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1. RESUMEN

El cabello como matriz biolégica es ya un andlisis de eleccién para la
determinacién de consumo de drogas en drogodependientes que esta dando
auge constante debido a sus ventajas, pero no es del todo completa, ya que hay
algunas limitaciones que desfavorecen hasta cierto punto el analisis de drogas
de abuso. Pero la metodologia elaborada a partir de una revisiéon de trabajos
publicados sobre distintos aspectos de estos analisis de drogas en cabello, es
una alternativa para usarla para un analisis rutinario de cocaina, el cual consta
de 4 pasos generales que incluyen el lavado, la digestion, la extraccion y la
cuantificacién. Esta propuesta fue elaborada y aplicada en el Laboratorio
Quimico Clinico Azteca S.A. de C.V. en 5 muestras de policias que dieron
positivo en el analisis presuntivo en orina, en un operativo antidoping realizado
en el Estado de México, y a un persona de alto consumo de caracter, en el que se
encontré positividad en los cinco policias con concentraciones de 1-5 ng,
considerandolos como bajos consumidores. Estas muestras fueron sometidas
siempre con un control negativo y positivo de cabello, este ultimo fue
contaminado con el objeto de encontrar la cresta buscada. El analisis fue
cuantificado de acuerdo a una curva de estandarizacion construida
estadisticamente por medio de 3 curvas elaboradas a partir de una solucién
estandar preparada de muestra decomisada en un operativo antidoping. Este
analisis es un indicador del consumo o grado cronolégico mas no estima el
periodo de consumo en consumidores de cocaina




2. INTRODUCCION

La cocaina es un narcético el cual es usado con frecuencia por la poblacion
mexicana. Los usuarios de cocaina describen una sensacién que denominan
“alto efecto” que consiste en sentimientos de euforia, y eleva las experiencias
sensoriales después de aspirarla, fumarla, o inyectarsela debido a los niveles de
dopamina alterados en el cerebro. La cocaina altera los circuitos en el cerebro,
que estan implicados en emociones y libre voluntad. La cocaina trabaja
alterando el comportamiento de un neurotransmisor llamado dopamina y ésta
es responsable de sensaciones de felicidad, movimiento del cuerpo, juicio, y
motivacion. La cocaina utiliza el mismo receptor en el cerebro que la dopamina,
asi que cuando la cocaina esta presente hay un exceso de dopamina, esto causa
sensaciones de placer y anima a consumir droga adicional. La dopamina
controla las funciones basicas asociadas a comer, beber, dormir, y actividad
sexual. Por ello seria indispensable realizar un examen toxicologico ya sea para
la solicitud de un empleo, sospecha razonable, post-accidente, reincorporacion
al trabajo, seguimiento en rehabilitacion o algun otro motivo, por lo que es
indispensable contar con una técnica adecuada que no sea facil de violar para
la deteccion de esta droga de abuso. Entre otras aplicaciones, el analisis del
cabello para la cocaina esta encontrando su lugar en procedimiento de divorcio,
en audiencias de custodia, casos de seguro, deportes, etc. Siendo claro que el
analisis de cabello puede ser usado en campos clinicos, administrativos y
forenses.

Hasta hace un par de décadas la prueba del cabello era muy limitada y poco
recibida entre las autoridades forenses. A mediados de los ochenta, la evidencia
del analisis del cabello se utilizé en cortes americanas en casos de criminales,
militares y en areas legales adicionales.

El andlisis de cabello es relativamente una técnica nueva para el mundo
forense, asi como para el estudio antidoping. Ya que es un analisis que puede
proveer el tiempo cronolégico de consumo de droga. Esto es debido a que la
droga se incorpora dentro de la matriz del cabello una vez que se ha ingerido la
droga y conforme éste crece se va acumulando y permanece en el cabello hasta
que se corta o se dafna seriamente. La orina y la sangre son los métodos
estdndar aceptados para el analisis de drogas de abuso hoy en dia, pero son
solamente utiles si la muestra se toma en el plazo de 1-2 dias de ingestién. El
analisis de cabello puede demostrar a partir de meses y en algunos casos hasta
afios, el cual depende de la longitud del cabello. Desafortunadamente, la gente
ha descubierto un numero de maneras de engafio para los analisis de sangre y
de orina. En cambio, la prueba de cabello proporciona ninguna oportunidad
para enganar.




El examen usual para detectar el consumo reciente de drogas de abuso es el
analisis de orina que se conoce como control de drogas. En estos momentos se
describen en revistas especializadas innumerables trabajos sobre los anales de
cabello, pero todavia la comunidad cientifica no llega al consenso indispensable
para determinar la exactitud, confiabilidad e interpretacion de los resultados.
Se requiere mayor investigacion para llegar a establecer datos definitivos que
permitan diferenciar claramente la incorporacion interna de la contaminacién
externa, el efecto del tipo de cabello en la incorporacion de la droga de abuso,
tiempo de aparicion de la droga, relacion de la dosis versus concentracién y los
mecanismos de entrada de la drogas del cabello. En los controles de drogas
normalmente se practican dos ensayos, uno inicial o presuntivo., generalmente
de caracter inmunoldgico y una prueba de confirmacion para la identificacion
de una sustancia especifica.

Los metabolitos principales de interés que se forman de la cocaina y se
encuentran en cabello son benzoilecgonina y cocaetilenosiendo los mas
comunes. Benzoilecgonina es el metabolito que es el mas util para el analisis del
cabello porque es formado siempre por el cuerpo en presencia de la cocaina.
Para que la cocaina que se metabolizara en cocaetileno, el usuario de debe
también beber alcohol mientras que la cocaina estd presente en su sistema.
Porque éste no es el caso universal, los niveles del cocaetileno no se pueden
utilizar como marcador absoluto de la cocaina. Los Metabolitos son
provechosos en la determinacion de si los altos niveles de la cocaina en la
muestra son debido a la contaminaciéon externa. Si la cocaina detectada es
debido al uso de la droga, y el cabello por lo tanto internamente se contamina,
entonces los metabolitos estardn presentes, no obstante, a menudo en
cantidades pequenas. El pelo externamente contaminado, no contendra ningun
metabolitos desde la droga nunca se incorpor6 en el sistema del sujeto donde
podria ser metabolizado. Los metabolitos (benzoilecgonina, cocaetileno) se
encuentran tipicamente en cabello en 10-15% de la concentraciéon de cocaina.
Una preocupacion al usar los metabolitos para evitar falsos positivos con
respecto a uso ilicito de la droga es que algo de la cocaina en una muestra del
pelo se puede convertir a benzoilecgonina durante la fase de la extraccion. Se
ha encontrado que el 5% de la cocaina presente se pueden convertir en la fase
de extraccion si se utiliza el tratamiento del acido o de la base, mientras que no
ocurra ningin cambio si se utiliza el tratamiento enzimatico. Un problema con
usar benzoilecgonina mismo en un analisis de rutina junto con la deteccion de
la cocaina es ese metabolito benzoilecgonina, el metabolito mas frecuente, es
mas polar que la cocaina y por lo tanto es mucho menos soluble en muchos
extractores comunes. Otros metabolitos de la cocaina incluyen el éster




metilecgonina y norcocaina que son los resultados de la oxidacién de la cocaina
por P450 (CYPs) al lado de las colinesterasas del suero. Norcocaina se puede
oxidar mas a fondo a N-hidroxinorcocaina. Norcocaina es el inico metabolito
farmacoloégico activo de la cocaina.

El pelo fue considerado siempre por los toxicélogos, como un elemento
importante para el estudio de determinados toxicos, fundamentalmente el
arsénico y otros compuestos metalicos, debido a sus propiedades. Aunque su
aspecto es fragil es practicamente indestructible, solo si se quema o se trata con
acidos fuertes se ve alterado de alguna forma.

Tal es asi que es el estudio hecho al cabello de Napoledn, a mas de cien afios de
su muerte se le encuentra arsénico. Y aqui comienzan las especulaciones ante el
hallazgo...

... Fue asesinado Napoledn con este téxico?

Pero también podriamos pensar que no fue asi, sino que podria haber sido
tratado de alguna dolencia con algin medicamento a base de arsénico, tan
comun en su época y de amplia aplicacion a una serie de males.

... ¢Cudl es la verdad?

Estas especulaciones hechas sobre un hallazgo analitico concreto: el arsénico, y
un hecho cierto, como es la muerte de Napole6n, nos muestra como estamos
obligados a ser muy cautelosos ante la interpretacion de un analisis pericial
para que éste nos permita arribar a la verdad real. Los recientes estudios de
Kintz y Col. (2002), confirman nuestra hipotesis.

El hallazgo de Cocaina en pelo fue reportado por primera vez en 1981, Arnold
and Puschel; Valente et al. En éstos estudios las muestras de cabello provenian
de adictos a drogas de abuso y fueron analizadas por Radioinmunoensayo
(RIA), para detectar el metabolito de la cocaina Benzoilecgonina (BZE) a modo
de verificar una historia previa de consumo. Luego le siguen estudios
adicionales en corto tiempo: Baumgartner en 1982; Smith y Liu en 1986;
Michalodimitrakis en 1987.

El primer procedimiento para detectar cocaina en cabello usando
espectrocromatografia de masa (GC/MS) no fue reportado hasta 1987
(Balabanova y Homoki). Cuando fue usada ésta técnica mdas especifica, se
encontro que la Cocaina y no la BZE era el analito mas importante en el cabello.
Ademas se encontr6 que los metabolitos Benzoilecgonina (BZE) vy
Metilecgonina (MEC) estan presentes en concentraciones bajas y variables.




Ante los hallazgos obtenidos toma gran impulso e interés el uso del cabello
como matriz alternativa, comenzando a aparecer una gran cantidad de trabajos
de investigacion a nivel internacional intentando explicar los resultados
analiticos observados; para abarcar su comprension es necesario conocer los
fundamentos de su composicion, su anatomia y su fisiologia asi como los
mecanismos de incorporacidon de drogas al pelo, la interpretacién y utilidad de
los resultados analiticos encontrados y los alcances y limitaciones que ofrece
ésta matriz alternativa para que nos permita el hallazgo de drogas de abuso en
cabello hay que arribar a la verdad real y no a la verdad aparente.

RESUMEN E INTRODUCCION




3. MARCO TEORICO

Varios métodos analiticos se utilizan para detectar y cuantificar las drogas de
abuso y sus metabolitos en cabello, pero ninguno ha emergido como estandar
aceptado. Tipicamente, cada procedimiento incluye los pasos siguientes:
coleccion del espécimen, lavado de la muestra, digestién o extraccidon de las
muestras de cabello, prueba presuntiva y la confirmacién o la cuantificaciéon de
los analitos. Las diferencias mas grandes entre los métodos estan en los pasos
de la preparacion de las muestras de cabello, ya que lo fundamental del método
es prevenir alguna conversion de la cocaina en algin otro metabolito diferente
en los procesos de la digestion y la extraccion.

Aunque ha sido el tema de mucho escrutinio, los procedimientos que han
desarrollado con los afios son relativamente buenos. Hay muchas técnicas
usadas, en cuanto al lavado de una muestra de cabello antes del analisis para la
presencia de la cocaina. Estos pueden incluir lavado con champus, soluciones
acuosas, agua, sustancias Buffer y solventes organicos como el cloruro de
metileno, o acetona. Se debe tener cuidado al lavar una muestra de cabello con
el objetivo de quitar la contaminacion externa, asegurar que la cocaina injerida
(o interna) no sea eliminada. Los buffer y los solventes organicos polares
pueden solubilizar la cocaina del cabello y hacer que las concentraciones en
cabello difieran de las reales, y por lo tanto, no se recomienda su empleo.

3.1. GENERALIDES DE LA COCAINA.

3.1.1. PROPIEDADES

Un gramo se disuelve en 600 mL de agua, 270 mL de agua a 80° C, 0.7 mL de
cloroformo. 3.5 mL de éter, 12 Ml de aceite de olivo, 30-50 mL de petrolato
liquido, también soluble en acetona, acetato de etilo, LDsp i.v. en ratas: 17.5 mg
/kg, punto de fusion 98° C, punto de ebullicion 187-188° C, pKa 8.61, pKb 5.59.

La cocaina es el principio activo, su forma de uso puede ser aspirada, diluida en
suero por medio de via intravenosa y en crack que es la forma solida la cual es
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fumada. Provoca efectos inmediatos como euforia y bienestar, a mayor dosis
provoca paranoia, irritabilidad y reacciones violentas teniendo como
consecuencias dependencia, problemas cardiacos, y circulatorios, reduccion del
impulso sexual y agrava problemas psiquiatricos.

3.1.2. FUNCION DEL CEREBRO.

El Cerebro funciona a base de impulsos eléctricos que van desde una neurona a
otra. Esta es una célula especifica del sistema nervioso central y se define en
dos partes principales las terminaciones alrededor de su nucleo se llaman
DENDRITRAS. La segunda parte es la gran “cola “ de la célula. Sus
terminaciones reciben el nombre de AXONES quienes son los que comandan las
acciones del cerebro siempre pasando desde los axones de una neurona a las
dendritas de otra.

Las neuronas nunca se tocan. Entre ellas queda un espacio de enlace llamado
SINAPSIS. Para que una neurona pueda comunicarse con la préxima, sus axones
liberan sustancias en la regién de la sinapsis que seran recibidas por las
dendritas de otra neurona.

MARCO TEORICO




Las sustancias liberadas reciben el nombre de Neurotransmisores que
funcionan como mensajeros del sistema nervioso, llevando recados de una
neurona hacia otra. Las drogas estimulan, inhiben o sustituyen a los
neurotransmisores.

3.1.3. MECANISMO DE ACCION DE LA COCAINA.

Su mecanismo de accién comienza cuando uno de los neurotransmisores
liberados por las neuronas (Dopamina), queda almacenada en pequefias
vesiculas como una bolsa. Cuando éstas salen, llevan un mensaje de estimulo a
las otras neuronas, dejandolas agitadas produciendo sensaciones de placer y
euforia. Para pasar su mensaje, la dopamina se encaja en formaciones de las
neuronas llamadas receptores, neuronas involucradas en el mecanismo de
gratificaciéon tienen receptores especificos para la dopamina y son muy
sensibles al estimulo de ella.

Cuando la neurona que liber6 la dopamina percibe que la neurona siguiente ya
fue estimulada, una proteina en su membrana llamada transportador atrae a la
dopamina de regreso para ser usada mas tarde.

En el cerebro, llegada la cocaina, sus moléculas entran en la sinapsis y se ligan
en los transportadores que tenian la misioén de recoger la dopamina de regreso.
Con los transportadores bloqueados, la dopamina permanece en la sinapsis.
Con el bloqueo hecho por la cocaina, la concentraciéon de dopamina se eleva
dando como consecuencia una estimulacion intensa en el sistema nervioso
central quedando igual que el cerebro “conectado” propiciando una adiccion
en muy corto plazo.

3.1.4. ESTANCIA EN EL CUERPO DE LA COCAINA.

La cocaina tiene un tiempo para surtir efecto que es de 3 a 5 minutos, asi como
una duracion de efecto de 60 a 90 minutos y por ultimo un tiempo en el cuerpo
de 1 a 4 dias.

3.1.5.RIESGOS DEL CONSUMO DE COCAINA

La cocaina también aumenta la liberaciéon de adrenalina, sustancia que acelera
el bombeo del corazon, ademas de que la presencia de la cocaina disminuye el
calibre de los vasos sanguineos y aumenta la producciéon de globulos rojos,
dejando a la sangre mas espesa y estimula la produccion de sustancias
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coaguladoras, el efecto de todos estos factores aumentan la presién arterial, ya
que con una presion mayor, el corazon ya acelerado trabaja aun mas, haciendo
un esfuerzo extra para bombear la sangre en los vasos de bajo calibre,
pudiéndose agotar el 6rgano, teniendo como riesgo un ataque cardiaco que
aumenta 24 veces mas después del consumo de cocaina.

3.2. GENERALIDES DEL CABELLO.

3.2.1. LA MATRIZ PILOSA

El cabello es un tejido complejo, cuya biologia y fisiologia no estan
completamente comprendidas. El cabello es un anexo de la piel, originado
desde el foliculo piloso donde se encuentran las células germinativas. Estas
células dan origen a los distintos estratos del cabello, incluyendo cuticula y
médula. En el nacimiento las células estan en activa proliferacion mientras que
en su extension el metabolismo residual es practicamente insignificante.

Hay similitudes estructurales basicas entre el cabello de distintos colores,
origen étnico y de diferentes regiones del cuerpo. Los fundamentos en la
composicion del cabello, anatomia y fisiologia han sido expuestos en sendos
articulos por Harkey, y por Cone y Joseph.

3.2.2. ANATOMIA

El pelo estd compuesto morfolégicamente por cinco componentes: cuticula,
corteza, médula, granulos de melanina y células complejas de la membrana
Cada una es diferente tanto en su morfologia como en su composiciéon quimica.
El nimero de foliculos pilosos en la cabeza del ser humano se encuentra entre
80.000 y 100.000, pero éstos disminuyen con la edad. Los foliculos emergen de
la dermis de la piel y se encuentran altamente vascularizados para alimentar y
permitir el crecimiento del bulbo y raiz.

El bulbo en la base del foliculo contiene células de la matriz que tienen la
capacidad de cambiar morfoldgica y estructuralmente durante el crecimiento,
formando distintas calidades de cabello, difiriendo en calidad y cantidad de
proteinas y pigmentos.
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La estructura basica del cabello consiste en dos o tres cadenas de Queratina
entrecruzadas en hebras llamadas microfibrillas que se encuentran
organizadas en haces de microfibrillas abarcando todo el volumen de la corteza.
Las hebras de pelo son estabilizadas y adquieren su forma por uniones
disulfuro e hidrégeno que hacen que el cabello adquiera una estructura
semicristalina.

En el foliculo del pelo han sido identificadas enzimas de la familia Citocromo P
450 asi como otras enzimas que proveen evidencia de que puede ocurrir
metabolismo de drogas dentro de la estructura pilosa, sin embargo como la
Queratinizacion del pelo se produce en dos o tres dias ésta capacidad
metabolica se encontraria muy restringida.

3.2.3.FISIOLOGIA

La corteza del cabello contiene una capa protectora de células epiteliales. La
cuticula es la capa mas externa del cabello, le sigue una capa intermedia que es
la corteza y la mas interna es la médula. La cuticula es una capa cuya funcion
seria la de proteger de la agresién del ambiente a las células de la corteza, por
ejemplo de la radiacidn ultravioleta, agentes quimicos y stress mecanico, pero a
medida que el pelo envejece hay una degradacion gradual de las células de la
cuticula a lo largo de todo el pelo y por ende de su funcion protectora.

Es importante tener en cuenta que la cuticula puede ser total o parcialmente
perdida en casos de enfermedades del pelo asi como por tratamientos
cosméticos, radiacién ultravioleta, etc., factores que pueden influir en la fijacion
y estabilidad de drogas en el cabello.
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Estrato Comeo
Estrato Granuloso
Estrato Granuloso

Capa Basal

Membrana base

B La vaina oe la raiz exterior
B Capa de Henley
} a vaina de

B Capa Huxiey
la raiz inten

» Cuticula
Medula
B Cortex

la vaina de pelo
Clicula

Papilla Dermal

Figura 3.2.1. Estructura de la piel y el foliculo piloso, mostrando las diferentes
capas que envuelven el espesor del cabello.

3.2.4. COMPOSICION QUIMICA DEL CABELLO

o Proteinas fibrosas: 65 % a 95 % (alto % de queratinas)

o Lipidos:1% a9 %
e Melaninas: % variable *

o Sales minerales 0.25 % a 0.95 % (sobre peso seco)

« Sustancias hidrofilas

o Trazas de otros elementos
o Polisacaridos

e Agual5%a35%

* Dependera del color del pelo.

pH de la matriz pilosa: acida.

La dureza y fortaleza del cabello estd determinada por la sintesis de proteinas
dentro de las células de la matriz que a su vez pueden adquirir pigmentos y/o
cantidades variables de melanina durante la diferenciacion celular, a su vez los

pigmentos determinaran el color final del pelo.
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3.2.5 FASES DEL CRECIMIENTO DEL PELO

o Anagénico: fase de crecimiento: 4 a 6 afios:*
o Catagénico: fase de transicion: pocas semanas.*
o Telogénico: fase final: 4 a 6 meses.*

(*) Para cabello humano.

Los foliculos pilosos contintian su crecimiento por un nimero variable de afios
pasando por distintas fases durante un ciclo normal de crecimiento.
Aproximadamente entre un 85 a 90 % del pelo se encuentra en fase de
crecimiento o fase anagénica; una pequefia porcion de material piloso
comienzan la fase catagénica en la cual hay disminucion del rango de
crecimiento que dura entre dos a tres semanas y es rapidamente seguida por la
fase telogénica o fase de reposo del cabello, estadio durante el cual no hay
crecimiento. Aproximadamente entre un 10 a 15 % del cabello del cuero
cabelludo se encuentra todo el tiempo en la fase telogénica.

El posible largo del cabello y su grosor dependera de la duracién de cada una de
éstas fases asi como del rango de crecimiento. Es muy importante destacar que
la duracién de cada una de éstas fases, varia de una persona a otra y ain en
distintas zonas del cuero cabelludo de una misma persona.

Otro aspecto a tener en cuenta y no de menor importancia es que hay
sustanciales diferencias en el rango de crecimiento en la relacion fase
anagénica / fase telogénica entre pelo de cuero cabelludo y pelo de otras
regiones del cuerpo, las cuales aiin no han sido completamente investigadas.
Por ejemplo, la fase telogénica del cabello pubico ocupa practicamente la mitad
de la vida total del cabello.

3.2.6. VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DEL CABELLO

En cuanto a la velocidad de crecimiento del pelo, ésta oscila entre 0.7 y 1.5 cm
/mes en cabello humano aunque existen diferencias por sexo, edad y etnicidad
que seglin la misma puede atn ser de 0.3 - 1.8 cm/mes. Este parametro varia
aun entre pelos del cuero cabelludo con respecto al pelo de otras regiones del
cuerpo, (axilar, toracico, pubico, etc.) y lo que es mas importante en un mismo
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tipo de pelo, como ser pelo de cuero cabelludo entre distintos individuos, pero
es de destacar que en un mismo individuo éste rango es variable segun
distintas épocas estacionales, situaciones como stress, alimentacion,
enfermedades de distinta etiologia, alteraciones metabodlicas y hormonales, etc.

Manguin y Kintz, determinaron concentraciones de Morfina y Codeina en
distintos tipos de pelo como ser de cabellera humana, pelo axilar y pelo pubico
en distintos casos de sobredosis a Heroina. Encontraron en sus estudios que la
concentraciéon de Morfina fue mas alta en pelo pubico seguida del pelo de
cabellera y en menor concentracion en pelo axilar. El rango de la relacion de
Codeina a Morfina encontrado fue 0.054 a 0.273. Los autores lo justificaron por
el menor rango de crecimiento del pelo pubico y la posible contribucion de
drogas que efectuarian el sudor y la orina a éste tipo de pelo.

El hecho de que el pelo se encuentre en distintas fases de crecimiento y de que
se produzca el mismo en diferentes rangos es una consideracion importante
para determinar de qué region tomar la muestra para ser analizada. La region
optima de muestra de cabello es la posterior de la cabeza dado que en ella
alrededor de un 85 % de los foliculos se encuentran en fase anagénica y es
ademas el tipo de pelo que presenta el mayor rango de crecimiento, siendo el
crecimiento del pelo de la region del vertex en mujeres superior a 1.12 mm/djia.
También es interesante considerar que el pelo de mujeres presenta mayor
rango de crecimiento que el de los varones.

3.2.7. MECANISMOS DE INCORPORACION DE DROGAS A LA MATRIZ
PILOSA

No esta totalmente clarificado el mecanismo de incorporaciéon de drogas a la
matriz del pelo y aun se sigue discutiendo sobre el mismo, aunque se proponen
distintas posibilidades:

o Difusién pasiva de la droga desde la sangre a las células en crecimiento
en el foliculo piloso o durante la formacion del eje piloso.

« Difusién o transferencia desde secreciones como ser sudor y sebo.

o Contaminacion externa ambiental, después de la formacion del pelo.

Henderson sugiere que las drogas pueden incorporarse al pelo en distintos

sitios, por multiples mecanismos y en varios momentos del ciclo de crecimiento
del pelo.
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Las drogas y /o sus metabolitos son distribuidos a lo largo del cuerpo del pelo
basicamente por difusion pasiva desde la sangre. La distribucion de drogas a
través de las membranas celulares es facilitada generalmente por la alta
solubilidad lipidica, baja unién a proteinas y factores fisicoquimicos como la
forma no ionizada de las drogas en la sangre. La difusién de drogas desde
capilares de sangre arterial a las células de la matriz en la base del foliculo
piloso es considerada la causa principal de deposicion de drogas en el pelo que
presumiblemente se unen a pigmentos y otros componentes de la matriz.

El sebo es un material lipidico excretado por las glandulas sebaceas y que
puede también contribuir a la deposiciéon de drogas en el cabello. Estas
glandulas se hallan asociadas principalmente a los foliculos pilosos, aunque
algunas glandulas tienen ductos que les hace secretar sebo directamente a la
superficie de la piel.

La concentracién con que contribuye el sebo al depésito de drogas en el pelo se
desconoce aun. Si la droga esta presente en el sebo puede depositarse en el pelo
a través de un intimo contacto de éste con la piel del cuero cabelludo.

Kidwell y Blank sugieren que la mayor contribucién de drogas en el pelo
proviene del sudor y de la excrecion sebacea que impregna el pelo, tanto
durante su formacién como en su maduracion.

El sudor juega un rol importante en la incorporacion de drogas en el pelo. Los
analitos predominantes generalmente encontrados en pelo son las drogas
intactas, o sea sin metabolizar en vez de los metabolitos mas polares que
preferiblemente predominan en orina. Esto es importante de tener en cuenta
dado que por ejemplo la cocaina es rapidamente metabolizada a
benzoilecgonina, estando presente en la sangre solamente por unas pocas
horas luego de wuna administracion de la misma, mientras que la
benzoilecgonina persiste en la sangre durante 24 hs o por mas tiempo auln. La
cocaina es excretada en sudor en un rango de tiempo altamente variable, de 2 a
48 hs permitiendo éste amplio periodo transferir droga hacia el pelo.

En cuanto a la contaminacién ambiental, estudios recientes indican que ésta
contamina al pelo, dificultando entonces la distincién de una administracion
voluntaria de la droga de una involuntaria (administracién pasiva) ante un
resultado analitico positivo, lo que fue demostrado en el trabajo de
investigacion realizado en nuestro laboratorio, expuesto mas adelante Varios
trabajos se han publicado reportando que la cocaina es absorbida dentro del
pelo cuando se estd en un ambiente donde se halla cocaina base vaporizada, asi
como en un ambiente cerrado donde se fuma Cannabis.
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Las técnicas de lavado que se emplean para remover la droga que se encuentra
externamente en el pelo pueden ser altamente eficientes. En contraste a éstos
hallazgos, varios estudios indican que la contaminacién externa originada por
diferentes formas de exposicion puede no ser totalmente eliminada por las
técnicas de lavado aunque éstas sean intensivas asi como los lavados con
metanol segun estudios publicados removerian mas de un 70 % de la cocaina
del pelo, proveniente de una exposicién al vapor de la misma, pero cantidades
significativas quedarian atn en el mismo.

La presencia de cocaina en la parte externa del pelo puede deberse a una
exposiciéon ambiental donde se fuma crack, particulas de cocaina en el mismo o
soluciones acuosas de cocaina en el ambiente. Una de las formas que se
sugieren para distinguir la droga proveniente de una contaminacion externa,
del uso voluntario de la misma seria encontrar metabolitos de la droga en la
estructura intima del pelo.

Cone. y Col., identificaron norcocaina y etilcocaina en el pelo de adictos a la
cocaina. La norcocaina se forma por un metabolismo oxidativo de la cocaina
mientras que la etilcocaina se forma por la administracion simultanea de
cocaina y alcohol debido a la accién de esterasas hepaticas. Se sugiere
encontrar éstos metabolitos ademas de la benzoilecgonina y otros de la cocaina
dado que la inestabilidad ambiental de ésta droga produce benzoilecgonina
como un derivado de hidrdlisis importante, por lo tanto podria ser
administrada conjuntamente con la droga ilicita, por lo cual no seria relevante
su hallazgo en un anadlisis de pelo para decidir si se debe la presencia de la
droga a una administraciéon voluntaria o a una involuntaria. En cambio la
norcocaina y etilcocaina no son habituales compuestos de la droga ilicita
pudiendo ser utilizados como indicadores de una administracion voluntaria de
la droga.

La identificacion de metabolitos de la Heroina en cabello puede diferenciar
adictos a la misma de usuarios a otro tipo de opiaceos. Goldberger y Col,,
identificaron Heroina, 6-monoacetilmorfina y morfina en el pelo de
heroinémanos. La 6-monoacetilmorfina es encontrada en altas concentraciones
en pelo, en cambio la morfina conjugada es el metabolito en mayor
concentraciéon en orina. En el estudio que realizaron en pelo sobre una
poblacion de 20 sujetos heroinémanos hallaron: Heroina en 7 casos y 6-
monoacetilmorfina en 20 casos. Ninguna droga fue encontrada en el grupo de
control libre de drogas. Este hallazgo lo consideraron altamente significativo y
sugirieron considerar a la 6-monoacetilmorfina como un metabolito especifico
de los heroinémanos ya que su presencia no puede implicar el uso de otros
opiaceos.
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3.2.8 ASPECTO QUIMICO

Desde el punto de vista quimico existen tres factores fundamentales para la
incorporacion de una droga en el cabello:

o Afinidad por la melanina.
o Lipofilia.
« Basisidad.

Los estudios cientificos, muestran que la melanina juega un rol importante en la
incorporacion de drogas en el pelo. En estudios con animales se demostré que
hubo una buena correlacién entre la afinidad a la melanina y la incorporacion
de la droga en el pelo. En estudio con cabello humano se encontr6 que la
concentracion de drogas fijadas en pelo pigmentado es mucho mayor que en
pelo claro.

Ha sido también documentado que la lipofilicidad es un factor clave para la
fijacion de las drogas en éste tipo de matriz. Por ejemplo: la cocaina y heroina
son mucho mejor incorporadas a la matriz del pelo que la benzoilecgonina y la
morfina, ya que las primeras son mas liposolubles. Lo mismo puede decirse de
la metanfetamina que es mejor incorporada que la acetilanfetamina por la
misma causa, esto sugiere que la basisidad es un factor importante en la fijacion
de una droga en el pelo.

Una comparacion de concentraciones en la relacion de area bajo la curva (AUC),
entre plasma y pelo, mostraron que cocaina, fenciclidina conocida como PCP y
MDMA o sea metilendioximetanfetamina, (anfetamina de disefio conocida en la
jerga callejera como Extasis), son mejor fijadas al pelo mientras que el delta 9
tetrahidrocanabinol es menos fijado; pero aunque éste ultimo se fija con mayor
dificultad, de hecho lo analizamos y hallamos en las muestras pilosas analizadas
en el laboratorio.

Si bien los mecanismos de incorporaciéon de drogas no han sido atln
completamente aclarados y atn existe discusion al respecto, evidentemente la
concentracion de drogas fijada en pelo, dependeran de la capacidad quimica de
la droga para ser incorporada a la matriz del mismo, asi como para ser retenida
por la estructura del pelo.
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3.3. GENERALIZADES DEL ANALISIS

3.3.1. LAVADO

Hay tres dominios en el pelo, el dominio superficial, el dominio accesible, y el
dominio inaccesible. El dominio superficial es la superficie del cabello y es
donde ocurre la mayoria de la contaminacién externa. El dominio superficial se
puede lavar con los agentes como el etanol para el retiro de la contaminacion
externa. El dominio accesible es la porcién central del eje del pelo y es
levemente vulnerable a la contaminacién externa. El dominio accesible se
puede liberar de la contaminacidon externa usando los solventes que abren la
matriz exterior del cabello. El agua es un solvente de uso frecuente para este
propésito. El dominio inaccesible es el dominio en el que casi es imposible que
se contamine por la exposicion externa de drogas ya que en este caso ni el
etanol ni el agua repercute en el dominio inaccesible del cabello, puesto que la
cocaina injerida e ingerida permanece en el cabello mientras se elimina la
contaminacién externa.

El delicado equilibrio entre eliminar toda la contaminacion externa y sin afectar
la cocaina injerida se alcanza con dos procedimientos. Estos se denominan
lavado rapido y lavado exhaustivo. El procedimiento rapido se utiliza en la
investigacion y es mucho mas eficiente en cuestion de tiempo y mas practico.
En el lavado exhaustivo el ndmero y duracién de los lavados son fijos para
todas las muestras del cabello. El procedimiento incluye un lavado minucioso
de una hora quince minutos en etanol seguido por tres horas y media con
solucién buffer de fosfato. El lavado exhaustivo se utiliza en casos criminales y
otros casos donde es indispensable minimizar la posibilidad de un falso
positivo. El procedimiento exhaustivo implica tomar la muestra, realizarle un
lavado y a este realizarle un inmunoensayo que detecte niveles de cocaina, los
lavados seguiran hasta que el valor detectado alcance una meseta, decreciendo
posteriormente. En este punto se considera que el lavado es suficiente. La
meseta es determinada por el cociente de la cantidad total de droga en el
lavado del cabello a la cantidad total extraida por lavados. Si el cociente es 0.25
mayor que el lavado es completo. Los resultados del procedimiento exhaustivo
de los lavados son considerados los mejores.
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Figura 3.3.1. Representa graficamente las concentraciones de la cocaina
después de cada lavado en la figura.

La curva C1 refiere a una muestra que fue contaminada solamente en el
dominio superficial. El C2 muestra una contaminacion externa mas severa en la
cual el dominio interior accesible fue afectado por la contaminacién. C3 es una
muestra que fue contaminada donde el dominio interior inaccesible fue
penetrado moderadamente. Se cree que una exposicidon tan severa como ésta en
C3 daria lugar a un analisis de orina positivo también. Las curvas etiquetadas U
en la figura representan las muestras positivas, muestra con un cociente mas
bajo que los niveles C. Las diferencias en los resultados de las curvas se
diferencian en porosidad y el grueso del cabello usado en la prueba. La curva
U1 es de una muestra muy gruesa y no porosa. La muestra U3 es muy porosa
debido al tratamiento cosmético quimico. La curva U4 es muy rara donde el
cabello se encuentra extremadamente dafilado que puede sesgar resultados
porque la contaminacion interna se quita durante los lavados. Esto puede ser
prevenido usando otra clase de solventes durante el lavado.

Diversos solventes se utilizan en estos procedimientos dependiendo del tipo de
cabello. El cabello poroso se trata con etanol y agua mientras que el pelo no
poroso se trata con soluciones buffer de fosfatos. La porosidad de la muestra se
puede determinar con azul de metileno; siendo poroso cuando después de un
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enjuague se vea manchado el cabello en el microscopio. La porosidad puede ser
causada por el tratamiento cosmético, diferencias de raza, o la mala
preservacion del cabello. Las conclusiones de varios estudios muestran que el
lavado es necesario y han sugerido alternativas para la estandarizacion.

Después de que se lava la muestra del cabello, es necesario extraer las drogas y
sus metabolitos del cabello. En el proceso de extraccién se debe cuidar que la
droga y sus metabolitos no se degraden, aunque muchos de ellos soporten
hidrdlisis acidas o basicas severas. Los métodos de tratamiento sugeridos para
la digestion del cabello son: tratamiento con hidrélisis alcalinas, hidrdlisis
acidas, enzimaticos, u otros solventes organicos. Algunas sustancias especificas
usadas en estas digestiones son TRIS, dodecil sulfato de sodio, la proteinasas K,
y algunos buffers de fosfatos. Si la extraccion ocurre cerca de un valor de pH de
6.2. El tratamiento con enzimas ha demostrado ser un paso seguro para su
extraccion empleando quimica hiumeda porque no compromete la muestra de
ninguna manera. Las extracciones acidas y basicas sirven para hidrolizar la
cocaina.

3.3.2. DIGESTION Y EXTRACCION

La extraccion es el paso en el cual la droga es aislada de la matriz del cabello, se
purifica, y se concentra. Un buen método de extraccion debe aislar toda la droga
del cabello y no degradar la muestra. Se ha estudiado la extraccién con metanol,
asi como extracciones acido/base y la extraccion enzimatica. La extraccion con
metanol es asombrosamente buena para muchas (pero no todas las) drogas,
mientras que los acidos y las bases pueden causar la hidrdlisis, de los productos
los cuales pueden ser idénticos a los metabolitos. La extraccion enzimatica es
adecuada y se obtienen buenas recuperaciones, pero implica el uso de tioles
desagradables. La extraccién por los métodos liquidos es dependiente de
trabajo, consumidora de tiempo, y es por lo tanto costosa. Una técnica de
extraccion que es popular y parece ser un candidato probable a la
estandarizacion es la extraccion de fluido supercritico usando el CO2. La
extraccion de fluido supercritico es facil, rapida, suave, y no degrada la muestra
del cabello. Las condiciones de la extraccién que usan el CO2 supercritico
pueden ser cambiadas facilmente cambiando la presion, la temperatura. La
muestra de cabello es primero “aclarada” con CO2 supercritico que no aislé a la
cocaina de la matriz del cabello. Una solucién denominada modificante, se
agrega al CO2 para permitir la extraccion de la cocaina de la matriz del pelo.
Algunos modificantes empleados son: CO2/MeOH/EtOH/H20. La desercion de
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la cocaina de la matriz es el punto critico que limita la extraccion, asi que la
extraccion es muy dependiente en la matriz del cabello.

La extraccion de fluido supercritico da recuperaciones excelentes de la cocaina
y de sus metabolitos, es simple, rapido, y se puede aplicar a muchos tipos de
drogas. La extraccion fluido supercritico se puede también juntar facilmente en
linea con muchas técnicas cromatograficas para evitar la contaminacién y dar
una deteccion mejor.

3.3.3 DETECCION Y CUANTIFICACION.

Una variedad de métodos de detecciéon también se utilizan en andlisis de la
drogas de abuso en cabello. La mayor parte de estas técnicas son
cromatograficas, porque la cromatografia brinda la sensibilidad y la
selectividad requeridas. La primera técnica utilizada no era sin embargo una
técnica cromatografica. Era el montaje del radioinmunoensayo, que todavia se
utiliza en algunos casos para la investigacion porque resuelve las necesidades
de la sensibilidad, del rendimiento de procesamiento, y de la simplicidad
necesaria en estos casos. Todos los resultados de esta técnica se deben verificar
con GC-MS y esta técnica implica el usar los reactivos radiactivos. La
especificidad de la técnica del analisis del radioinmunoensayo se limita a las
clases de drogas y no permite la identificacion especifica de la droga. La
cuantificacion no es posible con esta técnica tampoco.

Las técnicas mas populares incluyen el TLC, el HPLC, el LC, la Cromatografia
Gaseosa, y GC-MS. Las técnicas cromatografia en capa fina (TLC) poseen una
sensibilidad limitada, su rendimiento se mejora con la derivacién quimica, lo
que da lugar una técnica denominada de alto rendimiento (HPTLC). La
deteccion con Fluorescencia se utiliza generalmente con la deteccién del TLC de
la cocaina. La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) es también util
para la deteccidn de cocaina en muestras de cabello. Es mas conveniente que
otras técnicas cromatograficas para los extractos biologicos. La sensibilidad y la
selectividad pueden ser excelentes con los detectores electroquimicos y de
fluorescencia. Debido a que pueden manejar altas cantidades de trabajo y se
automatizan facilmente.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) se
considera el estandar de oro en la prueba de cabello. Casi todos los resultados
positivos encontrados fueron confirmados por GC-MS y es generalmente la
Unica prueba que se acepta en las cortes. GC-MS es la herramienta de eleccion
porque tiene buena sensibilidad, selectividad, especificidad, un alto grado de
estandarizacion, tiene un rendimiento de procesamiento de muestra, y
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robustez del instrumento. La Cromatografia Gaseosa (CG) es una técnica
utilizada para la separacién y andlisis de mezclas de sustancias volatiles. La
muestra es volatilizada e introducida en un flujo de un gas apropiado
denominado fase mdvil (FM) o gas de arrastre. Este flujo de gas con la muestra
volatilizada pasa por un tubo conteniendo la fase estacionaria FE (columna
cromatografica), donde ocurre la separacion de la mezcla. La FE puede ser un
s6lido adsorbente (Cromatografia Gas-So6lido) o, mas cominmente, una pelicula
de un liquido poco volatil, soportado sobre un sélido inerte (Cromatografia Gas-
Liquido con Columna Empaquetada o Rellenada) o sobre la propia pared del
tubo (Cromatografia Gaseosa de Alta Resolucion). En la cromatografia gas-
liquido (CGL), los dos factores que gobiernan la separacion de los
constituyentes de una muestra son:

e Solubilidad en la FE: cuanto mayor es la solubilidad de un constituyente
en la FE, éste avanza mas lentamente por la columna.

e Volatilidad: cuanto mas volatil es la sustancia (o, en otros términos,
cuanto mayor es la presion de vapor), mayor es su tendencia de
permanecer en estado gaseoso y mas rapidamente avanza por el
sistema.

Las sustancias separadas salen de la columna disueltas en el gas de arrastre y
pasan por un detector; dispositivo que genera una sefial eléctrica proporcional
a la cantidad del material eluido. El registro de esta sefial en funcién del tiempo
es el cromatograma, en donde las sustancias aparecen como picos con areas
proporcionales a sus masas, lo que posibilita el andlisis cuantitativo y que es
dado por la espectrometria de masas.

El espectrometro de masas es un instrumento que permite analizar con una
gran precisidon la composicion de diferentes elementos quimicos e is6topos
atomicos, separando los nucleos atémicos en funcién de su relaciéon masa-carga
(m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes elementos quimicos que
forman un compuesto o determinar el contenido isotépico de diferentes
elementos en un mismo compuesto. El espectrometro de masas mide razones
carga/masa de iones, calentando un haz de material del compuesto a analizar
hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes atomos. El haz de iones produce un
patrén especifico en el detector que permite analizar el compuesto quimico. La
ionizacion quimica es mas sensible que el Inmunoensayo y esta llegando a ser
mas popular. Las ventajas de GC-MS sobre otras técnicas incluyen una cantidad
minima de uso de la muestra y la capacidad de analisis para las siete drogas
mas importante es mas funcional. La Unica critica de GC-MS es que requiere la
derivacion de los compuestos extraidos y por lo tanto introduce un paso
adicional con las labilidades asociadas.
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3.4. CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.4.1.CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia es un método de separacién basada en las diferentes
interacciones entre los componentes de la muestra con la fase mévil y la fase
estacionaria, a medida que los componentes migran a través de un medio de
soporte. Los compuestos que interaccionen con mas fuerza con la fase
estacionaria se retienen durante mas tiempo en el medio que aquellos que
favorecen la fase movil. Las técnicas cromatograficas se pueden clasificar de
acuerdo con su fase movil: cromatografia de gas liquida. En la figura se muestra
un cromatograma tipico que representa la concentracién de cada compuesto
detectable que eluye de una columna en funciéon del tiempo. El tiempo de
retencion (tr) es el tiempo en que tarda un compuesto en fluir. Este valor es
caracteristico de un compuesto y se relaciona con la fuerza de su interaccion,
con la fase estacionaria y con la fase mdvil. Asi, el tiempo de retencion puede
emplearse para determinar la identidad de un compuesto. Este ejemplo, se
separan para determinar la identidad de un compuesto. En este ejemplo, se
separan dos compuestos y se representan sus tiempos de retencion por (tri) y
(trz). Estos son tiempos de retencion sin corregir y se miden a partir del tiempo
de inyeccion, t = 0.

La habilidad de una columna para separar dos compuestos dependen de dos
factores: 1) la diferencia de retencion de ambos compuestos o factor de
capacidad (K’), y 2) la amplitud de sus picos, Wb. El valor de K" puede
calcularse a partir de la siguiente ecuacion:

K = (tri- tm)/tm 0 tr1/tm

Donde:
tmes el tiempo de retencion de un compuesto no retenido
tr1 es el tiempo de retencion corregido

Otra medida derivada del calculo del factor de capacidad es el factor de
selectividad (o) o retencion relativa de los solutos. Se emplea una relacién de
ambos factores de capacidad para calcular el factor de selectividad. Para medir
la amplitud del pico deben trazarse tangentes a los lados del pico hasta la base.
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La distancia entre dos lineas intersectantes esta representada por Wy. Para
calcular el nimero teérico de placa (N), se emplea la siguiente ecuacion:

N=16(tz/Wp)?

Un numero de placa no posee unidades, y cuanto mayor sea el valor de (N) para
una columna, mayor sera la eficiencia de separacién. Los efectos combinados
de la eficiencia del disolvente y la eficiencia de la columna se expresan como la
resolucion (Rs) de la columna.

Rs=2(tr2-tm)/(Wb1 + Wh2)

La concentracién de un compuesto desconocido se averigua a partir de la altura
maxima (h’) del pico y puede calcularse empleando un integrador o el método
de estandarizacion interna.
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Figura 3.4.1.1 Muestra dos compuestos que fueron separados por la columna
cromatografica, desde un tiempo inicial, en el que se fueron eluyendo de acuerdo a su
polaridad, teniendo un tiempo de retencién caracteristico para cada compuesto.

La cromatografia de gases (GC) es util para los compuestos que son volatiles en
su estado natural o que pueden convertirse con facilidad en una forma volatil.
La GC ha sido un método ampliamente utilizado desde hace décadas gracias a
su elevada resolucion, bajos limites de deteccion, precision y corto tiempo de
analisis. Sus aplicaciones incluyen varias moléculas organicas, incluyendo
drogas de abuso. La retencion de un compuesto en una GC esta determinada
por su presion de vapor y su volatilidad, las cuales, a su vez, dependen de su
interaccion con la fase estacionaria.
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Dos tipos de fase estacionaria muy utilizados en la GC son un sé6lido absorbente
(cromatografia de gas-sélido [GSC]) y liquidos que recubren soportes solidos
(cromatografia de gas-liquido [GLC]). En la GSC, el mismo material
(generalmente aluminio, silice o carbono activado) funciona como fase
estacionaria y como soporte. Aunque éste fue el primer tipo de fase
estacionaria desarrollada, no tiene un uso tan extendido como otros tipos
debido, principalmente, a la fuerte retencién polar y la baja cantidad de solutos
volatiles de la columna. La GLC utiliza fases liquidas como polimeros,
hidrocarburos, fluorocarburos, cristales liquidos y sales organicas volcanicas
para recubrir el soporte de material s6lido. La arena de diatomeas separada en
rangos de tamafio apropiados se usa con frecuencia como fase estacionaria
porque es una sustancia Inorganica estable. El uso de columnas capilares de
silice fundido, en las que la fase estacionaria estd quimicamente unida a la
superficie interna de la columna, se esta haciendo cada vez mas popular entre
los cromatégrafos. La ventaja de este tipo de columna es que la fase
estacionaria no sale del soporte s6lido y pasa al detector, y se consigue una
capa monomolecular uniforme de fase estacionaria mediante el proceso de
conjugacion quimica.

En la Figura 3.4.1.2 se ilustran los componentes de un sistema tipico de GC. Su
disefio basico consiste en cinco componentes: un cilindro de gas como fuente
de fase mdvil, un Inyector de la muestra, una columna, un detector y un
ordenador para la adquisicion de datos. Estos sistemas pueden estar
automatizados para dar al usuario una separacion mas precisa y eficiente. La
fase movil (gas de arrastre) empleada en la cromatografia de gases suele ser un
gas inerte como el nitrégeno, helio, hidrégeno o argén. Otras sustancias
empleadas como fase mévil incluyen vapor y fluidos supercriticos. Ejemplos de
éstos son el diéxido de carbono, el 6xido nitroso y el amonio. El gas de arrastre
debe ser de gran pureza, y el flujo debe estar muy controlado para asegurar una
eficiencia 6ptima de la columna y la reproducibilidad de los resultados. Las
muestras se introducen en la GC mediante una jeringa hipodérmica o un
sistema automatizado. Una aguja atraviesa un septo elastico contenido en el
interior del puerto inyector. Cada puerto inyector se calienta a temperaturas
muy elevadas. Las muestras se vaporizan y pasan al interior de la columna. Si la
molécula de interés no es suficientemente volatil para una inyeccion directa, es
necesario derivarla a otra forma mas volatil.
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La Figura 3.4.1.2 Representa los componentes esenciales de un Cromatégrafo de
Gases acoplado a un Espectémetro de Masas.

3.4.2. DERIVATIZACION

La derivatizacion es el proceso en el que se modifica quimicamente un
compuesto para producir uno nuevo que contenga propiedades que le sean
satisfactorias para el andlisis de GC.

Esto permite el incrementar la volatilidad de sustancias polares de alto peso
molecular, incrementa la estabilidad y aumenta la detectabilidad, minimizando
las perdidas en la manipulacién y ayuda a separar los picos de las muestras de
los picos del solvente, asi como también reduce la absorcién en la superficie
activa de las paredes de la columna.

La mayoria de las reacciones de derivacién pertenecen a uno de los tres grupos
siguientes: sililacidn, alquilacion y acilacién. La sililacion es la técnica mas
comun que sustituye hidrégenos activos de los compuestos por grupos de
trimetilsilil (TMS), la cual ocurre por un ataque nucleofilico (SN2), donde los
reactivos de sililacion primeramente reaccionan con el agua y grupos alcohol
(primario > secundario > terciario), seguidos de grupos Carboxilo > Amina >
Amida. Estos reactivos requieren de calor con temperaturas menores de 60 °C
cerca de 10-15 min para prevenir un rompimiento. Esta sustitucion nucleofilica
resulta en una forma mas volatil que ademas es menos polar y mas estable
térmicamente.

La acilacion en comparacion con la sililacion, es que los reactivos acilizantes
actian con moléculas altamente polares, asi como con componentes
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multifuncionales como carbohidratos y aminoacidos. Y la alquilaciéon es usada
para modificar hidrégenos acidos como los acidos carboxilicos y los fenoles,
formando ésteres o éteres, teniendo como ventaja que puede ser usado en la
sililacion y la acilacion. Ejemplos de otras técnicas de muestreo son el muestreo
heads-pace y la pirolisis.

S \0 Analito CF;
+ H—Y - Y—Si(CH,); +
/‘\ / e N¢<
\N / .
P \ / o 0—Si(CH ),
Si(CH 3,
BSTFA

La Figura 3.4.2.1 Mecanismo de Reaccién General de la derivatizacion.

La retencion de compuestos en una columna de GC también puede ajustarse
modificando la temperatura de la columna. La temperatura de la columna
afecta a la volatilidad de los compuestos y, por tanto, al grado de su interaccion
con la fase estacionaria. Mediante la seleccion apropiada de la temperatura de
comienzo y la temperatura del gradiente durante el proceso puede conseguirse
una buena resolucién tanto de compuestos fuertemente retenidos como de los
que se retienen débilmente. La columna de GC, encerrada en un horno de
temperatura controlada, puede ser una columna empaquetada o una columna
capilar. Las columnas empaquetadas normalmente son de 1 m a 5 m de largo y
de 2 mm a 4 mm de didmetro, y estan rellenas de una fase estacionaria. Las
columnas capilares oscilan entre 5 m y 100 m de longitud, y de 0,1 mm a 0,8
mm de didmetro, y poseen la fase estacionaria en su superficie interior. Las
columnas capilares generalmente poseen una mayor eficiencia y mejores
limites de deteccion. Sin embargo, las columnas empaquetadas poseen una
mayor capacidad, haciéndolas mas utiles para los trabajos de purificacion. Los
ejemplos de detectores empleados en una GC incluyen un detector de
ionizaciéon de llama, un detector de conductividad térmica, un detector de
fosforo de nitrogeno, un detector de captura electronica, un detector
fotométrico de llama y un detector espectrofotométrico de masas. Los
detectores de ionizacion de llama (FID) son ampliamente utilizados y son
capaces de detectar casi todos los compuestos organicos y muchos inorganicos.
Este tipo de detector mide los iones producidos por los compuestos cuando se
queman con una llama de aire de hidrégeno. Los iones son recolectados por un
electrodo, de modo que se produce una corriente eléctrica. Generar resultados
a partir de la sefial analoga producida por el detector se consigue gracias a
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sistemas basados en microprocesadores. Pueden ser integradores personales,
estaciones de trabajo o sistemas de automatizacion de laboratorio.

La Figura 3.4.2.2. Las columnas capilares son de silice fundido-(vidrio purificado de
silicato) capilar (normalmente 10-100 m de longitud y 250 u m de didmetro interior), que
ha revestido la fase estacionaria en la superficie interior. Las columnas capilares
proporcionar mucho mayor eficiencia de separacion de las columnas empaquetadas, pero
son mas faciles de sobrecarga por el exceso de muestra.

3.4.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas esta basada en la fragmentacion e ionizacidon de
moléculas empleando una fuente de energia apropiada. Los fragmentos de
masa resultantes y su abundancia relativa dan un espectro de masas
caracteristico de la molécula inicial. Antes de que pueda detectarse y
cuantificarse un compuesto por espectrometria de masas debe aislarse por otro
método, normalmente por GC. Con la combinacién de GC y la espectrometria de
masas se consigue una gran especificidad y sensibilidad. Un sistema de
espectrometria de masas tipico se compone de una unidad de entrada, una
fuente idnica, un analizador de masa, un detector idénico y una unidad de datos.
La unidad de entrada admite las muestras al interior del espectrémetro de
masas. Cuando el instrumento forma parte de un equipo GC/MS, la unidad de
entrada debe calentarse para mantener los compuestos volatiles en un estado
de vapor cuando entran en la fuente idnica. Ademas, debe eliminar la mayor
parte del gas de arrastre para adaptarse a la condicién de vacio fuerte necesaria
para la operacién de espectrometria de masas. La fuente i6nica se mantiene en
condiciones de alta temperatura y vacio para proporcionar las condiciones
apropiadas para la ionizacion de las moléculas vaporizadas de la muestra. Se
encuentran disponibles varios tipos de fuentes energéticas para ionizar las
moléculas de la muestra. Una fuente muy utilizada es un haz de electrones
producidos por un filamento caliente. El proceso de bombardeo de la muestra
con electrones se llama ionizaciéon por impacto electréonico. Otros procesos de
ionizacion incluyen 1) ionizaciéon quimica, en la que las moléculas de la muestra
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se ionizan con un gas reactivo que ha sido ionizado por un haz electrénico y 2)
bombardeo atémico rapido, en el que una muestra sélida se ioniza mediante un
haz de atomos, como puede ser de argoén.

Un espectrometro de masas organiza los iones de la molécula original y sus
fragmentos idnicos resultantes de acuerdo con su relaciéon masa/carga. Los
espectrometros de masa pueden ser de tres tipos diferentes: de sector
magnético, cuadrupolo y de trampa ionica. En un espectrémetro de masas de
sector magnético, un voltaje muy alto acelera los iones, de modo que los saca de
la fuente idnica y los introduce en un campo magnético. La curva que describe
un ion en su salida depende de su relacion masa/carga, de la fuerza del campo
magnético y del voltaje aplicado. EI campo magnético o el voltaje pueden
variarse para permitir la salida selectiva de iones al campo magnético. En el
espectrometro de masas de cuadrupolo (Fig. 3.4.3.1) se aplica una corriente
eléctrica directa y voltajes de radiofrecuencia de magnitudes seleccionadas
sobre dos varas metalicas. S6lo los iones de una determinada relacion
masa/carga pueden pasar sin desviarse al final de las varas, donde seran
detectados. Todos los demas iones poseen trayectorias inestables a lo largo del
recorrido y se desvian hacia las varas, de modo que nunca alcanzan el detector.

Una forma moderna de espectrometro de masas muy utilizada es el
espectrometro de masas de trampa ionica (Fig. 3.4.3.1). Funciona como un
analizador de masas y como unidad de fuente idnica. Tiene tres electrodos en
forma de anillo y dos tapas en los extremos que producen iones en la cavidad
hasta que se envian al detector idnico como resultado de la variacion del voltaje
de la radiofrecuencia del anillo de electrodos. Una ventaja fundamental de este
tipo de analizador es su habilidad para conseguir espectros de masas
completos a concentraciones muy bajas de muestra. El detector i6nico en la
espectrometria de masas suele ser un multiplicador electrénico o un detector
de conversion de iones en fotones. En un multiplicador electrénico, los iones
golpean el primer dinodo del detector que desencadena la liberacién de
electrones secundarios. Se produce una cascada de electrones similar a la que
se da en un tubo fotomultiplicador, resultando en una amplificaciéon de
aproximadamente un millén de veces. En un detector de conversion ion-fotén,
los iones golpean un fésforo que emite un fotén por cada ion. A continuacion,
un tubo fotomultiplicador convencional amplifica la sefial. La unidad de datos
procesados es una parte indispensable de un espectrémetro de masas
moderno. Controla los multiples parametros de operacion de los componentes
del instrumento y almacena y analiza gran cantidad de datos. Las librerias de
referencia de espectros de masas de compuestos conocidos estan Incorporadas,
de modo que el ordenador puede buscar en ellas y compararlas con el espectro
de la muestra para su identificacién. En los ultimos afios se han introducido
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varios espectrofotémetros de masas de sobre mesa para las medidas clinicas y
toxicoldgicas de rutina. Un instrumento tipico de cuadrupolo es el modelo 5971
MSD de Hewlett Packard e instrumentos tipicos del tipo de trampa idnica
incluyen el Finnigan MAT y el Varian Instruments Saturn 3 GC/MS.
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Figura 3.4.3.1. Dos de tres diferentes tipos de espectrémetro, que nos sirve para
identificar y cuantificar el analito deseado.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El andlisis de cabello ha sido de mucha controversia asi como sus aplicaciones
en cortes federales y en situaciones de empleo. Estas controversias varian en
cuanto a la contaminacién externa debidas a los tratamientos con cosméticos
asi como por factores étnicos. La cantidad de muestra debe ser generalmente
pequefia o minima debido a las preocupaciones de tipo estética, por
consiguiente  las concentraciones de drogas en cabello son pequefias
requiriendo un protocolo adecuado que incluya un instrumento sensible y una
metodologia especifica de deteccidn.

La matriz del cabello es compleja y variable (haciendo un cociente de la
cantidad de cocaina detectada con respecto a la cantidad que se incorpora en el
cabello lo que también provoca controversia). Sugiriendo que las drogas de
abuso se incorporan a la matriz del cabello por medio de la sangre, el sudor, y la
contaminacién externa, siendo esta contaminaciéon externa por medio del
contacto con restos de cocaina. Sigue siendo desconocido si la presencia de la
droga esta limitada a la matriz, a las fibras de queratina o a las fibras de
melanina en el cabello. Mientras que los problemas asociados a la metodologia
analitica necesaria para detectar cantidades razonables de drogas en cabello
con una buena especificidad se deben a una comprensiéon mas clara de la
incorporacion de la cocaina en el cabello.

Las preguntas sobre el factor étnico se presentan en cuanto a las estructuras
diversas y porosidad del cabello de las diferentes razas. Asi como las
diferencias entre el género. La determinacién de un valor de corte estandar
entre una muestra positiva y una negativa. Otro factor es la cantidad de droga
injerida no correlaciona a la cantidad de droga encontrada en cabello ya que en
algunos estudios cantidades mas grandes se han encontrado en cabello de
usuarios ocasionales que en usuarios frecuentes. Por ello todavia no se
determina la cantidad de cocaina injerida por un individuo debido a esta
restriccion.

El tratamiento cosmetoldgico del cabello es un factor mas que conduce a un
nivel de deteccién disminuido de cocaina, que aplica también para otras drogas
presentes, en el cual se ha visto esta problematica en individuos cuantificados
antes del tratamiento cosmético. Los tratamientos cosméticos de cabello que
afectan negativamente la deteccion de cocaina incluyen el colorante y
blanqueador, quienes generan cambios en la porosidad del cabello.
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Hay varias preguntas por contestar con respecto al analisis de cabello: (1) ;Cual
es la mejor manera de preparacidon de cabello para ser analizado? (2) ;En qué
medida es la contaminacién externa y como puede ser eliminada? Y (3) ;qué
constituyen un resultado positivo o negativo? Por lo tanto, mientras que puede
ser alcanzada las respuestas a las preguntas con respecto al analisis de cabello
para la deteccion de cocaina, la investigacion adicional es necesaria hacer la
técnica una metodologia practica.

Las muestras que se utilizan en la mayor parte de la prueba controlada son,
desafortunadamente, no auténtico debido a la insuficiencia de donantes
realmente positivos. Las muestras “auténticas” usadas en laboratorios son
preparadas empapando el pelo en soluciones de cocaina por medio de
soluciones buffer de fosfatos salinos. La “contaminacion” producida no es
idéntica a la contaminacidon puramente externa o interna que limita su eficacia
como estandares para las muestras verdaderas del pelo. Los procedimientos se
han desarrollado para quitar a la mayoria de contaminacidon externa y los
criterios se han desarrollado para distinguir externo de la contaminacion
interna.

Se ha conducido una tentativa de determinar los valores para los resultados
positivos y negativos. De acuerdo al uso del cabello empapado en soluciones de
cocaina conocida que permite la calibracién y la optimizaciéon de un método
interno.

La cocaina es encontrada en concentraciones de rango de ng/mg de cabello. En
casos de abuso de cocaina, la cocaina es la que se encuentra mas usualmente
que los metabolitos en el cabello. Esto es debido al tiempo de incorporacion
rapido y no a los tiempos de vida media de las sustancias ya que la vida media
de la cocaina es mucho mas corta que cualquiera de sus metabolitos.

Debido a la ambigiiedad de la ingestion real de la droga y la posibilidad de
contaminacién externa, la prueba del pelo puede tener 3 resultados. Estos
resultados son positivos, negativos, o contaminacién pero ningin uso de la
cocaina. La contaminacidén pero no el uso tiene dos categorias mas como son la
contaminacién trivial y la contaminacién extensa. La contaminacion trivial
excede el valor para una medida pequefia. Estos resultados se encuentran
generalmente para los sujetos que pasan mucho tiempo en presencia de
usuarios que consumen drogas de abuso. La contaminacién extensa se
encuentra en los casos de traficantes y de otros que estan implicadas en el
manejo de las drogas de abuso, pero quiénes no son usuarios activos. Estos
valores exceden el valor de corte perceptiblemente.
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El método de incorporaciéon de drogas en cabello también ha sido motivo de
mucha discusion y sigue siendo incierto. El modelo mas simple propone que se
produce por difusiéon pasiva de las drogas provenientes del torrente
circulatorio y que penetran a las células en el foliculo piloso. La droga entonces
estd limitada firmemente en la matriz del eje del pelo con la Queratogénesis, o
atada a las fibras de la queratina del cabello. También se cree que el sudor juega
un papel importante al contaminar con las drogas o sus metabolitos de una
manera externa en el cabello. Otros componentes del cabello a los cuales la
cocaina puede unirse y que debe ser considerada; son Melanina, Queratina, y
complejos de la membrana de la célula. La matriz del cabello no sélo causa
dificultades en la determinacion de la acumulacion de la droga, sino también en
la forma de extraer la droga en el cabello.

Aunque hay mucha controversia que rodea el procedimiento del analisis del
cabello, un buen avance se ha hecho estos ultimos afios para eliminar muchos
de los problemas con el procedimiento. Aunque el método de incorporaciéon de
drogas en cabello y de la relacion directa entre la cocaina y sus metabolitos no
se ha determinado, la investigacion se estd conduciendo en estos campos para
ayudar a eliminar estos problemas. La prueba del cabello ha sido reconocida y
regulada por la sociedad de toxicologos forenses y aceptada por las cortes de la
ley en algunos tipos de casos. Es también importante determinar si el resultado
positivo proviene de una persona que ingiere la droga o si es el producto de la
exposicion de una persona inocente al humo de la droga y de forma pasiva dio
un resultado positivo a través de entrada externa. Aunque no se acepta
rutinariamente en instituciones internacionales, el analisis de cabello para las
drogas de abuso se consolidara como una técnica aceptada puesto que las
técnicas son universales y los estandares para la preparacion y la deteccion
para las drogas del abuso se estan desarrollando.
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5. OBJETIVOS.

5.1. GENERAL:

Desarrollar una metodologia para la determinacién de cocaina y/o
metabolitos por medio de cromatografia de gases acoplada a
espectometria de masas para realizar analisis confirmatorios en
operativos antidoping 6 en cortes legales.

5.2. PARTICULARES:

Estandarizar las técnicas de lavado, extraccion, digestiéon y medicion de
cocaina y/o metabolitos en cabello, por medio de la correlacién de
concentraciones utilizando Cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM) para realizacion de un método de
rutina aceptable.

Estandarizacion de la metodologia analitica desarrollada para la
deteccién y cuantificacidon de cocaina y su metabolito en cabello

Determinar si el método puede ser usado en aplicaciones de antidoping,
forenses y administrativas, de acuerdo a las caracteristicas de la
metodologia realizada, para la aseveracién de un analisis que ayude a
descartar o encontrar un resultado positivo el cual nos permita un
engafio virtual.

OBJETIVOS
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6. HIPOTESIS.

Si la cocaina y su metabolito la benzoilecgonina se bioacumulan en cabello a
niveles detectables entonces sera posible desarrollar, optimizar y estandarizar
la metodologia analitica para su deteccién y cuantificacién por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas, siendo factible la aplicacién de la
metodologia analitica en consumidores de Cocaina.

HIPOTESIS
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7. DISENO DE INVESTIGACION.

La técnica empleada es de caracter experimental para la busqueda y
optimizaciéon de una metodologia para la determinaciéon de metabolitos de
cocaina es a través de criterios Cromatograficos. Evaluando muestras de
caracter presuntivo salidas por métodos de inmunoensayo en los laboratorios
que emplean metodologias en el andlisis de antidoping para poder asi describir
una serie de pasos que nos lleve a encontrar cocaina y/o metabolitos en el
cabello y poder asi formar un esquema integro para la detecciéon de consumo de
cocaina.

7.1. MATERIAL Y EQUIPO

Cromatografo de Gases CP- 3800 de Varian instruments.

Detector: GC/MS/MS Saturn 2200 de Varianimsteuments.
r GALLENKAMP PLm e

‘r RIOSSA.

Vortex Deluxer Mixer.

Reactivos analiticos J.T. Baker de grado de pureza HPLC.
de DADE BEHRING.
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7.2. METODO

Toma de
Muestra

Digestion

1
3

Deteccion

Extraccion

o .
; 3
!. *
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7.3. POBLACION.

Se admite a toda poblaciéon que muestre resultados positivos o no a alguna
droga, a partir de un andlisis presuntivo para la comparacién, relaciéon y
control de los procedimientos realizados que pueda reflejar resultados
concluyentes, cuya poblacion incluye tres tipos:

e Personas de ABSTINENCIA: Definida como una persona que es
consumidora de una droga.

e Personas de USO: Considerada como persona consumidora de una
forma puntual y esporadica.

e Personas de ABUSO: Aquella persona que hace un consumo abusivo de
una droga cuando la consume en dosis altas y/o de una forma reiterada y
por lo tanto con riesgo de poner en peligro su salud fisica, mental y
social, incluyendo también la de las personas de su entorno.

Esto conlleva a la comparaciéon de los diferentes consumidores para poder
tener una relacién entre las cantidades extraidas con respecto al consumo.

DISENO DE INVESTIGACION
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7.4. CRITERIOS.

Inclusioén: Individuos que muestren o no, en un analisis presuntivo, positividad
y presenten una cabellera de por lo menos 1 cm de largo para poder obtener
una muestra, la cual deberda ser tomada desde la raiz abarcando un volumen
que sea mayor o igual a 100mg de cabello.

Exclusion: Aquellas personas que no presenten una cabellera de por lo menos
1 cm de largo o muestra que no sea equivalente a 100mg de cabello.

Eliminacion: Sera eliminada toda aquella que no presente cabello.

Variable: Las muestras analizadas presentaran una positividad o negatividad
dependiendo del consumo de droga, asi como la idiosincrasia de cada individuo
que pueda variar la relacion Cocaina - Benzoilecgonina.

Las muestras de cabello analizadas fueron de procedencia de antidoping
realizados a policias estatales que resultaron con un presunto positivo por
técnicas de inmunoensayo en orina. Las cuales se obtuvieron de manera usual,
del vértice posterior de la cabeza cuidando la raiz, con una dimensién de 100
mg a 200 mg e identificadas cada muestra para ser enviadas finalmente para
realizar la metodologia elaborada para el analisis confirmatorio.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION
DE COCAINA.

Solucion Salina.

La soluciéon salina al 0.9 % también denominada Suero Fisioldgico, es la
sustancia cristaloide estandar, es levemente hipertonica respecto al liquido
extracelular y tiene un pH Aacido. Se adicionan 0.9g en 100 mL de agua
desionizada.

Solucion Reguladora de Fosfatos pH de 6.5.
Disolver 0.44g de fosfato dibasico de sodio y 0.60g de fosfato monobasico de
sodio en agua y diluir a 250 ML

Solucién 1N Acido Clorhidrico.

Agregar 100 mL de a gua y adicionar 21.5 mL de acido clorhidrico y seguir
adicionando agua desionizada hasta alcanzar los 250 mL dejandola enfriar a
temperatura ambiente.

Solucién 0.1N Acido Clorhidrico.
Agregar 100 mL de a gua y adicionar 2.15 mL de acido clorhidrico a agua
desionizada hasta alcanzar los 250 mL y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Solucion 1N Hidréxido de Sodio.
Colocar 10 g de hidroxido de sodio en bafio de hielo y llevarlo al afore hasta los
250 mL.

Solucion 0.1N Hidroéxido de Sodio
Colocar 1 g de hidroxido de sodio en bafio de hielo y llevar al afore hasta los
250 mL.

PARTE EXPERIMENTAL
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Preparacion de controles.

Se purificé cocaina decomisada en un operativo antidoping con éter y metanol
uno a uno, la cual fue ocupada para la preparacion del estandar. Se prepara una
solucion de cocaina con una concentracién de 1mg/mL adicionando 100 mg de
cocaina purificada en 100 mL de agua.

Control Positivo.

Alrededor de 100 mg de cabello no presuntivo se le adiciona 1 mL de solucién
de cocaina y 3 mL de solucion salina, se deja incubar por 24 hrs a 60 °C, pasadas
estas se retira el sobrenadante y se deja secar a sequedad para su posterior
analisis.

Control Negativo.

Alrededor de 100 mg de cabello no presuntivo se le adiciona 3 mL de solucidn
salina, se deja incubar por 24 hrs a 60 °C, pasadas estas se retira el
sobrenadante y se deja secar a sequedad para su posterior analisis.

8.2. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Lo ideal, aunque en ocasiones problematico es remitir el cabello sin tintes ni
contaminantes externos. Por lo que respecta a tintes, escoger las porciones mas
recientes que se vean no tefiidas.

La toma de muestra de pelo deberia ser realizada a nuestro criterio por
personal debidamente entrenado.

Deben ser obtenidas en un ambiente no contaminado por las drogas,
debiéndose colectar una cantidad suficiente de muestra tal que la misma
permita repetir los analisis en caso de ser necesario.

Se recomiendan los siguientes pasos generales de coleccion de muestra:

o« El pelo deberia colectarse de la regién posterior de la cabeza,
prefiriéndose ésta area porque un 85 % de ella presenta pelo en fase de
crecimiento activo y por lo tanto mayor cantidad de droga podria fijarse
en ella.

o Elpelo debe ser cortado tan préximo como sea posible al cuero cabelludo
o la piel si es de otra region del cuerpo.

PARTE EXPERIMENTAL
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o El peso de la muestra adecuado para permitir los estudios de screening y
de confirmacién podria ser de unos 100 - 200 mg, (cantidad equivalente
al didametro de un lapiz).

o Para su almacenamiento el pelo podria guardarse en un folio de aluminio
que garantiza su integridad y previene su contaminacion, asi como en
una bolsa de papel, frasco de plasticos adecuadamente rotulados.

o Las muestras pueden ser conservadas a temperatura ambiente.

e Si la muestra pilosa se encuentra mojada, secarla y acondicionarla
correctamente para su posterior analisis.

o Personas con pelo largo:

o Horizontalmente separar el cabello a la altura de a mitad de la
parte de detras de la nuca, separandolo hacia arriba apoyandolo
en la cabeza. Cortar unos 2-3 mechones de cabello justo en la parte
que queda en la base en contacto con la nuca. Puede cortarse con
tijeras de acero inoxidable o navaja.

« Personas con pelo corto:

o Cortar mechones de cabello de las partes mas cercanas al cuero
cabelludo o a la nuca y en cantidad suficiente para el analisis.

o Envio al laboratorio: colocar el cabello dentro de la tarjeta de recogida.
Rotular con el nombre del paciente, direccién y teléfono. No olvidar
cumplimentar todos los datos que constan en la ficha.

8.3. LAVADO (Preparacion de las muestras.)

Este paso sirve para el retiro de algunos cosméticos y grasas que puedan
afectar la determinacion.

Se pesan de 50 a 100 mg de muestra y se colocan en un tubo de ensaye de 13 x
100 a éste se le adiciona 3 mL de cloruro de metileno por 30 seg y se retira el
sobrenadante el cual es transferido a otro tubo. Seguidamente se realiza un
segundo lavado con agua al mismo volumen y tiempo del primero y se
transfiere en el mismo tubo del primer sobrenadante y finalmente se realiza el
tercer lavado con 3 mL metanol con un tiempo de 10 seg y se lleva a sequedad
el cabello a 60 °C para eliminar cualquier solvente. El tiempo de agitado
disminuye debido a que el mismo metanol puede arrastrar la cocaina y ver
afectada la deteccion, por ello se realiza una prueba presuntiva en el equipo
Dimension al mezclado de los sobrenadantes llevandolos a sequedad y
reconstituyéndolos con solucion buffer de fosfatos de pH 6.5 con 1 mL. Con
unidades mayores a 1000 la reconstitucion de los sobrenadantes sigue el
mismo procedimiento que el analisis de cabello.
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8.4. DIGESTION (Degradar el cabello sin afectar el analito.)

La finalidad de la digestion es la de abrir la porosidad o degradacion del cabello
para que libere la doga sin afectar la estructura molecular de la cocaina.

Esto se realiza cortando el cabello en trocitos de alrededor de 1-2 mm de largo
obtenido de los lavados y pulverizandolo con el mortero hasta una apariencia
de lo mas fino, teniendo cuidado de que este no caiga fuera del mortero para no
tener perdidas en la deteccion. Este pulverizado se recolecta y se coloca en un
tubo de ensaye de 13 X 100, adicionando 1 mL de HCI 0.1N e incubado por 24
hrs a 60 °C. Puede reducirse el tiempo de incubacién a 1 hrs utilizando HCI con
una concentracion de 1N con el riego de metabolizar la cocaina en
Benzoilecgonina.

Esta digestion se detiene adicionando 1 mL de NaOH 0.1N o dependiendo de la
concentracion utilizada, de tal manera que hay una neutralizacion acido-base y
se estabiliza con solucidn buffer de fosfatos a pH 7.0.

8.5. EXTRACCION.

La extraccion con solventes es una técnica de tratamiento que consiste en usar
un solvente (un liquido capaz de disolver otra sustancia) para separar o retirar
analitos que no se quieran analizar de tal manera que se aisle el analito deseado
y poderlo concentrar para su deteccion por CG/EM.

Al neutralizado se le adiciona una pizca de bicarbonato de sodio al
sobrenadante para elevar el pH de 8-9, con el objeto de precipitar algunas
proteinas que tuvieron procedencia del cabello. Se agrega 5mL de una mezcla
de Etanol/ Cloroformo para solubilizar la cocaina y/o metabolitos y es agitada
con el Vortex hasta que ya no haya desprendimiento de gas, para obtener
mejores rendimientos. Esta mezcla es centrifugada a 2500 rpm para poder
separar las fases, de tal manera que nos permita eliminar la fase acuosa que es
la capa superior y transferir la fase organica a otro tubo para concentrar los
compuestos llevandolos a sequedad a una temperatura de 60 °C.
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8.6. DERIVATIZACION (Aumentar la volatilidad del analito.)

La derivacion nos permite volatilizar mas rapidamente un compuesto que tenga
puntos de ebullicién altos, ademas de que estabiliza el mismo compuesto, lo
que le permite a la cromatografia de gases mayor viabilidad para la deteccion.

Se adicionan 50 puL de BSTFA-TMCS (N, O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) al
concentrado de compuestos en la campana de extraccién de una manera rapida
debido a que absorbe humedad provocando que el derivante se degrade vy
enturbie la solucion, ademas de que es demasiado volatil y de caracter
cancerigeno. Finalmente se incuba por 30 min a 60 °C para llevar a cabo la
sustitucion nucleofilica SN2 del trimetilsilil por un grupo polar y se deja
estabilizar a temperatura ambiente por 10 min.

8.7. METODO INSTRUMENTAL

Después de enfriar se inyecta la mezcla en un Cromatografo de Gases (Varian
CP -3800) acoplado a un Espectémetro de Masas (Saturn 2200). La columna
utilizada es la VF-5ms de 30 metros de largo por 0.25 mm de ancho con
DF=0.25 con un 95% de dimetilpolisiloxano. El portal de inyeccién en el modo
Splitless a una temperatura 260 °C, el horno fue programado con una
temperatura inicial 160 °C con un incremento de 12 min hasta alcanzar una
temperatura final 260 °C. El gas transportador, helio de alta pureza, se uso a
una velocidad de flujo 1.3 mL/min, a una presién de 17.9 psi y el equipo fue
utilizado con impacto electrénico y un tiempo final de corrida de 14 min
elevando la temperatura a 290 °C.

Se inyectaron 3 pL de muestra operando en el modo de monitoreo (SIM), la

deteccion fue realizada buscando los siguientes iones: para Cocaina m/z =
82+182 +304 y para la Benzoilecgonina m/z = 82+240+ 361.

8.8. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION.

La identificacion se establecié de acuerdo a los siguientes parametros unidos
universalmente.

¢ Tiempo de retencién de la sustancia problema que debe quedar dentro
de un * 0.2 seg del tiempo de retencion de las sustancias de referencia.
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+ Todos los iones de referencia deben aparecer en el mismo tiempo de
retencion.

% La cuantificaciéon es obtenida a partir de la curva de estandarizacién
realizada para elaborar la relacion Concentracion-Area bajo la curva de
las crestas obtenidas.

8.9. METODOLOGIA PASO A PASO.

e Serecolecta un mechon de cabello de aproximadamente 200 mg los
cuales se separan en dos frascos.

e Lavado: Se lava el cabello en un tubo de ensaye por agitacion con 3 mL
de Cloruro de Metileno por 30 seg., después con 3 mL de agua por 30
segundos y finalmente con 3 mL de metanol por 30 seg.

e Seseca el cabello a 60 °C.

e Se pulveriza el cabello con el mortero hasta una consistencia fina.

e Serecolecta el pulverizado y se coloca en un tubo de ensaye.

e Seleadiciona al tubo de ensaye 1 mL de acido clorhidrico 0.1 N.

e Se dejareaccionar para degradar el cabello por 24 hrs.

e Se detiene la reaccion con 1.0 mL de Hidroxido de sodio 0.1 N.

e Se adiciona 1 mL de buffer (fosfatos pH 7.0).

e Se centrifugay se separa el sobrenadante.

e Seadiciona una pizca de bicarbonato de sodio al sobrenadante para
elevar el pH de 8-9.

e Se adiciona una mezcla de Etanol/ Cloroformo.

e Se agita con el vortex hasta que no haya desprendimiento de gas.

e Se centrifuga a 2500 rpm.

e Se desecha la fase acuosa capa superior y se pasa la fase organica a otro
tubo y se evapora a sequedad.

e Se DERIVA con 50 pL de BSTFA-TMCS y se agita.

e Seincuba por 30 min a 60 °C.

e Se estabiliza la derivacion por 10 min a temperatura ambiente.

e Seinyecta 3 uL. de muestra con el método configurado de
Benzoilecgonina.

PARTE EXPERIMENTAL
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9.1. DETERMINACION DE CONDICIONES
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Se desarroll6 un método analitico de cromatografia de gases acoplado a
espectometria de masas, para le deteccion e identificacion de cocaina y sus
posibles metabolitos en cabello. El equipo se opero en la modalidad SIM con
un monitoreo de 3 iones quienes dieron pauta a conocer el tiempo de retencion

que normalmente era de 7.1 a 7.14.

Se purifico la cocaina con una mezcla de etanol/metanol/éter verificando su

pureza con el método CG/EM dando la siguiente pureza.
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Fig. 9.1.1. Cromatograma de la preparacion del estandar.

En el primer experimento se quiso determinar las condiciones de lavado a las
que seria sometido el cabello. Para esto primero se contamind el cabello de un
individuo presuntamente negativo con la solucién de cocaina en soluciones
salinas como fueron la soluciodn fisiologica y la solucion de bufer, para tener un
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control positivo y uno negativo, encontrando que la salina es la que mejor se
impregnaba en el cabello debido a que a estas muestras se aplicé la
metodologia desarrollada hasta el punto de la digestiéon de tal manera que al
sobrenadante de esta se le realizo una prueba de inmunoensayo en el equipo
Dimension RxL, ya que trabaja con la enzima glucosa -6-fosfato deshidrogenasa
y un anticuerpo policlonal que se unen a la Benzoilecgonina, determinando la
cantidad de conjugado de COC-glucosa-6-osfato (COC-G6PD) que queda unido
al anticuerpo y el conjugado que queda libre cataliza la oxidacién de la glucosa-
6-fosfato, con la reduccién simultanea de NAD+ a NADH mas rapido de lo que lo
hace el conjugado unido al anticuerpo, proporcionando un resultado preliminar
teniendo como criterio que arriba de 1000 unidades lo considera positivo
encontrando que hay una positividad en las condiciones de acido clorhidrico,
permitiendo elegir a éste como la solucion digestora de preferencia que
permita hacer la deteccion en las dos diferentes concentraciones como lo
muestra la tabla.

SOLUCIONES DE LAVADO (Usando el Dimension)

Concentracion Con solucién salina Sin solucion salina
1 N HCI 1119 POS 1150 POS
0.1 N HCI 1135 POS 1098 POS
1 N NaOH 825 NEG 877 NEG
0.1 N NaOH 809 NEG 873 NEG

Tabla. 9.1.1. Muestra la relacién de concentracion obtenida, dependiendo de las
condiciones sometidas para la digestion del cabello.

En el segundo experimento se conocio, en que tiempo de retencion saldria el
pico de la cocaina debido a que se utilizando la buisqueda de tres iones que son
el 82 + 182 +304, asi como también la relaciéon que hay entre la cantidad de
muestra y los picos esperados, utilizando muestra de un consumidor anénimo
que era altamente consumidor, encontrando que hay relacién
concentracién/area bajo la curva, teniendo a esta area en un tiempo de
retencion de 7.08 a 7.15, debidamente identificados con los ionesantes
mencionados, tanto en las concentraciones 1 Ny 0.1 N.
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RELACION DEL PESO CON RESPECTO AL AREA BAJO LA CURVA

Concentracion Peso mg Areabajolacurva Tiempo de retencién lones en abundancia
0.1IN 26 143142 7.123 82+182+304
0.1N 94 347071 7.112 82+182+304
0.1N 112 689766 7.103 82+182+304
Tabla. 9.1.2.

La diferencia entre las concentraciones, es que se encontré que a la
concentracion de 1 N hay mayor abundancia pero se pueden alterar la
estructura molecular de la cocaina convirtiéndola a Benzoilecgonina y
contrarrestar la deteccion.

RELACION DEL PESO CON RESPECTO AL AREA BAJO LA CURVA

Concentracidon Peso mg Areabajolacurva Tiempo de retencion  lones en abundancia
1N 21 43012 7.111 82+182+304
1N 44 91102 7.107 82+182+304
1N 90.5 162774 7.117 82+182+304
Tabla. 9.1.3

Esto conlleva a que se deben utilizar bajas concentraciones en un tiempo mayor
para que se solubilice y se extraiga adecuadamente la cocaina para su
deteccidn.

9.2. RESULTADOS EN LA APLICACION FORENSE

Se sometieron al analisis de la metodologia elaborada 5 muestras de policias
que fueron extraidas de un operativo antidoping seleccionandolos de acuerdo
al analisis presuntivo de orina que fue positivo y una persona de ABUSO quien
proporciond su cabello para el andlisis.

Individuo 1

Con el primer individuo al que se le practico el andlisis present6 en la fase
preliminar positividad con el lavado, el cual fue procesado a la par con el
extraido del cabello encontrando un andalisis confirmatorio en lavado
mostrando un area mas grande de Benzoilecgonina con una area de 65097 y
una de 32647 para la cocaina en un tiempo de retencion de 7.145.
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Fig. 9.2.1. Cromatograma del Lavado del individuo 1
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Determinando que el lavado puede extraer la cocaina y sus metabolitos
dependiendo de la porosidad del cabello, por ello un analisis preliminar al
lavado para saber si fue arrastrada y darle el mismo tratamiento al de la
digestion, asi como también una tincion al cabello con azul de metileno para
conocer su porosidad por medio de microscopia. Se compardé la muestra
mencionada arriba con un control negativo, en el que no se encontré ningin

area en el tiempo de retencion 7.08 a 7.15.
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Fig. 9.2.2. Cromatograma de la Extraccion y digestién del cabello del individuo 1
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Individuo 2
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Con el individuo 2 no se encontr6 positividad en el lavado, pero si presenta con
la fase confirmatoria un area de 181222 con un tiempo de retencién 7.162 min

perteneciente al de la cocaina. La Benzoilecgonina no se encontro en la corrida.
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Fig. 9.2.3. Cromatograma de la Extraccién y digestion del cabello del individuo 2
Se comparé con un control positivo, exponiendo el pico del analito buscado en

el tiempo e iones esperados.

Individuo 3

Se obtuvo un pico en el tiempo 7.136 min con un area de 55348.
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Fig. 9.2.4. Cromatograma de la Extraccion y digestion del cabello del individuo 3.
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Individuo 4
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Se obtuvo un pico en el tiempo 7.113 min con un area de 96433 con 22 mg de

cabello.
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Fig. 9.2.5. Cromatograma de la Extraccion y digestion del cabello del individuo 4

Individuo 5

Se obtuvo un pico en el tiempo 7.109 min con un area de 57527 con 20.4 mg de

cabello.
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Fig. 9.2.6. Cromatograma de la Extraccion y digestion del cabello del individuo 5
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Individuo 6
Se obtuvo un pico en el tiempo 7.136 min con un area de 16483 con 20.6 mg de
cabello.
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Fig. 9.2.7. Cromatograma de la Extraccion y digestion del cabello del individuo 6

9.3. REALIZACION DE LA CURVA ESTANDAR
Se elaboraron tres curvas estandar de las cuales se realizo una curva estandar

de acuerdo a los datos estadisticos arrojados de las otras tres, mostrando los
siguientes resultados.

CURVA ESTANDAR DE COCAINA

Concentraciéon | Medias de las Areas
(ng) bajo la curva N SD cv
5 138515 3 21086.1 15.22297224
10 323131 3 54896.2 16.98883734
15 443243 3 43919.3 9.908627999
20 634121 3 26417.2 4165955709
25 748722 3 27965.4 3.735084584

Tabla.9.3.1. Se muestra la relacion del area bajo la curva con respecto a la
concentracion del estdndar preparado, para conocer la concentracion de cada cresta
obtenida en cada analisis. Esta tabla es obtenida a partir de las medias de cada
concentracion de las 3 curvas elaboradas.
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CURVA DE ESTANDARIZACION DE LA

COCAINA.
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Fig. 9.3.1. Se muestra la curva estandar graficada a partir de los datos de las otras 3

Area bajo la curva

curvas estandar.
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Fig. 9.3.2. Primera curva elaborada.
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Fig. 9.3.3. Segunda curva elaborada.
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Fig. 9.3.4. Tercera curva elaborada.

Para un analisis de confiabilidad se practico la t-pareada ya que los datos
obtenidos son de caracter numérico, lo que nos permite comparar las tres
curvas elaboradas, para que éstas no tengan una diferencia significativa, donde
lo que se busca es que hubiera una t calculada menor a t tablas, el analisis fue
realizado con SigmaStat (software estadistico) el analisis estadistico muestra lo

siguiente:
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La comparaciéon de la C1 con C2 dio un valor de t = 0.00617 con 4 grados de
libertad y con un intervalo de confianza del 95 %, determinando que no hay
diferencia significativa.

La comparacion de la C2 con C3 dio un valor de t =-0.901 con 4 grados de
libertad y con intervalo de confianza del 95 %, determinando que no hay
diferencia significativa.

La comparacion de la C1 con C3 dio un valor de t =-1.640 con 4 grados de
libertad y con un intervalo de confianza del 95 %, determinando que no hay
diferencia significativa.

Esto muestra que no hay diferencia entre las tres curvas realizadas, por lo que

no hay un margen de desviacion significativo para rechazar las curvas, siendo
estas aceptadas para determinar la concentracion de las crestas analizadas.
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10. CONCLUSIONES

La metodologia elaborada satisface nuestra perspectiva para la deteccién de
cocaina y/o metabolitos en cabello ya que de los casos sometidos al andlisis
mostro una detecciéon de la droga blanco, en la que se ve reflejada en los
cromatogramas utilizando concentraciones minimas que van desde los 5 ng
hasta los 100 ng. Esto permite usar la metodologia de andlisis como una
técnica de confirmacion para un analisis presuntivo positivo 6 dudoso, teniendo
como ventajas, el ser una prueba en donde la toma de muestra es de caracter no
invasiva, asi como también el analisis puede ser posterior a la toma de muestra
por un periodo de hasta seis meses. La determinacion del tiempo de consumo
no es viable determinarlo puesto que la idiosincrasia de cada individuo es
diferente, lo cual daria una variacidn para la estandarizacion de la metodologia.
Dejando la propuesta abierta para validarla o posteriormente realizarlo como
parte de mi formacion. Lo que si es de esperar del analisis es la cronologia de
consumo, dependiendo de la concentracion encontrada este puede de ser de
consumo alto, medio o bajo. Esta metodologia propuesta solo podra confirmar
un resultado dudoso que se sospeche, siendo una propuesta para un método de
rutina en los laboratorios de toxicologia.
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12. ANEXO

12.1. CROMATOGRAMAS DE UNA CURVA ESTANDAR
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Las figuras mostradas a continuacién son los cromatégramas obtenidos para
cada concentracion inyectada a partir de la soluciéon estdndar de la primera
curva, que es la que mejor se obtuvo, que va desde los 5 ng hasta los 25 ng,
mostrando las areas obtenidas, asi como los tiempos de retencién en los cuales
cae el analito buscado y finalmente los tres iones de referencia los cuales se

buscan y que se encuentran en cada pico obtenido.

Fig.12.1.1. Concentracion de 5 ng.
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Fig.12.1.2. Concentracion de 10 ng.
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Fig.12.1.3. Concentracion de 15 ng.
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Fig.12.1.4. Concentracion de 20 ng.
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12.2. GLOSARIO.

A.

Amortiguacion: detencién una
reacciéon por modificacién de las
condiciones de la misma

Adsorcion: las moléculas quedan
retenidas por un sdlido de elevada
superficie especifica.

Analisis: proceso que proporciona
informacion fisica o quimica acerca
de los componentes de una muestra
o de la propia muestra,.

Analisis ciego: andlisis de una
muestra patréon de composicion
desconocida para el analista.

Analisis cualitativo andlisis en el
que se determina la identidad de la
especie  constituyente de una
muestra.

Analisis cuantitativo: analisis en el
que se determina la cantidad de una
especie constituyente presente en
una muestra.

Analitos: componentes que
interesan de una muestra.

Anchura de base: anchura de la
banda cromatografica de un soluto
medida sobre la linea base.
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C.

Cromatografia: separacién en la
que los solutos se distribuyen entre
una fase movil y estacionaria.

Cromatografia de adsorcion
liquido-sélido: forma de
cromatografia liquida en la que la
fase estacionaria es un adsorbente
sélido.

Cromatografia de exclusion por
tamafio: método de separacion en
el que se hace pasar la mezcla a
través de un lecho de particulas
porosas, de modo que las particulas
mas pequeflas tardan mas en
atravesarlo debido a su capacidad
para penetrar en los poros.

Cromatografia de exclusion por
tamafio: modo de cromatografia
liquida en la que la fase estacionaria
es un material poroso en el que se
produce la separacién en funcion
del tamafio de los solutos.

Cromatografia de fase inversa:
cromatografia liquida que utiliza
una fase estacionaria no polar y una
fase mévil polar.

Cromatografia de fase normal:
cromatografia liquida que utiliza
una fase estacionaria polar y una
fase movil no polar.




Cromatografia de fluidos
supercriticos: técnica de
separacion en la que la fase movil es
un fluido supercritico.

Cromatografia de intercambio
ioénico: modo de cromatografia
liquida en la que la fase estacionaria
es una resina de intercambio i6nico.

Cromatografia en columna: modo
de cromatografia en la cual la fase
estacionaria esta retenida en una
columna.

Cromatografia gaseosa: técnica
cromatografica en la que la fase
moavil es un gas.

Cromatografia gas-liquido: técnica
cromatografica en la que la fase
movil es un gas y la fase estacionaria
es un liquido retenido sobre un
material empaquetado soélido o
sobre las paredes de la columna.

Cromatografia iénica de columna
unica: cromatografia de
intercambio i6nico en la que las
condiciones se ajustan de modo que
no sea necesaria una columna
supresora de iones.

Cromatografia liquida de alta
resolucion: técnica cromatografica
en la que la fase movil es un liquido.

Cromatografia plana: modo de
cromatografia en la que la fase
estacionaria se halla inmovilizada
en una superficie plana.
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Cromatograma: registro de la sefial
de deteccién en funcién del tiempo
de elucién o del volumen.

Curva de valoracion: grafica que
muestra el progreso de una
valoracibn como funcién del
volumen de agente valorante
anadido.

D.

Detector de captura de
electrones: detector de GC selectivo
para que yo solutos que contienen
grupos funcionales halégeno por
nitro.

Desviacion estandar: medida
estadistica de la  desviacion
promedio de los datos con respecto
al valor medio de los mismos.

Determinacion: analisis de una
muestra  para identificar Ia
identidad, concentracion 0
propiedades del analito.

E.

Espectro de masas: representacion
grafica de la intensidad de un ion
como funcién de los cocientes
masa/carga de ese ion.

Estandarizacion: proceso por el
que se establece la relacion entre la
cantidad del analito y la sefial del
meétodo.

Extraccion: proceso por el cual un
soluto se transfiere de una fase a
otra fase.




F.

Factor: propiedad de un sistema
que se modifica experimentalmente
y que puede afectar a la respuesta.

Fase estacionaria: en
cromatografia como fase extractante
que permanece en posicion fija.

Fase estacionaria: mirada ligada
fase estacionaria liquida ligada por
medios quimicos a las particulas
solidas de material empaquetado

Fase movil: en cromatografia, o fase
extractante que se desplaza través
del sistema.

G.

Grados de libertad: numero de
valores independientes en que se
pasa un resultado.

L.

Inyeccion en columna: inyecciéon
directa de muestras térmicamente
inestables en una columna capilar.

Inyeccion con divisor (Split):
técnica inyeccidn de muestras en
una columna capilar en la que sélo
una pequefia parte de la muestra
penetran a columna.

Inyeccion sin divisor (Splitless):
técnica de una inyeccion de una
muestra en una columna capilar que
permite el paso a la columna de una
mayor proporcion de la muestra.
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L.

Limite de cuantificacion:
concentraciéon en cantidad ruta mas
pequeina de un analito que puede
determinarse con seguridad.

Limites de deteccion: informe
estadistico sobre la menor cantidad
de analito que pueda detectarse con
seguridad.

Limite de exclusion: en
cromatografia de exclusion por
tamafio, el soluto mas grandes y que
puede que separarse de otros
solutos; todos los solutos de mayor
tamafio aludié.

Limite de inclusion: en
cromatografia de exclusiébn por
tamafio, solutos mas pequefio que
puede separarse de otros solutos;
todo los solutos de menor tamafio
eluyen juntos.

M.

Metabolito: Producto generado
durante la degradacion de wuna
sustancia en el organismo.

Método: medio para analizar una
muestra a fin de hallar un analito

pagd en una matriz especifica.

Método normalizado: método que

se sabe produce resultados
aceptables.
Muestra: miembro de una

poblacion que se recogen y analiza.

N.




Nanogramo (ng): Unidad utilizada
para expresar de manera uniforme
la concentraciéon de sustancias en
muestras. Un mil millonésimo de un
gramo.

P.

Plato tedrico: medio cuantitativo
para evaluar la eficacia de una
columna que consiste en tratar la
columna como si  estuviera
compuesta de pequefias zonas, 0
platos, en la que tiene lugar el
reparto entre la fase movil y la fase
estacionaria.

Procedimiento: instrucciones
escritas que sefialan la forma de
analizar una muestra.

R.

RIA Radioinmunoensayo: Método
utilizado para determinar Ia
cantidad de una sustancia mediante
el uso de un antigeno radioactivo
especifico.

Sensibilidad: medida de |Ia
capacidad de un método para
distinguir entre dos muestras; se
expresa como el cambio de la senal
por cambio de unidad de la cantidad
del analito.

Sefial: medida experimental que es
proporcional a la cantidad del
analito.

Sobrenadante: disolucion que
permanece tras la formacién de un
precipitado.
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T.

Test de la t: test estadistico
utilizada para comparar dos valores
medios con el fin de saber si su
diferencias demasiado grande para
poder ser explicada por un error
aleatorio.

Tiempo de retencion: tiempo que
tard6 absoluto en desplazarse desde
inyector hasta el detector (t:).

Tiempo muerto: tiempo necesario
para que los solutos no retenidos se
desplacen desde inyector al detector

(tm).

Transferencia de masa: una
contribucién al ensanchamiento de
una banda debida al tiempo
necesario para que un soluto se
desplacen desde la fase movil o
estacionaria la interfaz entre las dos
fases.

V.

Validacion: proceso por el que se
comprueba que un procedimiento
proporciona resultados aceptables.
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