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1. RESUMEN

Desde tiempos ancestrales los hongos alucinégenos han sido utilizados en rituales por ser
considerados CoOmo especies magicas que ponen, a quienes jos consumen, en contacto con dioses
y otro tipo de seres extraordinarios. Se ha demostrado que este tipo de vivencias se originan por
los efectos de las sustancias activas presentes. El principal componente encontrado en estos
hongos es la psilocibina, aunque pueden existir mas de 20 diferentes compuestos capaces de
provocar ese tipo de situaciones dependiendo del tipo de hongo que se maneje.

Se dice que este tipo de sustancias no tienen un gran poder adictivo pero si desencadenan una
serie de reacciones que pueden ser impredecibles en quien las consume, en algunos casos
reacciones agresivas y en otros tantos se puede provocar trastornos psiquiatricos de tal duracion
que pueden ser irreversibles, es por esto que en ia Ley General de Salud se establece que los
hongos que producen efectos alucindgenos deben ser sujetos a control y se considera a las
sustancias activas en el grupo de las sustancias psicotrépicas con valor terapéutico escaso o nulo
Y que, por ser susceptibles de uso indebido o abuso, constituyen un problema especialmente grave
para la salud publica por lo que queda prohibido todo uso ya sea: siembra, cultivo, cosecha,
elaboracion, preparacién, acondicionamiento, adquisicion, posesion, comercio, transporte en
cualquier forma, prescripcion meédica, suministro, empleo, uso, consumo y en general, todo acto

relacionado con sustancias de este tipo.

Por lo anterior es que resulta de tanto valor la identificacion de la psilocibina en el ambito legal,
pero mas importante resulta la determinacion de ésta en las emergencias clinicas, ya que hay
pocas situaciones donde la determinacion sea mas critica que en las intoxicaciones agudas; en
tales cuadros (caracterizados por un estado clinico grave en una persona sin antecedentes de
enfermedad) es necesario conocer, en el menor tiempo posible, qué sustancia es la causante, cual
fue su via de entrada al organismo, en qué cantidad. y cuanto tiempo transcurrié desde el contacto.
Estos parametros son usualmente evaluados por los laboratorios especializados en toxicologia y
las sustancias responsables de la gran mayoria de las intoxicaciones agudas pueden ser
determinadas con técnicas susceptibles de ser desarrolladas en los laboratorios de los distintos
sectores de la Secretaria de Salud. Tales técnicas, no tienen la sensibilidad y especificidad
analitica de la Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM), que puede
aporntar informacion cualitativa y cuantitativa de importante valor para determinar de manera rapida
y precisa la sustancia que afecta al paciente.

La Cromatografia de Gases (CG), es una técnica utilizada para la separacion y analisis de mezclas
de sustancias volitiles en los casos en que se acoplada a la espectrometria de masas permite la
separacion y cuantificacion en los componentes fundamentales de la muestra a analizar. Los
espectros se recolectan a intervalos regulares de tiempo y se construye asi el espectro de masas.
Durante la corrida se comparan 10s espectros de masas recolectados en la base de datos del
computador del equipo para identificar los compuestos presentes. Lo mas recomendable es
trabajar con un patrén de psilocibina y dar tratamiento bajo las mismas condiciones que la muestra.

E! presente proyecto se encuentra orientado al desarrollo de un método analitico para identificacion
y cuantificacion, por tal motivo es necesario mencionar ta importancia de garantizar que los
resultados que se ofrecen son consistentes, para ello sera requerido validar este meétodo y
ademas, tomando en cuenta que la psilocibina es una sustancia de uso ilegat y que los resultados
obtenidos seran de gran valor al presentarse en una corte como evidencia con el fin de soportar o
refutar probables sanciones penales. serd necesario que exista una homogeneidad en los
resultados presentados tanto por la defensa como por la parte acusadora sobre la misma prueba,
para que esto sea posible es necesario llegar mas aila de la validacion, esto es, sera necesario
llegar hasta la acreditacion del método propuesto.




2. OBJETIVOS

Presentar una monografia de la psilocibina que contenga los aspectos mas representativos

de este alucinbgeno en nuestro pals.
Aplicar los conocimientos adquiridos en el dipiomado de quimica legal en la elaboracion de

2.
una propuesta de analisis.

3. Elaborar un procedimiento de analisis para casos en los que se sospeche de la presencia
de psilocibina en fluidos biolbgicos.

4. Elaborar una propuesta sobre las pruebas presuntivas pertinentes que sugieran la posible
presencia de psilocibina.

5. Presentar una propuesta de analisis cualitativo y cuantitativo para psilocibina por la técnica

de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas.

ibn y la acredi én de meétodos analiticos.

6. Analizar la importancia de !a vali




3. ANTECEDENTES TEORICOS

3.1. FARMACODEPENDENCIA

La Farmacodependencia se define como el estado psiquico, y en ocasiones, también fisico que
resulta de la interaccion entre una persona y una droga, caractefizados por respuestas de la
conducta y de otro tipo que siempre inciuyen una compulsion para tomar la droga en forma
continua o periGdica y experimentar sus efectos psiquicos, y a veces para evitar la molestia de su
carencia. Pusde haber o no haber tolerancia. Una persona puede ser dependiente para mas de
una droga‘™. EI concepto de Fai ia debe diferenciarse del de dependencia

terapéutica, aunque en un principio no hay diferencia marufiesta soio que en este uUltimo caso se
trata de ia dependencia hacia un farmaco o medicamento®™

TIPOS DE DEPENDENCIAS DEL FARMACODEPENDIENTE

DEPENDENCIA FISICA

ndencia fisica, es un > de 1 biologi que se manifiesta por trastomos

Depe!
fisiolégicos mas o mMenos intensos cuando se suspende bruscamente la droga. Esto significa que,
uando existe dependencia fisica, el organismo se acostumbra a la droga y |la necesita para

c
vivirt"?,

DEPENDENCIA PSIQUICA

Dependencia psiquica, es e uso compulsivo de una droga sin desarrollo de dependencia fisica,
pero que implica también un grave peligro para el individuo. Es decir, en la dependencia psiquica
no se produce trastomos fisiolodgicos al suspender bruscamente ia droga sm embargo. el individuo
siente |a necesidad de tomar la droga, necesidad que no puede reprimir -2

Hoy en dia el Comité de Expertos de la OMS se ocupa de la farmacodependencia producida por
los diferentes tipos de drogas, de este modo las clasifica acuerdo al efecto que ejercen sobre la
actividad mental o el estado psiquico de una persona corno aicohol, barbituricos, anfetaminas.
marihuana, cocaina, opiéceos, solvenlesyalucmégenos

3.2. ALUCINOGENOS

Como su nombre lo indica, los alucinégenos son sustancias que tienen la capacidad de producir
alteraciones en la percepcion. La mayor parte de elios son de origen vegetal, pero desde hace
unos 30 afios se producen en los paises industrializados Mmuchos sintéticos, que se cobijan bajo el

nombre de “acidos™'".

El término “alucinogenos” es empleado frecuentemente en periddicos y otros medios de
comunicacién para referirse en general a las sustancias psicoactivas. Este uso es inadecuado,
pues aun cuando fMuchas sustancias pueden producir alucinaciones (los inhalables, las
anfetaminas, la cocaina, el alcohol) este es un efecto secundario, resultante generaimente de
intoxicaciones cronicas o severas, no de su efecto principal. Los alucinogenos de uso mas
frecuente son por {o general la mezcalina. el yahé, el LSD y los hongos alucindgenos''’.

- La i Es de un cactus Mmuy comun en México y el sur de los Estados Unidos
{lamado peyote. Normalmente su consumo esta fuertemente ritualizado y asociado a procesos
de comunicacion o contacto con fuerzas espirituales. En sujetos que lo consumen por primera
vez son comunes las nauseas. cefalea, vomitos, gran malestar y angustia durante muchas
horas, a lo que sigue la euforia con alucinaciones visuales y cromaticas muy brillantes.




El yahé: Ampliamente difundido en las selvas colombianas. es el producto de la mezcila de
varias plantas. Entre los indigenas soio se emplea en circunstancias especiales y, al igual que
la mescalina, tiene propdsitos asociados a ceremonias de caracter religioso. En Colombia ha
surgido en los (itimos aflos un consumo urbano, generalmente bajo la supervision de
indigenas; no se sabe mucho al respecto de los objetivos de estas practicas. pero es probable
que se trate en gran parte de curiosidad™®.

El LSD: Es ia abreviatura del acido lisérgico dietilamida. Es la droga mas potente que conoce
el hombre; cuatro mil veces mas fuerte que la mescalina y de mayor duracion: antidoto para los
dolores de migrafia o jaqueca™®. Provoca vertigo y angustia. cambios opticos, estado de
letargo y de ensuefic; imagenes fantasmagoricas de extraordinana plasticidad y colondo. Fue
extraido onginaimente de un hongo del centenc, pero actuaimente es sintetizado por métodos
quimicos. Es un alucinGgeno Muy poderoeo; tiene la caracteristica de producir “flashbacks"”, €s
decir, que muchos dias (e incluso Mmeses) después de haberio ingerido, la persona puede
experimentar subitamente las mismas experiencias que tuvo cuando la ingirid; esto sugiere que
ia sustancia no es eliminada totaimente y Que puede reactivar sus efectos sin previo aviso.

La peilocibina: Es el principal activo contenido en los hongos alucinégenos. al consumirse
produce relajamiento muscular, frio en ios brazos y piemas, dilatacion de pupilas y cambios de
humor brusco; visiones espectaculares: colores, formas, sonidos y visiones fantasticas,
después se presenta agotamiento seguido de una depresion animica y pérdida de la
percepcion del! tiempo y del espacio. Aun cuando algunos usuarios describen la experiencia
como placentera, muchos tienen experiencias desagradables ("malos viajes”) que gueden

r conductas emfticas y, eventualmente, poner al usuaric en serio peligro”*. La
iiteratura clinica contiene muchos casos de personas que han sufrido trastornos permanentes
luego de consumir hongos, pero no se sabe con ciaridad si esto se debe a una predisposicion
de la parasona, o a la meazcla de sustancias™’.

Los alucinébgenos, por lo general, no producen dependencia. El peligro de estas sustancias se
encuentra relacionado con el desencadenamiento de fendmenos de percepcion que pueden inducir
panico o conductas imprevisibles, y con la posibilidad de aparicién de trastornos durables en
personas que tienen una predisposicion o una historia de problemas psiquiatncos. La mezcla con
otras sustancias también puede dar lugar a la aparicién de complicaciones dificiles de predecirt’.

La utilidad de los alucindgenos es reducida, aun cuando algunos psiguiatras han pretendido a lo
largo de los afos que pueden facilitar el "entrar en contacto con uno mismo” Hasta el momento
actual tales experniencias han sido un frmo}y pueden ser bastante riesgosas para los pacientes.
En |a mayoria de l0s paises su uso es ilegal'’ *.

3.3. TEONANACATL Y PSILOCIBINA

3.3.1. HISTORIA

En el desierto del Sahara se han encontrado pinturas antiguas realizadas en cuevas que
representan figuras de humanoides con forma de hongos. Asi mismo, culturas de América del sury
central construyeron tempios a los dioses hongos y esculpieron “piedras-hongo™. Estas esculturas
con forma de hongos en las cuales se represantan figuras bajo el sombrero de un hongo, se han
fechado alrededor de S00-1000 afos antes de Cristo. La finalidad de estas esculturas no se ha
determinado con seguridad, pero deben haber servido como objetos religiosos™® .




La cultura de A central muchos el conocido como Pitzintecuhitli o 7
flor ( su nombre &n ol lenguaje pictorico se representaba por 7 circulos y una flor) era el dios de las
plantas alucintégenas, almente de ltos hongos divinos. El Codice Vienna o Caodice
Vindobonensis (S. XI1i-XV) representa el uso ritual de hongos por los " mostrando a
Pittzintecuhtli y otros siete dicses sosteniendo hongos en sus manos'®.

Los Aztecas tienen un dios que es pariente o de los er genos. Xochipilli, Principe de las
flores, era @l Masstro dlvlno de "ot sueﬂo de ﬂo'u que era como los artecas denominaban el ritual
de trance alucinGgeno. plantas y hongos alucinbgenos, como por

ejempio ios hongos p&locybes Sp. (l’aonanbcaﬂ). Salvia dlvlnorum. Datura sp. (tlapat! o toloachs),
Peyote (peyoll), y grano mixitl. Los hongos psilocibicos se usaban en rituales y ceremonias, en
aigunc de ios cuales orsn servidos con miel o chocolate (algunos investi creen que
utilizaban esta técnica para preservar los hongos. perc no se ha comprobado)'* >,

A peartir de la victona de Heman Cortes sobre los Aztecas en 1521, los europeos emmpezaron a
prohibir ef uso de los intoxicantes / embriagantes no alcohdlicos, incluyendo los hongos sagrados,
lo que provoeo que ol uso del teonandcat! ("hongo maravilloso” o "came de dios” ) se realizara de
forma oculta™

A mediados del siglo XVI e sacerdote espafol Bernardino de Sahagun describié en su Codice
Filorentino el usc que los Aztecas daban a los hongos alucinégenos: "Lo primero que comian en el
festejo eran unos pequefios hongos de color negro, los cuales llamaban nanacat! y que les
producia embriaguez, alucinaciones e incluso lujuria; los comian después del amanecer con miel; y
cuando empezaban a notar los efectos comenzaban a bailar, algunos cantaban y otros lioraban (a
mares) cuando la ambﬂaguaz de |os hongos se les pasaba se contaban las visiones Que habla
tenido cada uno*

De acuerdo con Sahagun, los hongos psicoactivos ingeridos por los sacerdotes artecas y sus
seguidores se denominaba siempre teonanacat!; sin embargo este término No parece que se use
entre los indios modemos o los chamanes de mesocamérica Las variedades que mas usaban los
aztecas eran Psilocybe caerulescens y Psilocybe mexicana. Ps:locybe cubernsis es muy poputar en
la actualidad por lo fécil de encontrar asl como de cultivar, no fue introducida en Ameérica antes de
la llegada de los europeocs y su ganado'”.

A principios del sigio XX existia una disputa entre los investigadores occidentales sobre la
existencia © no de los hongos psicoactivos. Sin embargo, Sahagun habia mencionado el
teonanacat!/ en sys diarios y un botanico americano, William Safford, sostuvo que Sahagun habia
confundido los hongos con los botones secos del peyote. Esata teoria fue muy discutida por un
botanico aficionado austriaco, Dr. Blas Pablo Reko, quien habia vivido en México. Reko estaba
convencido de que esa gente ssguia usando estos hongos en México y de que ei térmmino
roonan‘ecar/ no solo hacia referencia a los hongos psicoactivos, tal y como Sahagun habla
escrito'*

A principios de 1930, Robert Weitianer, un antropodlogo aficionado australiano presencic una
ceremonia Mazateca donde se consumian hongos (velada) en el nordeste de Oaxaca, México.
Después de tener noticias acerca de ia disputa entre Safford y Reko, contactt con Reko, le conté
que los indios Otomies de Puebla usaban hongos como embriagantes y le mandé aigunas
muestras de los hongos. Reko envid ias muestras a Estocolmo para reatizar un andlisis quimico y a
Harvard para un examen botanico, pero cuando las muestras llegaron estaban demasiado
deterioradas para una comrecta identificaciont72%,

Las muestras habian sido recibidas en Harvard por el etnobotanico Richard Evan Schuites.
Schuiltes rapidamente se convirtio en un defensor de que el término Teonanacat! se referia de
hecho a los hongos y, en ta Revista del/ Museo Boténico de Harvard de Abril de 1937 argumento en
contra de las conclusiones de Safford e insistio en 1] una in iGN mas profunda para
identificar los hongos.




En 1938, Schultes y Reko viajaron a Meéxico y, después de escuchar relatos sobre veladas
Mazatecas que se hacian cerca de Huatla de Jiménez, en el nordeste de Oaxaca , recolectaron
algunos ejemplares de Panaeolus sphinctrinus, de 10s cuales se cuenta que son [a principal
especie usada por los Mazatecas. También recogieron ejemplares de Psilocybe cubensis,
Psilocybe caerulescens, y posiblemente unos pocos de la especie Psilocybe mexicana, todos estos
fueron depositados en el herbario de Harvard ®. Aungue la especie Panaeolus sphinctrinus se

ificd como i iva, solamente dos analisis han detectado alcaloides indélicos en ia especie,
mientras que cientos de analisis no han detectado en absoluto la presencia de sustancias
psicoactivas. Los hongos que 'uer‘?n examinados eran, probablemente. una mezcla de varias

especies clasificada como una sola™.

Las investigaciones de Schultes y Reko tlegaron a su fin durante la 2* Guerra Mundial, y poco mas
se avanzé hasta principios de los afios 50, cuando el micodlogo aficionado Robert Gordon Wasson y
su esposa Valentina Poviovna, se interesaron por el uso tradicionat de hongos en México. En 1953,
Wasson y un pequefio grupo viajaron a Huatla de Jiménez y asisti - »>n a una ceremonia, conducida
por un chaman llamado Don Aurelio, que durd toda la noche. Otros dos viajes posteriores a México
le permitieron conocer a la curandera Mazateca Maria Sabina, que e! 29 de Junio de 1955, durante
una “velada" donde aerian iniciados en el uso de ios hongos visionarios, le proporciond a Wasson y
su compafiero, el fotdgrafo Allan Richardson, unos ejemplares de Psilocybe caerulescens. E
conocimiento de este tipo de hongos fue rescatado del olvido gracias a los esfuerzos combinados
de un grupo de pioneros. encabezado por el propio Wasson y su esposa Valentina, el botanico
Richard Evans Schultes y el etnobotanico Blas Pablo Reko!®. En 1957, el micdlogo francés Roger
Heim, colaborador y amigo de Wasson, logrd cultivar con éxito ejemplares de Psrlocybe mexicana
en su laboratorio, y una parte de los mismos fue enviada a Albert Hofmann, quien en un breve
espacio de tiempo logro aislar y sintetizar los aicaloides inddlicos psilocibina y psilocina,
responsables de los efectos psicoactivos de los hongos mexicanos. La publicacidn en la revista
Life, el 13 de mayo de 1957, del articulo de R. Gordon Wasson titulado "En busca del hongo
magico”, trajo como consecuencia un creciente interés por los hongos visionarios y la expansion
del uso de los mismos en la sociedad occidental. Comenzd la experimentacidn tanto con hongos
como con sustancias sintéticas y los "hongos magicos™ formaron. inmediatarmente, parte del

movimiento psicodélico de los afios 60",

Una segunda generacion de etnomicologos, entre los que destacan Jonathan Ott. Jeremy
Bigwood, Terence McKenna, Andrew Weill, Jochen Gartz, Giorgio Samorini y Paul Stamets
recogieron el conocimiento dejado por Wasson y empezaron a desentrafar el misterio que aun
rodeaba a los hongos alucindgenos. El desarrollo de las investigaciones en este campo permitid
constatar |a presencia de hongos psilocibicos en practicamente todas las regiones del mundo. El
uso de los mismos a lo largo de la historia se ha revelado evidente tras el descubrimiento de
motivos artisticos que sefialan la presencia de un uso de estos hongos en culturas de diferente
tiempo y lugar: Tassili (Argelia), Kerala (India) y la Europa Medieval. Nos encontramos sin duda
ante una de las sustancias visionarias que mas ha infiuido en la cultura humana. y responsable -
para algunos- de la génesis de las religiones'®.

3.3.2. HONGOS DE PROCEDENCIA

El nombre del género Psilocybe proviene de los vocablos griegos "psilos” (pelado, desnudo) y
“kube” (cabeza), que transformado a! latin modemo adoptd ta forma "Psiocybe”. Traducido
literalmente significa "cabeza pelada”. lo mas seguroc es que se refiera a su apariencia. Los
componentes mMas psicoactivos que se encuentran en los hongos del género Psilocybe son la
psilocibina y la psilocina. La ortografia original en griego de estas as es "psi ibin" y
“psilocin”

"psi mientras que en latin es "psilocibyne” y "psilocine”. Ambas ortografias se usan
indistintamente. Los vocablos latinos se usan principatmente en Europa . mientras que los eruditos
prefieren las palabras griegas™'.




Los hongos Psilocybe cubensis, Psilocybe caer 1s y Psilocybe jcana son los mas
mracteflsticos de gtna'o Psiloc; ybe que contlenen psloclbtna aunque tarnbuén ha sido encontrada
en otras P. car P. semilar 'y P. Aztecorum.

que ha sido encontrada esta sustancia son los del género

Otros de on
Conocybe y Stropharia cubensis''?.

Los géneros anteriores de hongos se caracterizan porque en ellos la seta es el érgano sexual
responsable de |a reproduccion, es decir, que |la seta no es tado el hongo en si, sino solamente una
parte muy importante. E! resto del hongo esta formado por un conjunto de hebras gque se
encuentran en &l subsusio cerca de ia seta. El conjunto de estas fibras que parecen raices pero no
1o s0n, reciben el nombre de Micelio y constituye el verdadero cuerpo del hongo'*

£l ciclo vital comienza cuando se desprende una espora del sombrerillo y cae sobre la superficie
de la tierta. Si las condiciones ambientales (temperatura, humedad) y de substrato (calidad y
composicion del madio) son |as adecuadas |a espora desamroliara unos filamentos conocidos con el
nombre de hifas cuya mision es establecer una anastomosis (unién) con otra hifa de otra espora
que sea compeatible. Esta union tiene como fin conseguir una carga cromosomica completa
(diploide) ya que cada hifa de cada espora tiene la mitad de carga genética (haploide) necesaria
para ucirse. A partir de Que se establece la carga compieta, el micelio se desarrollara hasta
que fructifique y recomience el cicio de nuevo. Puede ocurrir que las condiciones generales no
asan muy buenas para la fructificacion y & micelio puede seguir otra estrategia que es la de
mantenerse en estado de istencia a la espera de unas mejores condiciones. Esto da pie a que
algunas variedades como por ejempio la Psilocybe tampanensis, en situaciones adversas forme lo
que se conoce con el nombre de esclerocios (masa densa de micelio)’™.

El cicio vital compieto de siongos contenedores que contienen psilocibina puede oscilar entre 40
y 60 dias por términoc med-o‘ ). A continuacion se muestran algunos de los hongos mas utilizados
por contener psilocibina.

Fotografia 1. Psilocibe semilanceata.
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Fotografia 3. Psilocibe mexicana.




3.3.3. LOS COMPONENTES ACTIVOS

La psilocibina (d-fosfonloxI-N N-dimetiltriptamina) y la psilocina (4-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina)
fueron consi sustancias unicas causanles de Ia embriaguez lungvca hasta que en 1968
se aisiaron dos anﬂogos a _peilocibina, b istina y la nor a, con

similares a las anteriores’ 2 181798 Un nuevo alcaloide, la aeruginascina, ha sado hallado
recientemente por Jochen Gartz a pamr del Inocybe aeru: lnascens y es responsable, segun este
investigador, de un aumento de los efectos euféricos”®. Aproximadamente un centenar de
especies de hongos contienen este tipo de sustancias, oon lo que se puede decir, como sefiala
Jonathan Ott, que se trata de las toxinas mas extendidas en el mundo fungico. E! contenido de
sustancias activas aluci de es muy variable, dependiendo fundamentaimente de la
especie de que se trate y de las condiciones particulares en las que se desarrollé (substrato,
temperatura, etc.). En otxionos se observan variaciones de contenido en alcaloides muy
elevadas, inclusc dentro de ejemplares de la misma especie que han crecido en las mismas

condiciones ambientales!'*'®,

Figura 1. Estructura de la psilocibina.

Peso Molecular = 284.25

Formula Molecular = C12H17zN20.P

Composicion Molecular = C 50.71%, H 6.03%, N 9.86%.
© 22.51%, P 10.90%

Figurs 2. Estructura de la psilocina.
H

Peso Molecular = 204.27 Formula Molecular = Cy;H1eN20
Composicién Molecular = C 70.56%, H 7.90%. N 13.71%. O 7.83%




Figura 3. Estructura de la baeocistina.

H:PO,

Peso Molecular = 270.23  Formula Molecular = C1+H1sN20.P
[Composicion Molecular = C 48.89%, H 5.60%, N 10.37%, O 23.68%, P 11.46%

Figura 4. Estructura de la norbaeocistina.

H,PO,

[, ]
H H
Norbaeocistina
Formula Motecular = C1oH1sN20P Peso Molecular = 256.1

iComposicion Molecutar = C 46.88%, H 5.11%. N 10.93%, O 24.98%, P 12.09%

Como se observa en las estructuras la baeocistina y norbaeocistina son simpiemente psilocina con
uno y dos grupos metilo respectivamente. Cuando la baeocistina y norbaeocistina se desfosforizan
se convierten respectivamente en 4-hidroxi-N-metiitriptamina y 4-hidroxitriptamina. Se cree que
estas cuatro sustancias son alucindgenas, aunque algunos sospechan que lo son en menor
medida que la ilocibina y psilocina’'”'®, Dato curioso es que aunque la baeocistina y
norbaeocistina nNo tienen un naumero de control de la DEA, ambas estan recogidas en el Acta de
Sustancias Controladas (Controiled Substance Analogue Act)™.

La baeocistina y norbaeocistina generalmente se presentan en menor proporcion que la psilocibina
y psilocina, si es que se presentan. Parece que se ha trabajado muy poco con estas sustancias
("Chemical Abstracts” suele publicar acerca de ellas una cita al afio). Se ha especulado con una
posible relacion entre el contenido de baeocistina y las nauseas, pero de momento un bioensayo
sugiere que los efectos son similares a los que producen la psilocibina y psilocina’®.
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3.3.4. METABOLISMO Y DOSIFICACION

Como derivado de la triptamina, la psilocibina se encuentra estrechamente relacionada con varias
sustancias de estructura indgélica que también presentan actividad farmacologica semejante!'™™. Se
nan observado pequefias cantidades de dimetil triptamina (DMT) en algunos hongos psilocibicos,
pero dado que la DMT no es activa oralmente si no se combina con un IMAO (Inhibidor de la
Monoarnida Oxidasa) es bastante dificil que ae note su efecto. Las aminas aicaloideas son los
asrvados de I1a triptamina, m o ﬂslolbgk:nm.ma inactiva, pero se sabe que ia familia de las N.N
alquil triptaminas tiene ucinégenas, por ejempio la DMT. la cual se encuentra en ia
naturateza en varias especies de plam.s que cvocen en Sudameérica, al combinarse con un IMAO
_es un alucinégeno de corta duracién ya que su accion es de 40 a 50 minutos®.

Simeticamente se produce la DET (diotll triptamina) cuya accidon es similar a la DMT, pero los
sintomas duran aproximadamente 2 horas y media. Se ha llegado @ sintetizar hasta ia dihexil
tnptamina, sin embargo su -cﬂvldad fisioldgica decrace a partir de la dipropil triptamina y Ia dihexil

tnptamina se considera inactiva®®

LA DMT también ase encuentra en ciertos hongos pequefios de especies Como: Psilocybe mexicana
y Conocybe cyanapos; una caracteristica de los miembros activos de estas especies es que tienen
una coloracion pardusca pero se observan claramente manchas azuladas a moradas,
especialmente cerca de la base del estipite, que se forman cuando el tejido se lesiona o envejece.
Los estudios quimicos md.n que los principates principios activos de estos hongos sonh la

psilocina y ia psilocibina

Fotografia 8. Es muy istico que en t i se presente una
coloracion morada al producirse un dafio superficial.

La dosis umbral de psilocibina cecila entre 2 y 4 miligramos, por encima de 5 miligramos ae
considera que comienzan los efectos enteogénicos, y a pesar de Que ia dosis maxima segura se
ha establecidc en 150 miligramos, dosis superiores a 50 miligrmmos no se consideran
recomendables. Para algunos autores, una medida adecuada se situaria en tomo a unos 0.25
miligramos por kilogramo. Dosis de psilocibina de 1 @ 2 mg por via oral © 3 a 6 mg via subcutanea
producen euforia después de 15 a 30 minutos, y después de 3 a 5 horas en algunos casos se
presentan sintomas deptesivos‘z” Estas consideraciones son de escaso valor para el usuario
medio, que incapaz de obtener ia psilocibina y sus analogos de forma sintética, se ve obligado a
procedencia.

consumir en ocasiones hongos de dudosa
Las condiciones de almacenamiento influyen notablermente en ia potencia de los . sobre

todo en aquelics donde la psilocina como principal alcaloide: el Psilocybe cubens:s
probablemente el hongo psicoactivo mas cultivado del mundo, 8s un ejompdo de esto ultimo™?,




La psilocibina, la psilocina y los hongos Psilocybe en general, tienen una toxicidad muy baja, en
pruebas con ratas dosis de Mas de 200 mg de psilocibina pura por kilogramo de peso se han
administrado intravenosamente sin efectos letales (lo que serian airededor de 13 gramos de
pailocibina pura para un sujeto medio de unos - 65 kgs/140 Ibs -). La relacion entre EDS0 : LDS50 es
641, de acuerdo con el Registro de Efectos Toxicos del NIOSH: algunos ejemplos serian 9637 para
1a vitamina A, 4816 para la LSD, 199 para la aspirina y 21 para la nicotina. De acuerdo con Leo
Hollister, Jonathan Ott y John Allen, uno deberia ingerir su propio peso de hongos frescos o
aproximadamente 19 gramos de |la sustancia pura para alcanzar la muerte. Si la identificacién de
o8 hongos psilocybe es comecta el envenenamiento nunca se producira™

tos hongos secos contienen de un 0.2 a un 0.4% de psilocibina por térmmo medio en hongos
Psilocybe. la pailocina, el otro componente psicoactivo $olo aparece en trazas'®®

Se ha hablado mucho sobre e mal viaje de estas sustancias (panico, confusion . depresion) y es
aigo que NO se pusde Negar. £l mal viaje esta mas ligado a probiemas emocionales preexistentes,
a ia actitud de quien la consume y al ambiente que rodea a la perscna. El tratamiento en estos
casos pasa por proteger al individuo de conductas que puedan conllevar o producir lesiones
fisicas. A veces basta con un ambiente estructurado que dé seguridad y apoyo hasta que se
metabouza la sustancia para que desaparezcan los problemas. En casos graves se utiliza a nivel

io las benzodi inas (Valium, Diazepan), para reducir los efectos indeseables. Dosis

Oe 5 a 10 miligramos sueien ser suficientes para frenar un mal viaje®*.

La psilocibina fue propuesta como medicamento de uso psiquidtrico con el nombre comercial de
indocybin al igual que la LSD-25 que se comercializé con el nombre de Delysid. Por motivos ajencs
a la investigacion médica (campafa politica desinformativa), se paralizaron los estudios clinicos
que se estaban realizando cermando la puerta a su posible uso en psiquiatria. Actualmente se esta
mvesngangs? con estas sustancias sobre todo en el campo de la psicoterapia. desde enfoques
diferentes’

Ambas son muy similares al heurotransmisor serotonina. El como actuan estas sustancias esta
todavia muy confuso, aunque parece que el efecto principal consiste en la inhibicion de la
serotonina (5-Hidroxi-triptamina o bien 5-HT). As| es como actualmente se cree que actua la LSD-
25 y seguramente se cumpia también Para la psilocibina. Estas sustancias también presentarn o
qQue se conoce como tolerancia cruzada'=>

Los efectos de la psilocibina se pueden potenciar si se toman con un IMAO como ta harmina o
harmalina, las cuales se encuentran en la planta llamada Peganum harmala (Syrian Rue). Esta
combinacion duplica aproximadamente la potencia de los hongos de acuerdo con la mayoria de las
referencias. Es necesario ser extremadamente cuidadosos cuando se combinen IMAO's y
triptaminas. Cuando se usen IMAO's no reversibles o grandes cantidades de IMAQ's reversibles,
hay un nimero de sustancias que deben evitarse para prevenir una crisis de hipertension™.

3.3.5. Quimica

Los principios activos principales de los hongos del género Psilocybe son la psilocibina y la
psilocina y en menor grado |a Baeocistina y |a Norbaeocistina. La proporcién entre la psitocibina y
la psilocina varia de unas especies a otras. La principal diferencia entre ambos cormpuestos es que
la psilocina es inestable y se pierde cuando se secan !os hongos, en cambio la psilocibina se
mantiene mas tiempo®”. Las dos son igualmente psicoactivas debido a que una molécula de
psilocina se transforma en una molécula de psilocibina, pero si las analizamos en funcion de su

peso molecular, tenemos que:
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Peso mok 1lar de la psilocibina 284.3

Peso Molecular de la psilocina 204.3

Por 1o tanto, en funcidn del peso |a psilocibina es aproximadamente 1 4 veces mas potente que la
psilocina. La formula para calcular la potencia total, ignorando [nor] Baeocistina. es

(psil wa) + (1.4 * psilocina) = potencia total en “unidades de psilocibina”

La psilocibina resulto ser el primer compueasto de combinacion indol fosforilado encontrado en la
naturaleza y como lo indica su formula estad constituido por ta 4 — oxi dirmetil triptarmina fosforilada.
Por hidrdlisis se deadobia en #cido fosféorico y psilocina, 1a Que como ya se menciond se encuentra
también en (os hongos, aunque en ones minimas. Por la preparacion sintética de
cantidades suficientes de esta Uitima ha sido posible aclarar la importancia de la fosforilacion. Una
vez ingerida, el radical grupo fosforico es eliminado ("desfosforizado”) por la enzima “fosfatasa
alcalina”, convirtiéndola en psilocina. Se piensa que el grupo fosfato ejerce principalmente una
funcion protectora e, que i 41 considerablemente mayor de la

psilocibina, en reiacién con el producto de su desfosfoﬁllzaclén"”

Tantolap ina como la psil a2 pertenecen a la familia de las triptaminas (indol CeH;N y parte
de la cadena etilamina). L.a psilocibina es soluble en 20 partes de agua, en 120 partes de metanol
en ebullicion y dificimente soluble en etanol, mientras que ia psilocina es muy poco hidrosolubie,
ademas la psilocibina es practicamente insoluble en cloroformo y benceno™’

A. Hofmann cultivd hongos de i(a especie P. mexicana, estos hongos fueron secados y
pulverizados, extrayendo el principio activo como se muestra en el diagrama

Polvo de hongo
l Clorotormo
Residuo (+) ®—® Exiacto de cloroformo (-)
Acetona

Residuo (+) @———————® [ racto de acetona (-)

l Metanol

Residuo (~) < > Extracto metanélico
Agun - Alcohol

Residuo suspendido en agua — - > Precipitado (-)
aleohol (+)

Figare 8. Precedimients do axtracciéa de pelischine a partlr do bonges s0ees.

La extraccion se hizo también usando metanot. E! extracto metandlico se traté en el siguiente
orden: con éter de petrdleo, cloroformo y cloroformo etanol, y las impurezas solidas se eliminan por
disolucion en pequefias cantidades de agua. Por Gitimo se tratd con etanol absoluto.

DT
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El extracto se evapord al vacio y el residuo se disolvié en agua saturada con butanol y se

cromatografié en una columna de celulosa. De esta cromatografia la fraccion interesante fue la

segunda: de donde se obtuvo un polvo amorfo que por tratamiento con carbonato de plata y acido

sulfhidrico, dio la sustancia activa pdlocibma que se cristalizé en solucion acuosa con rendimiento
[

de 0.4 % basado en el producto

De los cuerpos de P. mexicana cultivados en el laboratorio A. Hofmann, R. Heim y colaboradores
obtuvieron 250 g de material fresco que al secarse con cofrientes de aire caliente a 40° C, dio lugar
a 54 gramos de hongos secos, los cuales se molieron finalmente a temperatura ambiente, se
agitaron una vez con 600 ML y tres veces con 300 mL de metanoi; el residuo se evapord al vaclo
quedando 12 gramos de solido que después se molié y se extrajo cuatro veces con 250 mL cada
vez de éter de petrélec, en seguida dos veces con 10 mL cada vez de alcohol y después con
cloroformo. Con esto se eliminaron 3.6 gramos de compuestos inactivos. Los 8.6 gramos que
quedaron del residuo y que presentan actividad, se extrajeron con 60 mL de metanol obteniéndose
asi los agentes activos. La perte insoluble dio color con el reactivo de Séller, usado para la
ldemmmdén de compuestos indolicos (cloruro férrico, acido acético y 4acido sulfurico

concentrado) ™

Los extractos metandlicos se cromatografiaron en una columna de celulosa y se eluyeron con
butanol saturado de agua recogiéndose porciones de 10 mL que se probaron con reactivo de
Keiler, separandose las fracciones %ue dieron reaccidn positiva, en ias que despueés se investigd la
presencia de psilocibina y psilocina™®

3.3.6. SINTESIS DE PSILOCIBINA

Por las r iones de ién y el andlisis elemental efectuado para aclarar la formula
estructural de la psnocubina se dedujo faciimente el caminc a seguir para sintetizarta™

Se parte de 4 benciloxi indol, el cual habia sido obtenido por stoll, Hofmann y colaboradores al
preparar compuestos oxitriptaminicos, partiendo de 2 nitro 6 hidroxi tolueno segun la figura 6.

Figere 6. Prossdiuiente de sistosis ds precmressres pallosibine en of laberatesie, prinere parte.
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Por transposicién con cloruro de oxalilo se obtuvo el cloruro del acido (4 bencilox! 3 indolil) glioxilico
que no se aislé sino que se hizo reaccionar con dimetil amina dando la dimetilamina del acido (4
benciloxi 3 indolil) glioxilico. A partir de esta ultima se redujeron los grupos carbonilo con
tetrahidruro de litio aluminio obteniéndose asi, 4 benciloxi N,N dimetil triptamina de ia cual se
elimind el grupo bencilico mediante una reduccion con ayuda de catalizador de paladio con (o que
se obtuvo 4 hidroxi N,N dimetil triptamina (psilocina).
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La tosforilacion de psilocina a psilocibina se hizo a traveés del compuesto dibencilico que se abtuvo
por transposicion de |a sal de sodio con cloruro de |l dibencil fosforilo.

Derspués de eliminar por hidrogenacion con hidrdgeno / paladio los grupos bencilo en VI, se llegd a
w» 4 fosforiloxi N.N dimetil triptamina (1). Este producto coincidid en todas sus propiedades con la

omiocibina riatural.
A continuacion se describird de manera somera |a sintesis de cada uno de los compuestos ™ "

Simesis de la dimetil amida del acido (4 benciloxi 3 indolil) gkoxilico (V): se prepard una solucién de
4 benciloxi indol en éter seco y se le goted cloruro de oxalilo. bajo agitacion constante y a una
wmperatura de O a 5° C. Una vez terminada la adicion se agita ta mezcla (rojo-naranja) por una

hora a la misma temperatura.

Se enfria con hielo y sal y se adiciona por goteo una solucion de dimetilamina en éter; una vez
serminada la adicion se agité media hora a temperatura ambiente.

Et precipitado se lavo con éter y después con mucha agua, el producto se secd al vacio y se
recristalizé con éter de petrdlec dando un producto con punto de fusion de 146-150° C y un
rendimiento del 73%.

4. Benciloxi N.N dimetiitriptamina (Vi}: una solucién del compuesto V en dioxano absoluto se goted
bayo fuerte agitacion en una solucidon a ebullicién en tetrahidruro de litio aluminio en el mismo
chsolvente y se agitd durante 17 horas a la misma temperatura.

Después se obtuvieron el complejo y el medio reductor mediante el enfriamiento con hielo y con la
adicion de metanol.
Pigure 7. Freeedimi de cinty & palloalhine ea of hbheruterte, sogunda parte.

tree

Hz(iﬂf o
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Se agregd una solucion saturada de suifato de sodio: el precipitado se filtré y se tavo con metanol y
dioxano. El fitrado se puso a pH acido y se separaron subproductos por extraccion con éter. De
aqui se obtuvo el producto de reaccidon basico mediante la alcalinizacion con hidréxido de sodio en
cloroformo. Al extracto se ie agregé potasa, se sect a un volumen muy pequefio y Se obtuvo con
extracto de cloroformo, cristalizando Vi, por ila adicion de éter de petroleo VI cnistaliza en forrma de
agujas delgadas con punto de fusion 125-126° C y rendimiento en la pnmera cnstalizacién del 68%.
Por cromatografia de ias aguas madres en trioxido de aluminio, usando como eluyente bencenc
con 0.2% de alcohol, se obtuvo un 20% mas del producto. con (o que se logro un rendimiento total

det 88%.

4 hidroxi N.N dimetil triptamina (psilocina): a una solucidn de VI en metanol se le agregd una
mezcla al 5% de catalizador de paladio en trioxido de aluminio y se agitdé durante 12 horas en
atmaosfera de hidrogeno. La solucidn se separd del catalizador por filtracion y se concentré a un
volumen pequefio cristalizando |I en placas hexagonales con punto de fusion 173-176° C y un

rendimiento del 81%.
La sustancia sintética coincide con la natural en todas sus propiedades; los espectros infrarrojos
son iguales.

4 dibencil fosforiloxi NN dimetil triptamina VIi: se disolvid Il en una solucion metandlica de
hidroxido de sodio 1N, Ia solucion se evapord a sequedad en atmosfera de nitrdgeno y el residuo
se secod 3 horas al alto vacio a 40° C; éste se disolvié con acido teramilico. Se adiciond una
solucién de dibencilfosforilo en tetracioruro de carbono, preparado a partir de dibencilfosfito, se
agité dos horas a temperatura ambiente, se evaporé a sequedad y al residuoc se le agrego
cloroformo-alcohol 9:1; se filtrd para eliminar el cloruro de sodio formado y el fitrado se
cromatografio en una columna de tribxido de aluminio eluyéndose con la misma mezcla de
disolventes. Se recristalizé en cloroformo-aicohol obteniéndose el producto Vil con punto de fusiéon

238-240° C.

Psilocibina (). Una solucion de VIl en metanol se agitd en una atmostera de hidrégeno, despueés de
agregar paladio en trioxido de aluminio. El residuo de la evaporacion liberado del catalizador se
recibid en agua y los productos no disueltos se filtraron. La solucién acuosa se voivio a evaporar a
sequedad y el residuo se evapord en un poco de metanol separandose | en finos prismas con
punto de fusion 220-228° C con un rendimiento del 42%. La reaccion de Keller dio coloracién
violeta. £l producto sintético coincidid® en sus propiedades con el natural y los espectros de

infrarrojo fueron idénticos.
3.3.7. BIOSINTESIS DE PSILOCIBINA

Para lievar a cabo el estudio de la biosintesis de la psilocibina se hicieron investigaciones con
compuestios marcados que se suponia podian ser precursores. Para esto se desarrolld un cultivo
de Psilocybe semperviva en medio nutriente que contenia D L triptofano marcado y la psilocibina
aislada fue radiactiva®? por lo que se deduce que hay una relacién bioenergética entre el triptofano

y la psilocibina.

En Psilocybe cubensis se incorpord D L triptofano y triptamina marcados. siendo un precursor mas
eficiente la triptamina, a pesar de que se Presume gue solo el L triptofano a triptamina puede ser el
paso inicial en la sintesis de psilocibina™ .

Dado que la psilocibina como la psilocina son compuestos intimamente relacionados con indoles 4
hidroxilados y se supone que la psilocibina puede derivarse biosintéticamente de triptofano y

triptamina, se deduce que la molécula de triptofano requiere de las siguientes modificaciones, en
orden definitivo o alternativo. para su conversion a psilocibina: descarboxilacion, metilacion,

hidroxilacion y fosforilacion™ 3%,
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Se obtuvieron resun-doa experlmem-les consistentes en la secuerncia biosintética de psilocibina

en cultivos de F Vy F 3% % semperviva™ que se muestran en el esquema
siguiente:
igesrea 6. Tt blooivtdtios do o pelioeibinm.
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Ene y otros caminos han sido estudiados previamente con técnicas conocidas, investigando la
6n de deuterio en intermediarios hipotéticos marcados de la psilocibina en cultivos de

Ps:locybo cubensis™.
3.4. MARCO LEGAL

La Ley General de Salud es muy clara de acuerdo con su CAPITULO IV, en el que se indica que la
Secretaria de Salud elaborara un programa nacional contra la farmacodependencia y lo ejecutara
en coordinacion con dependencias y entidades del sector salud y con los gobiemos de las
entidades federativas en el Articulo 182, indicandonos ademas en el Articulo 191 que la Secretaria
de Salud y el Consejo de Salubridad General, en el ambito de sus respectivas competencias, se
coordinaran para la ejecucion del programa contra la famacodependencia, a través de las
siguientes acciones:

I. La prevencion y el tratamiento de ia farmacodependencia y. en su caso, ia rehabilitacion de los
farmacodependientes;

ll. La educacién sobre los efectos del uso de estupefacientes, sustancias psicotropicas y otras
susceptibles de producir dependencia, asi como sus consecuencias en las relaciones sociales y
por ultimo

IN. La educacion e instruccion a la familia y a la comunidad sobre la forma de reconocer los
sintomas de la farmacodependencia y adoptar ias medidas opoftunas para sSu prevencion y
tratamiento’'.

La Ley General de Salud establece que los honges que producen efectos alucinogenos deben ser
sujetos a control y clasifica las sustancias activas en el grupo de los psicotropicos de acuerdo con
su Capitulo Vi y siendo para los efectos de esta Ley, que se consideran sustancias psicotropicas
las sefialadas en el Articulo 245 de este ordenamiento y aqueilas que determine especificamente
el Consejo de Salubridad General o |a Secretaria de Salud.
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En el Articulo 245 se indica que, en relacion con las medidas de control y vigilancia que deberan

ias autor asnitarias, las sustancias psicotropicas se clasifican en cinco grupos de los
cusles para Nuestro interés se indica Unicamente el Grupo | de las consideradas de valor
do o abuso. constituyen un

wrapéutico escasc © NUWo y que, Por ser de uso ir
problema oapeclnlmome grave para la salud publica y a saber:

- Las especies FPsilocybe mexicana, Stophana cubensis y Stopharia conocybe asi como sus
principios activos. Hongos alucinantes que contengan Fosfato dihidrogenado de
Pailocibina, cusiquier variedad botanica 3-(2-dimetil-aminoetil)- en especial indol-4-ilo.

- Pallocina 3-(2-dimetilaminoetii)-a-hidroxi-indol.

De mﬂo con el Articulo 248, quaeda prohibido todo uso, ya sea: siembra, cultivo, cosecha,
), ascondicionamiento, adquisicion, posesion, comercio, transporte en
cusiquier lorrna pr..cﬂpdou m‘dica suministro, empieoc, uso, consumo y en general, todo acto
relacionado con st icotropicas o cualquier producto que los contenga.

Solsmente de acuerdo con el Articulo 249 para fines de investigacion cientifica, la Secretaria de
Salud podré autorizer ia adquisicion de las substancias psicotropicas a que se refiere ia fraccion |
del Articulo 245 de esta Ley‘ p-r'a ser entregadas bajo control a organismos o instituciones que
heyan presentado pr 5h autorizado por aqueila dependencia, 10S que a sU vez
comumcartn ala m Socnptarla el resultado de Ias investigaciones efectuadas y como se

utilizaron®™

La Republica Mexicana ha firmado Una aerie de acuerdos intemacionales que le obligan a prohibir
tocias ias sustancias Que la Organizacion Mundial de la Salud considere objeto de control
ntemacional, Nno cbetante, no existe una sola ley dentro del teritorio nacional que castigue el
consumo de sustancias ilegales; por ol contrario, el Articulo 195 del Codigo Penal sefiala que: "No
s® procedera en contra de quien, no siendo farmacodependiente se le encuentre en posesion de
sliguno de 108 narcéticos sefialados on e articulo 193, por una sola vez y en cantidad tal que pueda
presumirse que esta destinada a su consumo personal”

Por su parte el Articulo 189 del mismo cédigo b "Al farrr diente gue posea para
su estricto consumo personal algun narcético de ios seflalados en el articulo 193 no se |e aplicara
pena alguna™. Asi pues, tanto fammacodependientes como no farmacodependientes estan
protegidos por |a ley en cuanto al consumo y a la posesion de pequefias cantidades. La posesion
de cantidades IMayores a ias que se explicitan en las tablas anexas al Codigo Penal se castiga con
diversas penas puesto que eso cae ya dentro deil delito tipificado como trafico de narcéticos (para
Ia legisiacion mexicana, un narcHtico no os solo una sustancia que deprima el sistermna nervioso
central, sino cualquier sustancia pmhiblda)

Ademas del trifico, Io que se castiga en nuestro pais es la produccion, (esto es, la manufactura,
fabricacion, elaboracion, preparacion o acondicionamiento de algun narcético), el transporte, el
trafico, el suministro gratuito, la preacripcion y el comercio (esto es. vender, comprar, adquirir o
enajenar algun narcotico). Tembién se imponen penas a quienes aporten recursos o colaboren
financieramente en los delitos antefiores, a quienes siembren o pemitan qQue se siembre en
terrenos de su Posesion alguna planta cuyo alcaloide esté prohibido y realicen actos de publicidad
© propaganda para favorecer el consumo de narcoticos'

Por todo lo anterior es muy claro que es necesaric que se puntualice en ia legisiacion nacional
sobre cudl es |a cantidad de sustancia considerada como de consumo personal ya que al no estar
bien especificada, pudiera liegar a suceder que un individuo sea considerado como narcotraficante
por jo que podria pasar un largo tiempo encerrado en prision por el hecho de portar sustancias
consideradas como ilegales siendo que pudiera ser el caso de que este individuo solo necesite de
ayuda para superar algun problema de adicciones. Es muy claro también con este ejempio la
importancia de llevar a cabo una analisis cuantitativo muy preciso sobre las sustancias de este tipo.
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3.5. ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LAS INTOXICACIONES

Ante un paciente con signos de ir Tes T ia una actuacion coordinada y armoniosa
ael equipo de salud;, se debe considerar la informacién disponible sobre |a etiologia (causas
accidemales, iatrogénicas, suicidas) y factores como edad, ocupacion, via de entrada, grado y tipo
ae los simMtomas, para proceder a la busqueda del agente causante, que en principio estaria
onentada hacia ias sustancias mas frecuentes en nuestro medio. cComMo etanol, mondxido de
carbono, saliciiatos, metanol, farmacos psicoactivos y drogas de abuso (cocaina, marihuana)

Para un commecto estudio de la situacion, el profesional deberia tener en cuenta no soio las
acciones de los téxicos sino la cindtica en el organismo, es decir, COmo es ta absorcidn por la via
mwvolucrada, ol metabolismo, como se elimina, como es la distribucion tisular, @ qué proteinas se
kga. el conocimiento de todos estos aspectos es necesano para la discusion del caso con el
profesional médico actuante y of estabiecimiento de la factil ider iGn del analisis

La tarea del {aboratorio no en la ider ion del agente etiolOgico. dado que la causa de
ABCBsOs Méds comun de 10s pacientes m(oxlmdos es la depresaén del Sistema Nervioso Central con
ias consecuencias cardiormespiratorias como is respiratorias, con hipoxias e
hipercapnias, s primordial vigilar el medic intermo y controlar la evolucion de los parametros
hematologicos y renales. Posteriormente en el tratamiento es importante monitorear et empieo de

ificos, como qu tes para i | atropina para organofosforados, valium

os antidotos >
on el caso de alucinégenos, oxigenacion para monotxido de carbono, oxigenacion y terapia de

nitritos para cianuro.
3.6. ANALISIS DE DROGAS DE ABUSO

De manera general los andlisis de drogas en matrices bioldgicas y no bioldgicas por parte de los
taboratorios especializados en el ambito legal tiene esencialmente dos objetivos fundamentales:

« Diagndéstico del consumo de una droga de abuso en el marco de un proceso judicial.
« Diagnostico clinico en toxicologia clinica y en tratamientos de rehabilitacion

Si en casi todas las emergencias clinicas es imprescindible el respaldo del laboratorio bioquimico,
hay pocas situaciones donde el mismo sea mas critico Que en las intoxicaciones agudas; en tales
cuadros (caracterizados por un estado clinico grave en una persona sin antecedentes de
enfermedad) s necesario conocer, en el menor tiempo posibie, qué sustancia es la causante, cual
fue su via de entrada al organisimo, en qué cantidad, y cuanto tiempo transcurrié desde el contacto.
Y aunque estos parametros son usualmente evaluados por los laboratorios especializados en
toxicologla. |as sustancias responsables de la gran mayoria de las intoxicaciones agudas pueden
ser determinadas con téchicas susceptibies de ser implementadas en los |aboratorios de los
distintos efectores de la Secretaria de Salud. Tales técnicas. si bien no tienen la sensibilidad y
especificidad analitica de aquellas de referencia, son lo suficientemente practicas como para ser
llevadas a cabo por e profesional bioquimico en el ambito de una guardia y son perfectamente
compatibles con el instrumental del que se dispone en los citados laboratorios pudiéndose, en
muchos casos. aportar informacion cualitativa y cuantitativa de importante valor para el diagnoéstico

y tratamiento del paciente.
MATERIALES DE ELECCION PARA LA BUSQUEDA DE TOXICOS.

La muestra para el anadlisis toxicoldgico dependera del tipo de toxico sospechado, |a via de
absorcion, y si la intoxicacion es aguda o cronica. Conviene tomarta apenas el paciente ingresa a!
servicio, para que los medicamentos y tratamientos que recibe no interfieran en el analisis.

La orina es ideal para hacer controles de exposicion a sustancias, pero presenta el inconveniente
de que s6io se podran analizar aquellas que presenten (el toxico original o mas frecuentemente un
metabolito del mismo) una via de excrecion renal. En ese caso. es suficiente con un volumen de 50
mL de orina, recogido sin conservadores y mantenido en refrigeracion hasta su analisis.
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El plasma / suero es la eleccion en muchas situaciones, ya que se encuentra presente el toxico de
origen y su nivel esta relacionado con ef daflo, aunque la interferencia por sustancias e

es mayor que en la orina. Dejando de lado la aicoholemia, se aconssja extraer 10 mL en un tubo
con heparina y un volumen similar en uno seco.

E! vomito y el contenido gastrico (sobre todo las primeras fracciones) son muy Utiles para el analisis
cualitativo, ya que no se encuentran metabolitos y, en el caso de los plaguicidas. el olor
proporciona indicios de la sustancia en cuestion, pero s6lo se pueden detectar aquellas sustancias
qQue hayan ingresado por via oral y no tengan una velocidad de absorcion rapida, y hay que
considerar las interferencias producidas por jos alimentos ingeridos.

TECNICAS ANALITICAS

Para determinar ia cantidad de cuaiquier sustancia, no s6lo de psilocibina presente en una muestra
biolbgica o en cualquier material, es e y necesario llevar a cabo los andlisis de
identidad para comprobar que verdaderamente se trata de la sustancia que presuntamente se
sospecha de acuerdo con el aspecto fisico o los sintomas en el caso de iMoxicaciones.

En el caso de que se e de bina mme en alguna muestra, el analisis de mayor

utilidad sera la cromatografia de ometria de masas, debido a que el
compuesto cumpie con ias caracteristicas raquendas para ser analizada por tal método, ademas
de que se trata de un excelente método de separacion y cuantificacion de las sustancias

contenidas en una mezcla.

3.7. CROMATOGRAFIA

La cromatografia es un método en el cual los componentes de una mezcia son separados por un
adsobente en un sistema fluyente. E! sistema consta de: 1) Una columna que contiene un soporte
fijio y adsorbente (fase estacionaria), 2) La muestra a separar y 3) Un eluente que permite el
movimiento descendente de la muestra en la columna ( fase moévil). La separacion de los soiutos
depende de las interacciones con el adsorbente en ila columna. Se ha demostrado que |a Silica es
un adsorbente adecuado para cromatografia. Existen dos técnicas cromatograficas principales que
se caracterizan por el tipo de fase movil empleada: la cromatografia de fiujo Ilquldo L ia
cromatografia de flujo gaseoso (en adelante se vera unicamente la cromatografia de gases)' .

3.7.1. CROMATOGRAFIA DE GASES

La Cromatografia de gases (CG) es una técnica utilizada para la separacion y analisis de mezcias
de sustancias voldtiles. La muestra es v e introducida en un flujo de un gas apropiado
denominado fase movil (FM) o gas de arrastre. Este fiujo de gas con la muestra vaporizada pasa
por un tubo que contiene la fase estacionaria FE (columna cromatografica), donde ocurre la

separacion de la mezcla.

La FE puede ser un sdlido adsorbente (Cromatografia Gas-Sélido) o, mas comunmente, una
pelicula de un liquicdo poco voitil, soportado sobre un solido inerte (Cromatografia Gas-Liquido
con Columna Empaquetada o Rellenada). En |la cromatografia gas-liquido (CGL), ios dos factores
que gobiernan la separacion de los constituyentes de una Muestra son:

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

volatilidad: cuanto mas volatil es la sustancia (0. en otros términos, cuanto mayor es la presién
de vapo:z\ mayor es su tendencia de permanecer vaporizada y mas rapidamente avanza por el
sistema™,

22




Las sustancias separadas salen de la columna disueltas en el gas de arrastre y pasan por un
Ooetector; dispositivo que genera una sefial eléctrica proporcional a |la cantidad del material eluido.
E! registro de esta sefial en funcion dei tiempo es el cromatograma, en donde las sustancias
aparecsn como icos con areas proporcionales a sus masas, lo que posibilita el analisis
cuantitativo™ 4" ver figura 9.

iggeare O. -].mplo e I sefMfal obeer-vacdsa
o wun -ty WA MUestra.

3.7.2. CONSTITUYENTES DE UN CROMATOGRAFO DE GASES

Los constituyentes basicos de un sistema cromatografico son:

e Depotsito del Gas de Armastre. E| gas de arrastre esta contenido en cilindros de alta presion.
Asl, la eleccion del gas de arastre es independiente de la muestra a ser separada. El
pardmetro mas importante es su compatibilidad con el detector (algunos detectores trabajan
mejor cuando se utilizan determinados gases). Los gases mas usados son Hz, He y Nz y el flujo
del gas de arastre, que debe ser controlado, es constante durante e analisis.

e Sistema de Introduccion de la muestra. En la CG, la seccion del cromatégrafo donde es hecha
la introduccion de la muestra es el inyector (o vaporizador). En la version mas simpie, se trata
de una pieza de metal conectada a la columna cromatografica y a la alimentacién del gas de
armastre. Esta piaza contiene un orificio con un septo, generaimente de caucho de silicona, por
el cual las muestras liquidas o gaseosas pueden ser inyectadas con microjeringas. Las
muestras sdlidas puaden disolverse en un aoivente apropiado. £l inyector debe calentarse a
una temperatura mayor del punto de ebullicion de los componentes de |a muestra, para que la
muestra se voiatilice cornpleta e mstanttneansente y sea introducida en la columna. Si la

temperatura fuera mente el . puede ocurrir la descomposicion de la muestra. La
muestra debe entrar en la columna en la 'orrna de un segmento estrecho, para evitar
alargamiento de los picos por o que debe volati e r nente™ 4241

La cantidad de muestra inyectada depende de la columna y del detector empleado. Para columnas
empaquetadas, volumenes de 0,1 yl a 3.0 pl de muestra liquida son tipicos. Los volumenes alitos
perjudican [a calidad de la inyeccion (alargamiento de los picos) o saturan la columna
cromatografica. Para la cromatografia gaseosa de alta resolucion (CGAR), los volumenes de
inyeccion deben ser dei orden de nanolitros.

Sin embargo, no existe un Mmedic simple para medir semejante volumen con ia precision necesaria.
Asi, los inyectores para CGAR son dotados de un "divisor de muestra®, de modo que apenas una
fraccion del volumen inyectado (tipicamente entre 1/10 e 1/300) liega a la columna, siendo
descartado lo restante.

® Columna Cromatografica y Control de la temperatura de la columna. Después de inyectada y
vaporizada, la muestra ingresa en la columna cromatografica. donde es efectuada la
separacion. En la CG la afinidad de un soluto por |a FM es determinada por ia volatilidad del
soluto. su presion de vapor, que es funcion de la estructura del compuesto y de la temperatura.
Modificandose |a temperatura, se altera también la presion de vapor y, por consiguiente, la
afinidad de una sustancia por la FM.
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Si la temperatura de la columna fuera excesivamente baja, todos los constituyentes de la muestra
tendran presionss de vapor muy bajas y permaneceran casi todo el tiempo disueltos en la FE,
haciendo con que su migracion por la columna ssa Muy lenta. El resuitado puede ser un tiempo
axcesivo de anslisis y picos muy anchos y bajos (cuanto mas tiempo la sustancia pasa en la
columna, més ae dispersa). Evontudmoma el compuesto no puede salir de ia columna. Por otro
lmdo, una muy da también implica presiones de vapor muy grandes Yy los
compuestos m pasan algun tiempo disueito en la FE, saliendo muy rapidamente de la
columna sin ser separados. Asi, la temperatura de la columna es una condicion que debe ser
qmmmma&mimw Ademsas de |as consideraciones sobre la

ia sa usada debe ser compatlble con la FE empieada, pues las FE liquidas
- volmlllznn O 88 degradan CON teMpParsturas exc i La ter ura de ta columna debe
controlarse . para meegurar |a reproducibilidad de os anslisis™ "

»2ZCcroomo>»ac->»omogm-

‘

En el de muestras que contisnen constituyentes con presiones de vapor muy diferentes, si la
temperatura se ajusta pera @ separscion apropiada de (os compuestos menos voldtiies
(temperaturas aitas), los voldtiies serdn retenidos muy poco y NO seran sepersdos.

Por otro lado. si se h-ce ol ajuste para separar los compuestos volatiles (temperaturas bajas), los
an sobre la forma de picos excesivamente anchos y bajos o

seran menldos enla columna Este problema puade controlarse usando la programacion Imsal de
temperatura (PLT), @ través del cual la temmura de la eolumna va .umemlndooe grndualmoﬂte
tes

durante el andlisis. La PLT pemnite de m {p
eser @tc.), no ar con tesr ira constante de la eolumna (CG Iuotermica)‘:"“”

e Detector. El ultimo bioque de un CG es el detector, que sera discutido detalladamente mas
adelante.

,—;'r.m-r E

FALLE Ui wanaill ;
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COLUMNAS PARA CROMATOGRAFIA DE GASES

Las caracteristicas fundamentales que definen el desempeno de una columna de CG son:
retencion/ selectividad, eficiencia y resolucién.

Retencion y Selectividad. En CG, el parametro de retencién es el tiempo de retencion, t,. Este es
oefinido como el tiempo transcurrido entre la inyeccion de la muestra y el maximo del pico
cromatografico. Aunque la sustancia no interaciuase de alguna forma con la FE. su tiempo de
retencion no seria nulo, porque pasaria algun tiempo entre su inyeccion y su pasaje por el detector.
Este tiempo commesponde al tiempo que el gas de arrastre demora para recorrer la columna, y es
denominado tiempo de retencion del compuesto no retenido (o tiempo muerto). tn,. El parametro
que realmente refleja las caracteristicas fisico-quimicas de retencidon de un determinado compuesto
es el tiempo de retencion descontado del tiempo muerto, llamado de tiempo de retencion ajustado,

[ ) t, =t -t,
La selectividad. capacidad de un sistema de diferenciar dos compuestos, es definida por

o - 22
‘rrl

siendo una caracteristica que, en'CG, se asocia mas a la coiumna cromatografica.

- Eficiencia. En CG, la eficiencia es expresada por el nimero de platos tedricos, que es calculado
usandose el parametro de retencion (tr) y el ancho del pico cromatografico - en este caso, el ancho

de |a base, Whp: =
TS Y-] L’é-j
Wwa




La altura equivalente a un piato tedrico es calculada por:
PR p——

wmendo L ia longitud de la columna cromatogréfica. La aependancaa de h con la velocidad de la FM
es descrita por ia ecuacion de van Deemter:

N=A4+BIV+Cy

aonde V = L / tn €5 la velocidad del gas de arrastre. El témino A esta relacionado con el
agrandamiento del pico y &l término B con la difusion molecular del soiuto en la fase movil™.

- Resolucion. En CG. la resclucion entre dos sustancias es la proporcion entre la diferencia de las
astancias de migracion y el promedio de los anchos de |as bandas y esta definida como:

2 ar:—rrl )

Ry, =
Way+Was

T, = Te2 — L

wo

o, si el ancho de ios picos fuesen proximos,

FASES ESTACIONARIAS

En CG existe un gran namero de fases estacionarias liquidas y sdlidas disponibles
comerciaimente, de modo que |a naturaleza de la FE es la variable mas importante en la

optimizacion de la selectividad.

Las FE liquidas son las mas utilizadas en CG. FE solidas (carbdn activo, silica, tamices
moileculares y polimeros porosos) son aplicadas para la separacion de gases y compuestos de
bajo peso molecular. En principio, para que un liquido sea usado como FE en CG, debe ser poco
wvolatil (presion de vapor hasta 0.1 mmHg o 13,332 Pa a la temperatura de trabajo) y este liquido
termicamente estable, debe tener como caracteristicas:

1. Ser un buen disolvente para ios componentes de la muestra, caso contrario el efecto sera el
mismo que el de la temperatura excesivamente elevada de la columna (los compuestos
permaneceran casi todo et tiempo en el gas de armastre, siendo eluidos muy rapidamente y sin
separacion),

2. Ser un buen disolvente diferencial, esto es, ademas de disolver bien a todos los constituyentes
de la muestra, hacerio con solubilidades suficientemente diferentes para que ellos puedan ser
separados y sef quimicamente inerte en relacion a la muestra.

. FE con estructuras similares a ia de la muestra disolveran mejor sus constituyentes,
proporcionando mejores selectividades y separaciones. FE polares disuelven mejor compuestos
polares. Por ejemplo: hidrocarburos pueden ser separados eficienternente usando escualeno (un
alqueno de peso moiecular elevado).

Las FE mas populares son las siliconas. Las siliconas son polimeros sumamente estables e
inertes. lo que las vueive especialimente apropiadas a la CG. En esta ciase. los polidimetilsiloxanos
son los menos polares. La substitucion de los grupos metilo en la cadena por otros grupos (fenilo,
ciano. trifluoropropilo, etc.) proporciona FE con polaridades crecientes. De este manera, estas
pueden usarse en la separacion de mezclas de las mas variadas polaridades. Comercialmente,
estan disponibles bajo varias denominaciones, muchas de ellas practicamente equivalentes. SE-
30, OV-1 y DC-200 son nombres comerciales para polidimetilsiioxanos de fabricantes diferentes.
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Otra clase de FE importante es la de los poliglicoles. Son polimeros de etilenoglicol y epoxido,
preparados con diferentes tamafios de cadena potimeérica. Son FE moderadamente polares,
apropiadas para la separacion de alcoholes, aldehidos, eteres, etc. La denominacion comercial
“Carbowax" designa la serie de poliglicoles mas conocidos (p. ej., Carbowax 20M. Carbowax 600,

Carbowax 750, Carbowax 8000, etc.).

un tercer grupo importante de FE son los de poliésteres. Son obtenidos por condensacion de
asacidos con glicoles. Son fases altamente polares. Las fases mas comunes de esta categoria son
&t succinato de distilenoglicol (DEGS) y el adipato de dietilenoglicol (DEGA)® 42

COLUMNAS EMPACADAS

La columna cronutagraﬁca es el lugar donde ocurre ia interaccion entre la muestra y la FE. Existen
dos geometrias basicas de columnas para CG: las columnas empaquetadas (o rellenadas), y las

columnas tubulares ablertas (o capilares).

En las columnas esmpaquetadas, la FE liquida es depositada bajo la forma de una pelicula delgada
y uniforme sobre las pnnlculas de un sopofte apropiado. £l soporte debe ser un solido poroso con
gran area superficial, inerte y de buena resistencia mecanica. E! tamafio de las particulas y de los
poros debe ser o més uniforme posible. El material mas empleado como soporte es la diatomita,
esqueietos fosiles de aigas microscsd Bccas (diatomaceas), compuestos principalmente de SiO:
smorfo y trazas de Oxidos metalicos™

Muchas veces, el material es sometido a tratamientos quimicos para disminuir su actividad
superficial, y volverio mas inerte. La diatomita preparada para soporte de CG es comercializada
con el nombre de "Chromosorb”™.

Para preparar una columna empaquetada, el material de relleno (FE sobre soporte) es colocado de
ta forma mas uniforrme y compacta posible ("empaquetado”) en un tubo de longitud y diametro
apropiados. Los materiales mas usados para los tubos de las columnas son de acero inoxidable y
de vidrio, siendo el primero preferido por la manipulacidon mas facil. Si el material de relleno no es
colocado en ia columna de forma compacta y uniforme, los espacios vacios resultantes
funcionaran como camaras de dilucion para |a muestra. El resuitado sera picos mas anchos y

menor eficiencia.

£l tamafio de la columna es variable. Tipicamente son usadas columnas con diametros intermos de
1T mma4 mmy 1 ma 3 mde longitud. Cuantc mas larga la columna, mayor la eficiencia; sin
embargo, también aumenta el tiempo de analisis. Columnas muy largas ofrecen una resistencia
muy aita al p je del gas, igiendo presiones excesivamente aitas.

Ademas de la naturaleza de la FE y de !a cailidad del empaquetamiento, existen dos variable
importantes que influyen en el desempefio de una columna empaquetada:

1. El porcentaje de la FE en el material de relleno. E| porcentaje de |a FE sobre el soporte es un
parametro que debe controlarse rigidamente. Si la cantidad de la FE fuese muy baja, se
expondran partes de la superficie del soporte a la muestra, que puede ser adsorbida. El
resultado es el agrandamiento o deformacion de ios picos. Esto es, cuanto mas cantidad de
FE. mayor es la retencion. La selectividad también aumenta, aunque a expensas del aumento
del tiempo de analisis y disminucion de la eficiencia. Actuaimente, columnas que contienen de
2 % a 10 % de FE son las mas usadas, dificilmente se usan columnas con mas de 30 %.
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2. El didmetro de las particulas de! soporte. Cuanto mas pequefio el diametro de las particulas del
soporte, mayor la eficiencia de |a columna. También, es importante la uniformidad de las
particulas. Los reflenos con particulas cuya distribucion segion su tamafo son muy grandes no
seran muy eficaces. Normalmente, se usan soportes con 80-100 mesh (148 pm a 177 ym de
diametro) o 100-120 mesh (125 pm a 149 pm). Si fuese usado soporte con particulas
excesivamente pequefias, |a resistencia al pasaje de gas serda muy alta

En Ias columnas tubulares abiertas (genéricamente denominadas "columnas capilares”), la FE es

en la forma de una pelicula sobre ia superficie intema de un tubo fino. Su gran ventaja
sobre las columnas empaquetadas es que. por el hecho de ser tubos abiertos, pueden hacerse
columnas capilares de grandes longitudes y por tal, mas platos teéricos contiene la columna (y es
mayor su eficiencia), por 0 que columnas capilares son mucho mas eficientes que las
empaquetadas. Normalmente, se encuentran columnas de 5 m hasta 100 m, aunque ya se ha
fabricado una columna con 2175 m. Pueden usarse tubos metalicos. de vidrio o de silica fundida,
siendo actuaimente preferidos los tltimas por su flexibilidad e inercia quimica.

En las columnas empaquetadas, el desempefio es afectado por el diametro y uniformidad de las
particulas del relieno y por ia carga de FE. En las columnas capilares, son importantes el diametro
intemo de la columna y el espesor de ia pelicula de la FE. Cuanto mas fina sea la columna, mas
eficiente eila serda. Sin embargo, columnas muy estrechas soportan poca FE, lo que disminuye su
selectividad. Tipicamente, se usan columnas con diametros intemos entre 0.1 mm y 0.5 mm. EI
espesor de la pelicula de la FE equivale al porcentaje de FE en las columnas empaquetadas, de
manera que cuanto mayor es el espesor de la pelicula, mayor sera la retencidn y la selectividad.
Peliculas nente causan el agrandamiento dq‘e:ylos picos y tiempos de analisis

grandes. Normalmente, se utilizan peliculas de 0.1 pm a 3.0 pm®

Las FE son las mismas usadas para las columnas empaquetadas. Muchas veces, para minimizar
las pérdidas de ia fase por volatilizacion durante el uso, |la FE es fijada a las paredes del tubo por
algun medio. Puede polimerizarse parcialmente a la fase de la deposncuén (fases
inmovilizadas) o entonces enlazarla quimicamente a las paredes (fase enlazada)™®*%*?,

La capacidad de procesamiento de muestra de las columnas capilares es mas pequefia que en las
columnas empaquetadas. Dependiendo de la columna, esta puede saturarse con cantidades muy
pequefias como 0.001 pl_de muestra. Como la inyeccién directa de volumenes de muestra de este
orden es inviable. debe recurrirse al artificio de la division de la muestra en la inyeccion. Sin
embargo, el uso de la divisién de muestra presenta algunos inconvenientes.

Es dificil ajustar reproductiblemente la proporcion de la divisidon (fraccidn de |la muestra inyectada
que entra en la columna), o que puede provocar errores en el analisis cuantitativo. Ademas de
eso, las muestras conteniendo constituyentes con volatiidades muy diferentes pueden ser
alterados por la division: la fraccion de la muestra que realmente va para la columna se enriquece

con los componentes menos volatiles.

Dada la gran eficiencia de las columnas capilares, pueden r iones de rr
sumamente compiejas. fracciones de petrdleo, esencias. muestras buologlms etc. En el caso
especifico de analisis de interés ambiental (por ejempio. contaminantes en agua y aire), es casi
obligatorio su uso. La tendencia actual es que la mayoria de los analisis se hagan con el uso de
columnas capilares. Esto no significa que las columnas e (gaquetadas estan siendo abandonadas,
aun asi su uso debe restringirse a aplicaciones especificas™ *° 4",

DETECTORES EN CROMATOGRAFIA DE GASES
El detector es un dispositivo que detecta los componentes separados por la columna. Un gran

numero de detectores han sido descritos y usados en CG. Existen, sin embargo, algunas
caracteristicas basicas comunes para describir su desempefio:
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Selectividad. Algunos detectores presentan respuestas para cualquier sustancia diferente
del gas de amastre que pasa por este. Estos son los llamados detectores universales. Por
otro lado, existen detectores que solo responden a compuestos que contengan un
determinado elemento qQuimico en su estructura, que son los detectores especificos. Entre
estos dos extremos, algunos detectores responden a ciertas clases de compuestos
{detectores selectivos).
Sensibilidad. Es |a relacion entre el incremento del area de un pico y un incremente de la
masa del analito'*' 42,
Ruido. Son los desvios y oacilaciones en la linea de base (senal det detector cuando sélo
pasa el gas de arrastre). Puede ser causado por problemas electronicos, impurezas y
el or, etc. Por muy eficiente que sea el funcionamiento

en los y en
dol sistema, demm existe ruido, ver ﬁgura 12.
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Figura 12. Ruido eon o egquipo.

Tipo de Respuesta. Algunos detectores presentan una sefial que es proporcional a la
concentracion del soluto en el gas de arrastre; en otros, la sefial es proporcional a la
fraccion de masa del! soluto que entra en el detector. Esto depende del mecanismo de
funcionamiento de cada detector (figura 13).
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Factor de Respuesta. Es la intensidad de seflal generada por una determinada masa de
soluto, que depende del detector y del compuesto estudiado. Puede visualizarse como la
inclinacion de la recta que commeiaciona la sefal con la masa de un soluto (curva de
calibracion). Cuanto mayor es el factor de respuesta, mas confiable el analisis cuantitativo.




Rango Lineal Dinamico. Es la razén entre la menor y la mayor masa entre las cuales el
factor de respuesta de un detector para un soluto es constante, esto es. donde la curva de

calibracion es lineal.

Los cuatro detectores mas significativos en CG son el Detector por Conductividad Térmica (DCT),
el Detector por lonizacion en flama (DIF), el Detector por Captura de Electrones y el Detector

Espéctrométrico de Masas,

E! funcionamiento del DCT esta basado en el hecho que (a velocidad de pérdida de calor de un
cuerpo caliente para un cuerpo Mas frio es proporcional, entre otros factores, a la conductividad
térmica del gas que separa estos cuerpos. Un filamento metdlico muy delgado (de tungsteno, oro o
asleacion de tungsteno - renio) es calentado por el pasaje de una corriente eléctrica constante. Este
filamento esta colocado dentro de un orificio en un bloque mMetalico (ceida). calentado a una
temperatura maés baja que aqtz.tella del filamento, por donde el gas de arrastre proveniente de [a

columna pasa continuasmente?.

Mientras pasa el gas de arrastre puro por la celda, la proporcion de pérdida de calor del filamento
para el bloque es constante y la temperatura del filamento no varla. Cuando un componente es
sivido de la columna, este sale mezciado con el gas de arrastre y pasa por el detector. Si la
conductividad de esta mezcla es diferente de aquella del gas de arrastre puro, el filamento pierde
calor para el bioque en una proporcion diferente de aquella del equilibno. Por ejemplo, si la
proporcion de pérdida de calor disminuye, el filamento se calienta cuando la muestra es eluida. El
calentamiento de! filamento causa una variacion en su resistencia eléctrica y la resistividad de un
metal aumenta con la temperatura. El filamento es montado en un circuito puente de Wheatstone,
que transforma la vanacion en resistencia eléctrica del filamento en una variacion de voltaje. que
es colectada en un registrador generando el cromatograma.

El DCT es un detector universal, sensible a la concentracién del soluto en e! gas de arrastre.
Generaimente, cuando se usa DCT, el gas de amrastre es He o H;. Por el hecho de que estos
gases tienen conductividades témmicas altas, las mezclas gas de arastre mas soluto siempre
tendran conductividades térmicas menores que |la del gas de arrastre puro, lo que impide seflales
negativas, ademas de obtenerse factores de respuesta mas grandes.

Sin embargo, es considerado un detector poco sensible. La Cantidad Minima Detectable (CMD) de
un_modelo Modemo, para propano, es de 400 pg/mL de gas de arrastre, con un rango lineal de
10°. A pesar de eso, @ hecho de ser universal, barato y de funcionamiento simple, lo hace
extremamente Util para andlisis que no necesitan de alta sensibilidad.

Durante la quema de un compuesto organico, se forman varios iones y como consecuencia, la
flama resultante se hace conductora de electricidad. El funcionamiento del DIF esta basado en este
fendémenoc. El gas de arrastre saliendo de la columna cromatografica se mezcia con H; y quemado
con aire u oxigeno. La flama resultante se queda contenida entre dos electrodos, polarizados por
un voitaje constante. Como ia flama de H; forma iones, este @s un pésimo conductor
eléctrico y casi ninguna coftiente pasa entre 1os electrodos. Al eluir un compuesto organico, este se
quema y forma iones en la flama, que conducen cosriente eléctrica. La comente eléctrica
resuitante, del orden de pA, es amplificada y constituye ia sefial cromatografica®™.

Casi todos los compuestos organicos pueden ser detectados por el DIF. Apenas sustancias no
inflamabies (CCl,, H20) o algunas pocas que no forman iones en la flama (HCOOH) no dan sefial.
Asi, este es un detector practicamente universal. De una manera general, cuando el compuesto
tiene enlaces C-H, mayor es su respuesta (mayor sensibilidad). Este detector es mucho mas
sensible que el DCT, porque dependiendo del compuesto, pueden ser detectados entre 10 y 400
pg. con un rango lineal dindmico de 10”. Probablemente es el detector mas usado en CG.




E£! Detector por Captura de Electrones tiene su principio en la su;xesibn de un flujo de electrones
lentos causada por la absorcion de este por especies electrofilicas™
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b) Con {a Substancia siectrofilica aigunos electrones son
absorbidos resultando una supresion de cofriente eléctrica.
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3.7.3. ANALISIS CUALITATIVO POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Los picos cromatograficos representan a cada uno de los componentes que han sido separados de
una mezcla de compuestos. Los pracedimientos para identificacion de los picos cromatograficos

podemos dividirtos en dos categorias:

e Identificacion Cromatog
o Por Datos de Retencion
Por Setie Homdélogas (Indices de Retencién de Kovacs)

©
e ldentificacién No Cromatografica
o Analisis Clasicos
o ldentificacion por:
e Adicion de Estandar
= Formacion de Derivados
* Sustraccion de un Componente
o ldentificacion con Técnicas Auxiliares: UV, IR, MS, RMN
3.7.4. ANALISIS CUANTITATIVO POR CROMATOGRAFIA DE GASES
La CG es una técnica eminentemente cuantitativa. El principio basico de ia cuantificacion es que el
Ianr;aa de los picos registrados en el cromatograma es proporcional a la masa del compuesto

Exlstén varios métodos para cuantificar un pico cromatografico:
« Nomalizacién de Area
e Normalizacion de Area con Factores de Respuesta
= Estandarizacion Externa
* Estandarizacion interma
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Cualquiera que sea la forma usada para medir el area de los picos, el procedimiento general de un
analisis cuantitativo por CG involucra la obtencién del cromatograma de la muestra, la medida del
area de los picos de interés y el caiculo de la masa correspondiente a cada uno de los picos. Este
calculo debe hacerse empileando una curva de calibracion: un grafico correlacionando el area del
pico con la masa del compuesto. La curva de calibracion es obtenida cromatografiandose patrones
conteniendo masas conocidas de los compuestos a ser cuantificados. Para cada sustancia, debe
hacerse una curva de calibracion propia, ya que cada compuesto responde de manera diferente al

detector.

€| esquema general propuesto anteriornmente es llamado de patronizacion externa. Como es muy
dificil conseguir buena reproducibilidad entre inyecciones diferentes, esto es muchas veces sujeto
a gran imprecision e inexactitud. Para minimizar este problema., puede usarse la llamada
patronizacion intermna, donde a cada solucion a ser inyectada se adiciona una cantidad
exactamente igual de un compuesto que sea separable de lIos componentes de la muestra, ¥ que

no exista en ella (patron imemo)™*>.
Como para todas las soluciones, tanto de |as muestras como de |os patrones, existe la misma
masa del patréon intermno. el area de su pico debe ser la misma. Este hecho hace con que este pico

puecia ser usado para cofregir el area de los picos de los constituyentes de [a muestracY de los
patrones, stiiminandose. por io menos parciaimente, muchas deficiencias de la inyeccion o,

3.8. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Principio: Una muestra es fragmentada y ionizada obteniendo un registro caracteristico para cada
especie!“>+449)

Las caracteristicas mas importantes de ésta técnica son:

s Alta sensibilidad: la cantidad de muestra necesaria es pequefiisima.
« Elevada resolucidon: permite el analisis de mezclas siempre que puedan ser introducidas por
cromatografia de gases.

» Facilidad y comodidad: las muestras pueden ser
disolventes adecuados.

A continuacion se detalla 1o sucedido dentro de un espectrometro de masas.

liquidas o sdlidas o bien disueltas en

1. Las molécuias de la muestra son bombardeadas por efectrones (impacto de electrones) o
iones (ionizacion quimica)

ABCDE + ¢ —» ABCDE" + 2 e
2. Un ion formado se fragmenta:

ABCDE* —» AB + CDE”

ABCDE"* —» AB'+ CDE'

ABCDE” — A®<+ BCDE

3. Como se observa en la figura 16 los fragmentos idnicos formados son separados
magneticamente de acuerdo con sus masas moleculares

n
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100%

Gréfica de numero de idnes formados en funcion
de la masa y carga i6nica ESPECTRO DE

I l MASAS de un analito
J_ )] !I

Figurs 16. Bapestre do masss.

>-02>»02cm>»

El eapectro de masas de un compuesto puro ofrece valiosa informacion para fines de identificacion

cualitativ.
de ja moléacula
inmerés abarca todas las

@, siendo ia determinacion del peso molecular io mas importante, si bien la fragmentacion
ayudar en gran medida a la identificacion del compuesto. Su campo de
donde sea preciso la identificacion de compuestos: quimica

org‘nm inorgénica, biogquimica, quimica agricola, tecnologia de los alimentos, medicina, etc. Las
edoras son:

ciones ar de la esp ometria de Mmasas son muy variadas y mas promet:

Estructura del espectrometro de

Eilucidacion estructural de moléculas organicas.
Ider 6N Yy cuali © y cuantitativo de picomoles de analitos solidos, liquidos y
puro o en mezclas complejas (previa separacion cromatografica, p. e.,

9a38090s en

por GC o0 HPLC).
Identificacion. deteccion y cuantificacion de trazas.

Metabolismo de los farmacos.

Quimica forense.

Estudios de contaminacion del medio ambiente (analisis de aguas superficiales, potables y
residuales, deteccién de pesticidas, herbicidas e insecticidas, deteccién de surfattantes,
deteccion de colorantes azo sulfonatos).

Caracterizacion de aromas, de proteinas, de vinos, de polimeros, de lacas, de pinturas, de
ceras, analisis de péptidos, proteinas y nuciedtidos.

Analisis de procesos industriales, controi de calidad de productos en quimica fina e
industria farmacéutica.

Andlisis isotopico en Hidrologia, Metereoiogla, Geologia, Geocronologia y Geoquimica,
Paieoclimatologia, Agricuitura y Alimentacion, Medio Ambiente; Biomedicina, e Industria

Nuciear.
Cavnaeoboervaenlargura17 el espectrometro de
ponentes

masas;
masas basicamente esta constituido por los siguientes com)

Camara de lonizacion: Electrones generados por un filamento bombardean una muestra. Los
fragmentos ionizados (carga +1) son repelidos por el eilectrodo positivo y conducidos al

separador magnético.

Salida de vacio: Todo el interior de un EM debe encontrarse al alto vacio.

Separador Magnético: Los iones atraviesan un campo magnético, durante este paso solo
atraviesan algunos iones de determinada Masa y Carga.

Detector: Una vaivula fotomultiplicadora o un fotodlodo genera una sefial proporcional al

1.

numero de iones que incide sobre un element

N~
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En ia figura 18 se ocbaerva un ejempio de un espectro de masas: se observa claramente que
los cuales son

debido al fenotmeno de resonancia existe una variedad de compuestos
determinados de acuerdo con ila masa y carga de cada uno, se observan diferentes seflales, esta
rpefmite la separacion y cuantificacion en las componentes fundamentales de la muestra a

:
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Por dltimo se tratara la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)
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ACOPLAMIENTO CG / EM.

Ya se menciond con anterioridad la importancia de ia sleccion de un detector adecuado para CG
por lo que acio ae analizara la interfase en el acoplamiento CG-EM.

A continusicion en {a figura 19 se observa como en Ia lnteﬂase capilar directa una parte del gas de
armastre pusde ser drenada por el sistema de vacio®

- Em Figurs 19. Separador Molecular.
Un gas de arrastre inene (He) difunde mas
rapidamente que un analito y tiende a ser drenado

por medio de vaclo.

commp

Vacio

SISTEMA DE CONTROL DE REGISTRO DE DATOS

El sistema de control de registro de datos es controiado totalmente por un Microcomputador, por tal
motivo para la emision de cualquier resultado de analisis, solo serd necesario introducir los

parametros de trabajo.

Figura 20. Sistema de control de
registro de datos.

El Sistema de Control y obtencion de Datos puede funcionar con dos diferentes médulos, este
recolecta y archiva espectros ‘de masas en intervalos reguiares de tiempo y construye asi el
cromatograma. Durante la corrida, compara los cromatogramas recolectados en la base de datos
para identificar ios compuestos presentes. Es posibie obtener dos tipos de cromatograma:
Cromatogramas de lones Totales (TIC) y Cromatogramas lon Selectivos (SIM)“2 44

Cromatograrma de lones Totales (TIC). Para cada espectro o numero total de iones detectados
genera un cromatograma en funcion del tiempo y las masas, ver figura 21. Es universal y similar al
DiC.
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Cromatograma lon Selectivo (81M): Seleciona un fragmento resultante de la especie de interes.
Genera un cromatograma basandose en el nimero de iones detectados con |a masa del fragmento
en funcion del tiempo. Es selectivo y tiene mayor sensibilidad, ver figura 21.

Figura 21

a)TIC
Aparecen los picos correspondientes a
Jaw 1 todas las sustancias eludias

SIM (m/z = 149)

b) SIm
Cromatograma construido usando fragmentos
con masa = 149 (falatos: plastificante)
L i

Se puede realizar una seleccion manual o automatica del espectro de masas correspondiente al
obtenido experimentaimente, esto se lleva a cabo comparando con los espectros existentes en una
biblioteca o base de datos****, el procedimiento se observa en las figuras 22 y 23.
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Figura 22. Sefiales obtenidas en CG-EM
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ESPECTRO
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BIBLIOTECA DE
ESPECTROS

Figura 23. Observacion de resultados por comparacion.
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Este tipo de identificacion es poco confiable ya que ios posibles espectros correspondientes
pueden ser bastantes aunque |a cantidad de espectros de !a base de datos sea limitada (NIST =
66,000 espectros), ademas las diferencias entre los espectros generados puede ser importante por
lo que lo mas recomendable trabajar con un estandar y trabajario bajo las mismas
condiciones“?, es claro que para ofrecer r cor les serd r io validar el método de

analisis.

En un espeactro de masa cada molécula analizada se rompe en una serie de fragmentos originando
un petron caracteristico para dicha moilécula. En la figura 24 se observan et espectro de ios iones
generados por of agua y por e nitrdgeno, con ello se cbserva claramente la gran importancia de la
fragmentacion en |a espectrometria de masas.

Figura 24: Patrén caracteristico del
-- OO espectro de masas del agua. Iones
generados por ¢l agua al perder uno

v dos hidrégenos

==
o 1
Masa / carga.
s
400, ’\_
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2 s smal because >N s not
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-
2 i s 3
e L
T [ l
Mass / Chamge

A manera de ejemplificar los posibles resuitados observados en el analisis de muestras de hongos
psilocibicos se presenta a continuacion el espectro de masas de la triptamina inciuyendo las masas

de los iones moleculares.
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TRIPTAMINA

3 - (2—-AMINOETIL ) INDOL. CioHi2Nz( Masa de ion molecular: 160)
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ESPECTROMETRIA DE MASAS: Bombardea las moléculas con electrones y las rompe. El analisis
de las masas de los fragmentos resultantes permite conocer el peso molecutar, posiblemente la
formula molecuiar, e indicaciones acerca de la estructura de los grupos funcionales.
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3.10. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

En el entomo econdmico actual. caracterizado por una competitividad como jamas antes se habia

conocido, Ias empresas y organizaciones de todo tipo necesitan plantearse continuamente como

mejorar su gestion y resuitados. en el mas amplio término, para enfrentarse a Ios retos que dla a
mercado’™

dia Se encuentran en el

Tomando en cuenta que este Proyecto se encuentra orientado al desarrolio del meétodo analitico
para identificacion y cuantificacion, no cabe dudas que es necesario mencionar la importancia de
ofrecer un Método de eficacia comprobada que dé validez a los resuitados obtenidos. para ello
sersd requerido validar este método. asl mismo, es de gran valor el sugerir al laboratorio interesado
on llevar a la practica este tipo de analisis, la importancia de la acreditacion en este meétodo.

La validacion es la confirmacion de un examen y el aporte de evidencias objetivas de que los
requerimientos particulares para un uso especificado se cumplen. Validar un proceso cualquiera
sgnifica verificar que el procedimiento seguido es el adecuado para obtener el fin propuesto. Este
procedimiento no Nos asegura que un Método es el adecuado para el analisis ya que por lo general
los resultados de este no son comparados con los obtenidos en otros laboratorios. por |0 gue no se
puede asegurar que los resultados obtenidos por un laboratorio o por otro son los correctos. solo
se asegura qQue los resultados de la prueba son validos para el laboratorio especificado aunque no

io sean para el resto.

Como ya se indico la psilocibina es una sustancia de uso ilegal, por lo que los resultados obtenidos
seran de gran valor al ser pressntados en una cofte. que esperard mediante la Informacion
proporcionada soportar o refutar los argumentos presentados, con el fin de indicar sanciones
penales; es POr esto que es tan necesario que exista una homogeneidad en los resultados
presentados tanto por la defensa como por |a parte acusadora sobre la misma prueba. para que
esto sea posible es necesario llegar mas alla de la validacion; esto es, se llegara siempre que sea
posible hasta la acreditacion de la prueba indicada.

Durante mucho tiempo se pensd Que la validacion de un meétodo era suficiente para garantizar los
resultadas de un analisis, pero con el paso del tiempo se vio que esto no era del todo cierto. En
diferentes casos legales se ha creado controversia debido a que, al analizar posibles indicios o
pruebas, se han presentado resultados muy diferentes por parte de los laboratorios contratados por
la defensa y los de la parte acusadora, otro caso que ocurre con mucha frecuencia sucede con los
resuitados tan variabies que suelen presentarse en pruebas de laboratorios de analisis clinicos
diferentes para un mismo paciente, provocando con esto que los resultados de cuaiquier prueba
pierdan su validez. Liegd a suceder también que algunos laboratorios de prueba con el pretexto de
ser iaboratorios certificados ISO 8000 Intentaron, con una faita de ética terrible, dar en la corte un
peso extra para la validez de sus resuitados.

En |a actualidad a nivel mundial las nomas |SO 9000 resultan de gran peso debido a que, se dice,
garantizan ia calidad de un productc mediante la implementacion de controles exhaustivos,
asegurandose de que todos los procesos que han intervenido en su fabricacion operan dentro de
las caracteristicas previstas. Estas normas fueron escritas con el esplritu de que la calidad de un
producto no Nace de controles eficientes, si no de un proceso productivo y de soportes Que operan
adecuadamente. De esta forma es una norma que se aplica a la empresa y no a los productos de
esta. Su implementacion asegura al cliente que la calidad del producto que ¢! esta comprando se
mantendra en el tiempo. En la medida que existan empresas que no hayan sido certificadas
constituye ia norma una diferenciacion en e mercado. Sin embargo con el tiempo se transformara
en algo habitual y se comenzara la discriminaciéon hacia empresas no certificadas. Esto ya ocurre
hoy en paises desarrollados en donde los departamentos de abastecimiento de grandes
corporaciones exigen la norma a todos sus proveedores.
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Se sabe que la certificacion es el procedimiento mediante el cual una tercera parte otorga
confianza por escrito en un certificado de conformidad de que el producto, proceso o servicio,
cumpie con los requerimientos especificos. Lo anterior lo hace generalmente utilizando una norma
o especificacion por lo que la certificacion nos asegura el cumplimiento de una norMma, pero No NOs
asegura la mejora de la calidad. La desventaja principal de trabajar bajo certificacién ISO 9000 es
qQue muchos creen que con ello se garantiza la calidad de un analisis © producto. pero es necesario
tomar en cuenta que esta certificacién se basa en el cumplimiento de una norma genérica y no

especifica para cada andlisis.

El acreditamiento es el reconocimiento formal dado por un organismo autorizado de que un
organismo o persona es competente para cumplir con cierta prueba o tarea especifica. Es un
proceso que se cumpie no por obligacion sino por voluntad, pero es de validez porque es otorgado
por la competencia. La acr ion es el pr niento mediante el cual un organismo autorizado
otorga un reconocimiento formal de que unN organismo © persona es competente para cumplir con
tareas especificas.

Todo tipo de pruebas debieran someterse a acreditacion aunque para la mayoria de las pruebas o
mediciones especificas no se tenga aun el organismo acreditador capaz de emitir el
reconocimiento formal. pero pudiera tenerse luego de ilevar a cabo las pruebas especificas, en
este caso no se tiene conocirmiento si existe algun organismo que tenga |a capacidad de acreditar
el analisis de psilocibina en orina o a partir de polvos sospechosos por CG/EM, pero de hallarse el

proceso sugerido sera el siguiente:

1. Solictud del Laboratorio o persona interesada en !a acreditacién hacia un organismo

acreditador.

2. Revision de documentos.
Evaluacion de la prueba: se le indica al analista que realice la prueba por el método ya

validado por el laboratorio.

Revision de resultados.

Observaciones al laboratorio o analista y correcciones de este.

Nueva revision hasta que se indique Gue se cumple con un buen proceso.

w

Evaluacion y aprobacion.
Acreditacion.,

Para llevar a cabo una validacion es necesario delimitar un proceso de validacién el cual se base
en los siguientes puntos:

®NDoa

Planeacion: Escribir el Pian de Validacion.
Especificaciones: Definir los criterios de aceptacion.

Plan de pruebas: Prepara los documentos que describan las pruebas a llevar a cabo.
Pruebas: Lievar a cabo las pruebas y colectar los datos.

Revision: Revisar los resultados. Determinar que el elemento a validar cumpie con los
criterios de aceptacion'®

O h LN

Se recomienda gue se tomen en cuenta los siguientes puntos al momento de llevar a cabo el
método de analisis y la validacion del método:
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ldentificacion del lugar de toma de muestra (¢ de donde se va a tomar la muestra?).
Identificar y tornar la muestra con el material especifico y el contenedor para ese tipo de

muestra. Etiquetar ia muestra.
Transporte de la muestra tomando en cuenta las medidas precautorias para su manejo, son
ya conocidas ias precauciones para el manejo de fluidos biotdgicos

equipo esta calibrado. Es necesaria la identificacion de las

Asegurarse de que el
dades instrumentos de medicion necesarios para el

necesi de calibracion de jos
funcionamiento futuro del equipo.

Control de documentacion estricto, esto es, anotar todos 10s pormenores acontecidos en el
analisis, no olvidando realizar las anotaciones pertinentes en bitacoras de equipos y de
resultados, escribir todos los contratiempos sucedidos y {os nombres y firmas de la persona

que realiza el anailisis.
informar de los resultados obtenidos en lo posible teniendo siempre un soporte estadistico.
Desarrollar un plan maestro de validacion el cual es un documento que proporciona
informacién sobre el programa de validacion del laboratorio. Debera definir detalles,
cronogramas y responsabilidades por las actividades a ser lievadas a cabo, en el se incluira
la realizacion de todas las instancias de calibracion, mantenimiento. capacitacion, desarrollo
de documentos, etc., que colresponda, antes de comenzar con las actividades de validacion

propiamente dichas.

Elaborar un protocoio de validacion: Plan escrito que establece como se llevara a cabo la
validaciéon, incluyendo parametros de ensayo, caracteristicas del meétodo, equipos de
produccién, y criterios de aceptacion.

Elaborar un inforrme de validacién: Documento que informa las actividades de validacion, los
datos de validacion y las conclusiones sacadas del mismo.

En una validacion se establece la evidencia documentada que proporcione un alto grado de
seguridad de que un proceso especifico producira consistentemente un producto que cumpla con
las especificaciones y atributos de calidad predeterminados“®*”, en este analisis el producto es el
resulitado emitido, por ello sera necesario tomar en cuenta que la validacion cumpia con los

siguientes parametros:

Como Glitimo punto a sugerir para el proceso de validacion

Linealidad.
Exactitud.

Precision.

Repetibilidad.

Reproducibilidad.

Selectividad.

del método se recomienda que en el

protocoio de validacion se incluyan {os siguientes puntos:

I NETR VI

Caratula.

indice.

Objetivo.

Alcance.
Responsabilidades.
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2 a
=4 0

12,

Sera

Iintroduccion: Que incluya antecedentes, definiciones, descripcion y la informacion basica.
Criterios de aceptacion: Esto sera lo mas importantes.

Método.

Hojas de reporte.

Andlisis i oe res >S.

Conciusiones: En caso de discrepancias elaborar recomendaciones y en caso de aprobacion
llevar un control de los cambios.

Seguimiento'5?
necesario que & Método sugerido para el andlisis de psilocibina por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas sea validado y en lo posible acreditado a manera de ofrecer
resy y confi
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4. PROYECTO EXPERIMENTAL

4.1. PRINCIPIO DEL ANALISIS DE PSILOCIBINA

Al momento de iniciar con esta propuesta de método de analisis cualitativo - cuantitativo cabe
aclarar, que, se tiene conocimiento, no existe ningun estudio quimico similar escrito
sobre el andlisis de |a psi a. Esr o también que para la identificacion de
psilocibina y de cualquier sustancia en general es necesario tormar en cuenta el tipo de muestra de
la cudl se extraerda para su posterior identificacion ya que como se sabe la psilocibina al
desfosforizarse en ol organismo se convierte en psilocina por Io que sera esta ultima sustancia la
que se identificara en el caso de Muestras procedentes de fiuidos bioldgicos. El primer paso sera
siempre lievar a cabo las pruebes presuntivas, debido a que, el analisis cualitativo por
cromatografia de gases resulta ser muy caro y consume mucho tiempo en comparacion con las
pruebas de reaccion coloridas que pueden ademas dar una idea del tipo de sustancia que puede
existir en ia muestra problema y con esto orientar hacia la eieccion del procedimiento a seguir, con
o que también se da un adecuado tratamiento a las Mmuestras que presuntamente pueden ser

consideradas COMo evidencias en Casos legales.

En el caso de observar que las pruebas presuntivas apuntan hacia la identificacion de psilocibina,
sera necesario proceder con la prueba confirmatoria, por lo que la muestra Se procesara mediante
extraccionas, a manera de determinar la sustancia presente, analizando el extracto mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Mediante este andlisis se
igentificardén los compuestos desconocidos, o0 confiraran los ya sospechados.

Los constituyentes separados e identificados total o parciaimente seran comparados con un
estandar de psilocibina y psilocina comercial que se tratara de la misma Mmanera que |a muestra
problema, esto ademas ayudara para compensar las perdidas del analito debidas al tratamiento de
ta muestra.

Se espera que l0s constituyentes principales obtenidos sean derivados triptaminicos, en gran parte
alcaloides. Los compuestos de la mezcla, sus tiempos de retencién relativos y los porcentajes de
cada uno, se obtienen al comparar 10s espectros de masas obtenidos contra los encontrados en la
base de datos del computador recomendado o los de la literatura disponibte al momento. La
identificacién y cuantificacion de psilocibina en muestras problema no biolégicas se llevara a cabo
al utilizar un patron de psilocibina del mismo modo en muestras bioldgicas se investigara la

a de psilocina utilizando un patréon de la misma mediante la comparacion de los tiempos de

presenci
retencion trabajando en ias mismas condiciones experimentales.
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4.2. TIPOS DE MUESTRA

Los farmacos y en general todos los xenobiéticos pueden ser determinados en matrices bioldgicas
vy no bioldgicas y de manera directa e indirecta.

1. Matrices bioldgicas. a) Orina.
b) Sangre, etc.

2. Matrices no biolégicas. 2) Hongos.
b) Polvo seco sospechoso.

En cualquier caso se sugiere que se lleven a cabo primero los analisis indirectos presuntivos como

iss pruebas colorimétricas y la cromatografia en capa fina, ya que por la gran cantidad de farmacos
i ites no sefia bie lievar a cabo andlisis directos de muestras sin tener idea del tipo de

sustancia que se trata, pues No se sabria ni las condiciones ni el proceso a seguir para el analisis.
presuntivas seran siempre la base para cualquier analists donde se sospeche de

Las pruebas
presencia de farmacos de abuso.

4.2.1. MATRICES BIOLOGICAS

ASPECTOS LEGALES RELACIONADOS CON LA TOMA Y CONSERVACION DE MUESTRAS
PARA ANALISIS DE FARMACOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

El personal que tome |a muestra es responsable de que se rotule, de su conservacion antes de
que llegue al laboratorio y de su transporte, ademas de facilitar ios documentos necesarios con
todos los datos requeridos (solicitud de peritaje).

La toma de !la muestra debe ser supervisada con el objetivo de que NoO sea adulterada o
sustituida, {0 que conileva a la invalidacién de la misma.

El grupo de expertos de Bruselas recomienda la orina como muestra idonea para el analisis de
drogas de abuso, de manera que dicha muestra debe tomarse por duplicado en frascos de 50
ml de capacidad. que deben llenarse en sus 2/3 partes. Deben evitarse los frascos pilasticos
siempre que sea posibie, debido a que los analitos pueden adsorberse en la superficie de los
frascos y se afecta considerablemente (os recobrados.

Inmediatamente después de |la coleccidn debe medirse la temperatura ( Que debe estar entre
32 y 38 C° dentro de los 4 minutos después de su coleccion ) y el pH . Si se sospecha
cualquier adulteracion se debe notificar al laboratorio. Debe verificarse si la orina tiene algun
precipitado, su color, si tiene espuma, etc. Se recomienda también la determinacién de
creatinina ( 180 + 80 mg / dL : normal; 10 - 30 mg / dL “probablemente esta diluida ™ : 10 mg /
dL " diluida " ) y la determinacion de la gravidez especifica ( 1.007 - 1.035 "normal ™ ).

Es importante mantener las muestras en frio y en un lugar oscuro en el periodo de tiempo
entre su torma y el analisis de las mismas.

1

5

4.2.2. MATRICES NO BIOLOGICAS

ASPECTOS RELACIONADOS CON LA CONSERVACION DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE
FARMACOS EN MATRICES NO BIOLOGICAS.

El personal que tome la muestra es responsable de que se rotule, de su conservacion antes de
que liegue al laboratorio y de su transporte, ademas de facilitar los documentos necesarios con
todos los datos requeridos (solicitud de peritaje).

1.
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2. La toma de la Mmuestra debe ser supervisada con el objetivo de que no sea adulterada o
sustituida, o que conlieva a ia invalidacion de la misma.
3. Cuando ias muestras a analizar son hongos fr . sera r io para su mejor
conservacion y anslisis posterior, someterios a secado, a continuacion se indican algunos
meétodos de secado utilizados comunmente.
frescos se pueden conservar, en perfecto estado, durante unas algunas semanas
te ico o en de papel.

4. Los
(pocas) en refrigeracion, metidos en un r
5. La forma mas facil de secar ios hongos es ponerios sobre hojas de periodico o papel impreso
encima de una mesa © alacena, preferiblemente donde cofra el aire. Separando y
distribuyendo los hongos a lo largo de todo el papel y sin que estén en contacto unos con
otros. Después de 2-3 dias la mayoria e los hongos estaran secos, habiendo disminuido
mucho de tamafic (los hongos son aproximadamente un 90% de agua). El color también

cambia cuando se secan.
Puede utilizarse también silica ge! como complemento para secar totalmente los hongos, ya
de

6.
que esto el pr

7. La forma mas recormmendada es colocar los hongos en un homo a una temperatura aproximada
de 30 ° C por algunas horas hasta el secado. Una vez secos los hongos se trituran y se

procede con la extraccion.

ASPECTOS LEGALES RELACIONADOS CON LA TOMA Y CONSERVACION DE MUESTRAS

PARA ANALISIS DE FARMACOS EN MATRICES BIOLOGICAS Y NO BIOLOGICAS.

Cuando la muestra liega al laboratorio se debe revisar contra las solicitudes de peritaje

para asegurar que los datos coincidan plenamente, guardando una de las muestras para

reiteracion de los analisis si fuese necesario.

2. Las solicitudes de peritaje deben contener:

Organo que solicita el peritaje y antecedentes del caso.

Nombre y apellidos del implicado, edad y peso.

e Fecha, hora y tipo de muestra que se colecta.

e Tiempo aproximado del yltimo consumo.

e Sustancias consumidas en las ultimas horas o dias.

= Patr6n de consumo.

« Temperatura y pH de ila muestra en el momento de su coleccién.

3. Los casos se deben inscribir en un registro de entrada, dandole a la misma un nUmero
consecutivo que sera escrito en los frascos y en solicitud de pefitaje por la persona que la

reciba, anotando también ia cantidad de muestra recibida, hora de recepcion, etc.

Si los analisis no se comienzan en el momento de la recepcion las muestras deben

guardarse en congelacion.

5. ‘Es importante mantener una compieta seguridad y confidencialidad en todo momento
Cuaiquier informacion relacionada con el caso debe considerarse secreta y colocarse en
un lugar seguro.

6. Al concluir el caso debe realizarse un informe pericial dirigido al érgano de instruccion que
lo solicitd. el cual debe reflejar no solo los resultados de los analisis sino todos los
procedimientos que se utilizaron para arribar a los mismos.

1.
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4.3. PRETRATAMIENTO
La extraccion de la pesilocibina se hace utilizando disolventes organicos como pofr ejemplo:
metanol, éter, etc.

Se ha visto que realizando una extraccion con metanol y éter, en el extracto de metanol se
encuentra !a mayor cantidad de psilocibina.

4.3.1. EXTRACCION A PARTIR DE ORINA

Volumen requerido. 20 mi de orina recientemente obtenida o almacenada de 2-8° C.

Vemajas: Es el men de el ion debido a que es generalmente facil de obtener en volumen
ailto; cuando se ingieren la mayoria de las drogas se encuentra en la concentracion suficiente para
permitir su identificacion, en el caso de la psilocibina se puede esperar alrededor de un 11% de la

droga ingerida.
Desventajas: Contiene muchos productos metaboiicos que pueden interferir con la identificacién;
se determina por lo general el metabolito; ta cuantificaciéon ofrece pocas correlaciones con efectos
clinicos.

NOTA: Tomar en cuenta el tiempo comprendido entre ia ingesta de la droga y el analisis ya que si
pasa demasiado tiempo sera casi imposible detectar la presencia de la sustancia, ya que como se
sabe esto depende de la dosis, uso, factores fisioldgicos y excrecion.

1. Colocar 20 mlL de orina en un embudoc de separacion de 125 mL, agregar 5 mL de
amortiguador amonio / amoniaco 1.0 M, pH 10.
2. Agregar 5 mlL de éter y mezclar perfectamente.

3. Reposar hasta la separacion de fases, separar la fase organica. sin desecharla y adicionar 5
mL de éter a la fase acuosa en el embudo. mezclar perfectamente.

4. Reposar hasta la separacién de fases, separar |a fase organica. sin desecharia y adicionar 5
mL de éter a la fase acuosa en el embudo, mezclar perfectamente

5. Reposar hasta la separacion de fases, separar la fase organica.
6. Desechar la fase acuosa, ya que la mayor parte de psilocibina se encuentra disuelta en el
extracto etéreo.

7. Reunir los extractos etérecs.

8. Filtrar a través de un papel filtro del numero 1.

9. Lievar la muestra a sequedad por evaporacion.

10. Adicionar 1 mL de metanol.

11. Transferir la muestra a un frasco con tapa de cierre hermético y guardar bajo refrigeracion.
4.3.2. EXTRACCION A PARTIR DE HONGOS O MATERIAL SECO SOSPECHOSO

1. Colocar 1.5 gramos del hongo en un vaso de precipitados y agregar 10 mi de metanol.

2. Pulverizar lo mas finamente posible y pasar a un matraz Erlenmeyer de 50 mL, adicionar 5
mL mas de metanol. agitar durante 20 minutos para que la supefficie de contacto entre
muestra y disolvente sea mayor y asi se pueda extraer mayor cantidad de muestra.

3. Filtrar a traves de papel fiitro del numero 1.
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4. Dejar evaporar en la campana de extraccion a temperatura ambiente por tres horas.

5. Se guarda la muestra en frasco con tapa en el refrigerador.

Esta muestra puede guardarse para su uUso posterior, ©sto sera en un envase de cerrado hermético
y bajo refrigeracion.

Luego de haber eliminado la mayor parte de las impurezas mediante la extraccién, es necesario
realizar pruebas presuntivas para confirmar después por medio de Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas.

4.4. PRUEBAS PRESUNTIVAS PARA PSILOCIBINA

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

FUNDAMENTO: E| desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realizan por el método
ascendente, permitiendo qQue un eluyente y una mezcia de sustancias ascienda en una placa casi
en posicién vertical por la accién de la capilaridad, provocando la separacion de esta mezcila hasta
sus componentes basicos.

Preparacion de las placas: Se sugieren dos opciones. Opcion 1: El absorbente se mezcia
con agua hasta formar una pasta. Las proporciones relativas de pasta y agua condicionan
el espesor de la capa y la rapidez del secado. Suele trabajarse con 30 gramos de gel de

silice y 5 mL de agua, para preparar 5 placas de 0.25 mm de espesor, |a pasta se extiende
hasta obtener el or >; las se secan al aire durante 3 a 5 minutos, y se

activan a una temperatura de 120° C durante una hora para eliminar la mayor parte del

agua. Opcidn 2: Preferentemente se utilizaran cromatofolios comerciales

Preparacion dei eluyente: Se utiliza una mezcla de metanol — cloroformo — hidroxido de

amonio (0.1 M) en proporciones 1.1-0.7-0.2.

3. Saturacion de la camara de elusion: Durante 30 minutos.

Colocacion de las muestras: Usar una guia de reconocimiento para el origen de la marca a

1 cm de la orilia de la placa colocando la muestra a esta exacta distancia.

5. Colocacion de las placas en la camara de elusion: Se colocan las placas en forma casi
vertical con la muestra en la parte baja en la camara de elusidon sin que la muestra
colocada a 1 cm de la base toque el eluyente.

6. Tiempo de cormmimiento: 20 minutos.

Revelado: El revelado se lleva a cabo utilizando lampara de Luz U.V. a 254 nm. En caso

1.

7. :
de duda asperjar sobre las placas fluoresceina sodica y luego repetir la lectura.

8. Marcar el sitio en el cual liegé el disolvente (frente del disolvente), al igual marcar el sitio
donde aparece |la mancha de la m

9. Medir las distancias observadas y obtener el Rf. El valor de Rf es simplemente una manera

de expresar la posicion de un compuesto Sobre una placa como fraccién decimal, ya que la
distancia recorrida por el compuesto se mide normalmente desde el centro de la mancha y
tomando en cuenta el frente del disolvente utilizado.

10. El Rf obtenido para psilocibina es de 0.90.
11. Puede compararse con un patrén de psilocibina y psilocina segun sea el caso. Se
seleccionara un apropiado control comercialmente disponible.
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PRUEBA DE MARQUIS

El reactivo de Marquis se prepara mezciando 1 volumen de formol con 9 volumenes de acido
sulifdrico concentrado y un gran numero de com| oS reaccionan con é| para dar una escala de
colores que practicamente cubren el espectro. Por ejemplo:

rojo: fenilefrina, tranilcipromina

naranja: adrenalina, anfetamina, tetraciclina

amarilio: clordiazepéxido (librium), lorazepam, colchicina
azul: clofibrato

violeta: codelna. morfina, nalorfina, promazina

marrén: doxepina, ergotamina, LSD, naproxeno, psilocibina.

Llevar a cabo esta prueba en tubo de ensaye con 1ML de muestra y adicionando 1 mL de reactivo
de Marquis.

PRUEBA DEL IODOPLATINATO PARA COMPUESTOS NITROGENADOS

A 1 mL de muestra se le agrega 1 mL de ic ato. Un pr 1o marrén oscuro o azul violeta
sugiere la presencia de una sustancia nitrogenada: alcaloides, ansioliticos, antidepresivos, etc. El
reactivo se prepara con 2 mL de acido cloroplatinico al 5 %, 5 g de Kl y agua destilada hasta

completar 100 mL.
Preparacion altemna de iodopiatinato (0.38 mol / L). Disolver 10 g de cloruro de platino en 100 mL
de agua destilada. Refrigere a 4° C. Esta solucidn es estable por 1 afio. Agregar 5 mL de la

solucion anterior a 3 g de yoduro de potasio en 100 mL de agua destilada. Diluir esta mezcia hasta
125 mbL con agua destilada, y entonces diluir con un volumen igual de metanol { volumen final 250

mL). Refrigerar a 4° C. Esta solucion es estable por 6 meses.
4.5. ANALISIS DE PSILOCIBINA

INDICIOS

Realizar pruebas presuntivas para confirmar después por medio de Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas. A continuacién se muestra un esquema general del analisis

propuesto.

[ PRETRATAMIENTO | —» [ ANALISIS PRESUNTIVO |

l——> SEPARACION | ————»

PRETRATAMIENTO: Se refiere a la extraccion, por medio de |a cual se eliminan impurezas.

ANALISIS PRESUNTIVO: Se compone de tres pruebas: prueba del iodoplatinato para compuestos
nitrogenados, prueba de Marquis y cromatografia en capa fina.

SEPARACION: La separacion ocurre mediante el proceso de cromatografia de gases por lo que se
definen las condiciones recomendadas para el cromatografo de gases.
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ANALISIS: En este punto se definen las condiciones recomendadas para el analisis cualitativo y
cuantitativo, esto es, el tipo de detector y el sistema de datos.

En estudios anteriores se han encontrado en hongos de la especie Psilocybe mexicana mas de 30
compuestos diferentes entre los que destacan los indicados en 1a siguiente tabla.

Derivac
Acido 5-bencil-oxi-3-indol acético
N.N-dimetittriptamina

Gramina

3-Hidroxi etil indol

Acido 5-Hidroxi-3-indol acético
5-Hidroxi indol

3-Hidroximetil indol
s-Hidroxitriptamina creatin suifato
S-Hidroxitriptofano

indol
3-indoleacetamida
Acido 3-Indol acético
3-Indol acetonitrilo
3-Indol aldehido

3-Indol acetaidehido
Acido ¥indol carboxilico

|
|
|
|

i
|
i

i
R

s-Métoxi indol - 4

2-Metil indol R
3-Metil indol - 4

5-Metil indol - a .
5 Metil triptofano 2 ;
N-Metil triptofano 2

Triptamina hidroclorada 4

0.8

L-Triptofano

T @5

£s muy claro que en hongos Psilocybe se observara la presencia de diferentes compuestos pero,
por io general como se observa en la tabla, la mayor parte de ios compuestos presentes son
probables precursores de la psilocibina, aunque se espera que la cantidad de compuestos
presentes sea mucho mayor, estos seran identificados mediante las bases de datos del equipo de
computo utilizado para el manejo del CG/EM.




Luego de haber eliminado la mayor parte de las impurezas mediante la extraccion, es necesario
definir las condiciones para el acopiamiento en el sistema CG/EM.

4.6. CONDICIONES DE TRABAJO

Gas Portador

Ei gas portador cumpie basicamente dos propésitos: Transportar {os componentes de la muestra, y
crear una matriz adecuada para ol detector.

Ei gas portador en este andlisis sera helio, ya que este cumpie con las caracteristicas siguientes:

» Es inerte por lo que se evitan interacciones (tanto con la muestra como con la fase
estacionaria)

= Es faciimente disponible y puro

« Es economico

« Es adecuado para el espectrometro de masas.

Temperatura

Como se vio con anterioridad |a matriz a analizar es sumamente compleja y encontramos
sustancias con peso molecular y puntos de ebullicion diferentes. En este caso no es conveniente
trabajar la cromatografia de gases bajo condiciones isotérmicas sino que lo ideal es utilizar la
programacion lineal de temperatura trabajando con una temperatura inicial de 110° C para separar
los componentes iniciales y luego incrementando hasta llegar a los 280° C en que se espera que la
mayoria de los compuestos inddlicos aparezcan en un tiempo corto, aprovechando con esto las
propiedades fisicas y quimicas de los compuestos presentes en la mezcla para una mejor
separacion.

ion de a de Ia : 4 minutos a 110° C, 110-280° C a incremento

. Progr P

de 10° C/ minuto.
« Temperatura del inyector y de ls interfase de separacién: 110°C.
Voltsje de ionizacién: 70 eV; corriente de ionizacion: 60 uA. Estos datos son
recomendables para la mayor parte de tos andlisis.

los

Volumen de muestra

£l volumen de muestra liquida ideal es de 2 ulL. © menor ya que volumenes mayores perjudican la
calidad de la inyeccion provocando un alargamiento de picos o la saturacion de ia columna. No se
recomienda trabajar con volumenes menores @ 1 ul ya que seria necesario contemplar en el
equipo un inyector para cromatografia de gases de alta resolucién dotado de divisor de muestras
que representa un costo adicional.

Iny i6n de as

Debido al volumen de la muestra sera necesario trabajar con un inyector automatico. El inyector
necesariamente sera Split/Splitless ya que |a valvula en sistema de inyeccion splitless (sin purga)
es ideal para la deteccion de los elementos traza que se encontraran en |a muestra.
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Columna

Como se mencioné ia columna es |a variable mas importante en !a optimizacion de la selectividad.
Se sugiere una columna empacada: se opta por esta decision en lugar de la columna capilar
porque, a pesar de que ia eficiencia es mayor en columnas de gran lorgitud como en las columnas
capilares, con una columna empaquetada con el soporte y la fase estacionara adecuada pueden
obasrvarse excelentes y selectividad. A continuacidon se indican las caracteristicas

separaciones
que debe tener |a columna utilizada para mejorar su eficiencia en este analisis

- Longitud de la Columna: Con una columna de 10 metros se puede observar una eficiencia
buena, pudieran utilizarse columnas desde 3 metros, ya que pueden dar buenos

resultados. aunque la eficiencia @s mejor a mayor longitud.

Diametro de la Columna: Diametro extemo de 1/8 “. Se elige por ser el que comercialmente

se maneja para el tipo de fase estacionaria.

Naturaleza de las fases: Se sabe que las fases estacionarias de mediana polaridad

disuelven mejor muestras de mediana polaridad, por lo que tomando en cuenta la

naturaleza de i(os compuestos de |la mezcla, es conveniente utilizar una fase de base

poiidimetiisilicona con sustitucion del grupo metilo por algun grupo de mayor polaridad,

puede utilizarse comercialmente la columna OV-17 en Gas chrom QIl que es un soporte

que permite que se cobserven picos mas anchos y mejor eficiencia, otra propiedad

importante es que trabaja adecuadamente utilizando metanol como solvente de la mezcla.

Puede utilizarse otra marca comercia' pero de las mismas caracteristicas

Cantidad de fase estacionaria: 5% minimo hasta un 10%.

Temperatura de la columna: Como se indicé se utilizara la programacion

temperatura.

- Velocidad dei gas portador: desde 6 mi/min hasta 10 mU/min.

e Cantidad de muestra inyectada: 2 uL.

lineal de

Soporte

La funcidn basica del soporte es la de "mantener’ (sostener, retener) la fase estacionaria. Se
recomienda el de la marca comercial Gas chrom (tierra de diatomeas blanca) que adermnas de ser
un matenal inerte que "mantiene” la fase estacionaria sobre su superficie como una pelicula
delgada. es el soporte que mejor se lleva con ia fase estacionaria, el solvente y ofrece la mayor

estabilidad térmica.
Método de identificacién

La identificacion positiva se basa en la concordancia de los tiempos de retencion a las condiciones
expresadas comparadas con un patron de referencia.

Controles positi y negativos de psilocib

1. Control Interno Negativo: Metanol grado cromatografico.

2. Control Positivo. Estaos patrones serdan los comerciales de psilocibina y psilocina
disponibles en algunas casas comerciales y seran [os mismos que se usan en
cromatografia en capa fina. Para casos de cuantificacion el patrébn de psilocibina se
prepara a concentracion de 2 ug/mbL en metanol grado cromatografico y se procede a la
dilucién 1710, 1/100, 171000 para la construccion de la curva de calibracion.
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Detector

€1 detector utilizado sera el Espectrometro de Masas, este es un dispositivo adecuado para el
analisis ya que nos permite mediante sefiales, la obtencién de datos cualitativos y cuantitativos de
cada uno de los compuestos presentes en las muestras, ademas se utilizara en modo SIM para
obtener datos mas precisos sobre los iones de interés.

] de E de W

Comerciaimente existen diferentes bibliotecas que puedan ser de utilidad en la identificacion pero
se recomiendan las siguientes por |la gran cantidad de espectros de drogas que contienen:

o NIST (75000 Compuestos)

o Pfleger Maurer Weber Drug

El modo de busqueda de estas bibliotecas de espectros de masas es por similitud y por indices.

Una vez que se ha determinado el Espectro de Masas de la psilocibina y la psilocina es
conveniente proceder con la creacidn de bibliotecas propias de espectros de masas

Operacion det equipo

Los parametros operacionales del Cromatografo de Gases y Espectrometro de Masas asi como del
procesamiento de datos y de formato de salida de informes se almacenan como “Archivo de
Método™. Correr siempre un control negativo y positivo a las mismas condiciones que |la muestra
probiema. Anote ese GC/MS. La eficiencia de la columna se verifica como un procedimiento

separado.

Luego de calibrar el espectrometro de gases inyectar la muestra. El procedimiento a seguir a partir
de este punto Se basara en el descrito en el manual de operacion del cromatégrafo

Modo de analisis

Se trabajara en modo de Monitoreo Selectivo de lones (SIM) de este modo se volvera un analisis
especifico ya que Gnicamente se eligen determinados picos por o que se obtendrian cantidades

incluso en picogramos.

Método de

Debido a que no se cuenta con el patrén intermo se wtilizara el Método de patréon externo realizando
una curva de calibracion obteniendo directamente los resultados de acuerdo a la correcta
programaciéon del equipo. Solo se reportaran los resultados cualitativos, los cuantitativos se
presentaran solo en [0S casos legales en que asi lo requieran, considerando el area bajo la curva
del pico del analito con respecto del area bajo la curva del patron.

s de . de Ané

£l cromatograma y espectros de masas mostraran los picos caracteristicos de la muestra a partir
de la cual se analizara el informe de picos obtenidos buscando en las bibliotecas del computador
para la identificacion. Para los datos de cuantificacién se programara la curva de calibracion en et

formato especificado,
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4.7. CONTROLES DE CALIDAD

Como con todas las pruebas de laboratorio. hay que controlar continuamente el desempefio y
confiabilidad del equipo asi como de los patrones utilizados, documentando que se cumpla con la
sensibilidad y especificidad requerida. £l programa intemo involucra el anahsis diano de los
matenaies de control que pueden proveerse comercialmente siempre que el laboratorio posea las
ncencias apropiadas para manejar estas sustancias controladas LOs controles positivos y
negativos deberan procesarse en la misma manera que los problemas O especimenes y deberan
someterse a los mismos andlisis rigurosos. Es importante para controlar las etapas del
procedimiento (la extraccion o preparacion, seleccion, y confirmaciéon), que, ademas de |lo antenor

se cumpla con lo siguiente:

Si el desempefio de la columna verificado el dia de la prueba no es el idbneo sera
inaceptable también el resultado.
Los resuitados de las pruebas presuntivas seran las esperadas para psilocibina.

MEDIDAS PRECAUTORIAS

Un aspecto importante es garantizar que las condiciones de |la columna se mantengan estables
durante los analisis. para esto como medida de precaucion deben cromatografiarse muestras
controles antes y después de las muestras por confirmar. También las columnas deben
acondicionarse al menos 30 °C por encima de la temperatura a la cual se van ha realizar los
analisis y durante 15 horas, no debiendo soorepasar |a temperatura maxima recomendada por el
tabncante. Ahora cuando la droga se va ha cuantificar es esencial realizar una curva de calibracion
al mismo tiempo que se estan commiendo las muestras y por supuesto las muestras de 1a calibraciéon
deben estar en la misma matnz que las muestras por cuantificar. Es importante hacer notar que los
genvados se preparan poco tiempo antes de realizar los analisis, debido @ que algunos de eilos se

pueden descomponer
PROCEDIMIENTO

Proceder de acuerdo con el manual de operacitn del equipo.

TEATE MO
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4.8. INTERPRETACION

£l hallazgo positivo indica el uso de la droga, pero no puede usarse el resultado para interpretar
deterioro o severidad del dafo en la persona.

La éomposicion de l!a psilocibina sera reportada del siguiente modo:

{ Orden de
elusion.

Tiempo de

retencién.

Pico Base.

16n Molecutar. Compuesto.

% Relativo,

2
3
4
S5
8

operacnan del equipo para la obtencion de este tipo de dalos
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