de cabello lavado se le
adicionan 20 mL de una solucién ( @ 10 mL de solucién amortiguadora pH 6.2
se le adicionan 60 mg de ditiotreitol, 200 mg de dodecilsulfato de sodio y 200
unidades de proteinasa K), se coloca en un bafo de agua a 37°C y agitar
80-100 rpm durante 16-18 hrs., después se retira del bafio se agua, se

centrifuga y se recolecta el sobrenadante.

TECNICA 3

Uhl (16), este investigador primero corto la muestra de cabello en segmentos
(1-6 cm), los coloco en un microtubo, se le adicionan 1 mL de hexano (30 s) ,
seguido de 1 mL de acetona, el microtubo se coloca en un bafio ultrasénico.
Posteriormente la muestra se coloca en un filtro y los solventes son
evaporados por corriente de nitrdgeno. Se pesan 10 mg de la muestra y se
transfieren a un tubo, se le adicionan 0.5 mL de metanol y estandar interno, el
tubo se coloca en un bafo ultrasénico (40° C) por una hora, después se
centrifuga 15 min y se deja reposar toda la noche. La fase metabdlica es
decantada, se transfiere a un vial y se evapora a 40 °C bajo corriente de
nitrégeno.

El residuo obtenido se derivatva con 50 mcL de anhidrido
pentafluoropropionico y 25 mcL de hexafluoroisopropanol por 30 min a 70 °C.
La mezcla se seca bajo corriente de nitrégeno a 25 °C y se reconstituye en

100 mcL de acetato de etilo.



TECNICA 3

Cone, E (17) la técnica que utilizo este investigador es la siguiente: primero se
colocan 10 mg del cabello cortado en pequefios segmentos en una columna de
filtracion, la columna se sella y se adiciona 10 mL de metanol, el metanol es
recolectado. El cabello se vuelve a lavar con metanol y la fraccién del
enjuague se combina con la de lavado. Se le adicionan 25 ng de estandar
interno y la fraccidon de lavado y enjuague son evaporadas. Después de lavar
la muestra de cabello es enjuagada con metanol. La columna es tapada y
colocada en un vial, el vial es encubado en un bafio de agua a 40° después se
enfria y la fraccion metandlica es recolectada y se enjuaga con 0.5 mL de
metanol. Las fracciones son combinadas y evaporadas a sequedad. Los
residuos son reconstituidos con 3 mL de solucidon amortiguadora de acetatos
0.5 M, la cual contiene 0.5 % de fluoruro de sodio pH 6, después la muestra
se coloca en una columna la cual es acondicionada con metanol agua y buffer
de acetatos, después de la elucidon la columna es lavada con solucién
amortiguadora pH 4 y acetonitrilo. Posteriormente la columna es tratada con
metilen clorhidr-2-propanol con hidréxido de amonio al 2%), la fraccion que es
eluida se recolecta y se evapora a sequedad en residuos reconstituidos con 20
mcL de acetonitrilo y 20 mcL de N,O bis(trimetilsilil)trifuoroacetamida (BSTFA)
con 1% de trimetilclorosilano (TMCS). La mezcla es calentada a 60° por 30

min.

TECNICA 4

Springfield (19), en esta técnica se colocan de 50 a 100 mg de muestra de
cabello en un recipiente y se determina su peso. Se le adiciona 1 mL de
metanol y se coloca en un bafo de agua a 37 °C por 15 min. El metanol es
recolectado en un tubo de vidrio. El proceso de lavado se repite dos veces
mas y el metanol de los tres lavados se combina. Se le adicionan 100 ng de
estandar interno y el solvente es evaporado a sequedad. Al residuo se le
adicionan 2 mL de acido sulfirico 0.05 M y estandar interno, se coloca

nuevamente en un bafio de agua a 37 °C.



Posteriormente para neutralizar el acido se adiciona hidréxido de sodio 1.0 M
Y 1 mL de acetato de sodio para ajustar el pH a 4. Para extraer se utiliza una
columna, la cual se lava con 0.5 mL de agua, 1 Ml de acido clorhidrico 0.1 M y

2 mL de metanol.

TECNICA 5

Moeller(21), este investigador reporta que para eliminar la contaminacion
externa, el cabello primero se lava 5 min con agua tibia y 1 min en acetona y
posteriormente se seca con aire caliente. La muestra es pulverizada. A la
muestra pulverizada (10-30mg) se le adicionan 2 mL de soluciéon amortiguadora
de fosfatos pH 7.6 y 100ng de estandar interno. La muestra es hidrolizada 75

mcL con b- glucoronidasa/ arilsulfatasa encubados 2 h a una temperatura de

400 C. Después de centrifugar, el sobrenadante es transferido a un recipiente
limpio y se le adiciona 2 mL de buffer de fosfatos, se agita y se centrifuga. Para
llevar a cabo la extraccién se utiliza una columna acondicionada con 6 mL de
metanol y 3 mL de agua. La columna se lava consecutivamente con 3mL de
agua, 3 mL de bicarbonato de sodio 0.6 M Y 3 Ml de agua, se seca y se
centrifuga por 15 min a 4000 rpm. La droga que es absorbida en la columna se
eluye con acetona/diclorometano(3:1). El eluente es evaporado bajo corriente
de Nitrégeno a 60 °C. el residuo obtenido se derivatiza con 100 mcL anhidrido
pentafluoropropionico y 70 mcL de pentafluoropropanol por 30min a 60 ° C. la
mezcla es secada con una corriente de nitrégeno a 60 C y reconstituida con 30

mL de acetato de etilo

TECNICA 6

Traldi (22), este investigador resumen el Pretratamiento de la muestra en

algunos pasos:

1. Lavar con 10 ml de dietileter y 12 ml al 0.01 M HCI en un filtro de vidrio



poroso
2. Extraer con 2 ml de acido clorhidrico al 0.5 M a 45°C por 16 h

3. Neutralizar con una cantidad equimolar de hidréxido de sodio

4. Amortiguar el pH y extraer en una columna secar en una corriente de aire
5. Los extractos secos se disuelven en un 1ml de metanol para poder

analizar.

3.3 DETERMINACION DE COCAINA

Una vez extraida la cocaina se puede analizar de varias manera

Tagliaro determind la cocaina por electroforesis capilar. Las condiciones
analiticas son las siguientes: se utilizd un amortiguador de borato 0.050 M, pH=
9.2, se uso un capilar de silica de 40 cm de largo, 50 um i.d. un potencial de
15 kV, la deteccion es por UV a una longitud de onda de 238 nm. La separacion
se realizo en un capilar de 50 cm x 75 pum con un detector de arreglo de
diodos(14)

Traldi determind la cocaina por espectrometria de masas, utilizo un
espectrometro de trampa de iones. Los pares de iones usan valores de gz en el
rango 0.15-0.29, son obtenidos por la aplicacion de un voltaje. Los valores de
voltaje de excitacién y tiempo de excitacion se encuentran en un rango de
200-250 mV y 15-35 ms (22)

Kathryn determino la cocaina por microscopia infrarroja, tomando en cuenta
que se tiene una resolucion de 10um, con esta técnica se eliminan los
problemas de contaminacion externa de la muestra, ya que la prueba es interna
(26)

Los demas investigadores(28,30) utilizan la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas para determinar la presencia de la cocaina. En dos



articulos se utilizo una columna capilar (12 m x 0.2 mm I.D. X 0.33 um), el gas
usado fue helio, con una velocidad de flujo de 1mL/ min la temperatura inicial
fue de 70°C



4. DISCUSION

En los articulos revisados en todos se menciona la importancia de que el
cabello sea cortado de la parte posterior del vértice de la cabeza, cortando
cerca del cuero cabelludo, esto se debe a que en esta parte es mas probable

que los cabellos se encuentren en la fase de afaden.

También los investigadores mencionan en todos los articulos llevar a cabo un
lavado previo al cabello, no todos usan la misma técnica, pero todas coinciden
en usar para el lavado un disolvente organico (la mayoria usa metanol), agua y

una solucién amortiguadora de fosfatos.

En cuanto a la determinacion de la cocaina y sus metabolitos la mayoria de los
investigadores la llevaron a cabo usando cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas.



5. CONCLUSIONES

Al realizar esta revision bibliografica podemos darnos cuenta que actualmente la
técnica mas utilizada para la determinacidon de cocaina (y de muchas sustancias
mas) es el sistema acoplado de cromatografia de gases/espectrometria de
masa, esto seguramente se debe a que la cromatografia nos permite separar
los componentes de una mezcla compleja y la espectrometria de masa nos
permite obtener un espectro Unico por medio de un patron de fragmentacion
que es caracteristico para cada sustancia, al acoplar estas técnicas se puede
obtener informacion precisa de los componentes de la muestra y nos permite

cuantificar.

También en esta revision pudimos darnos cuenta que no se encontraron
dificultades en el manejo del cabello como matriz y que esta matriz bioldgica es

de gran ayuda cuando la muestra es muy antigua.
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