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RESUMEN.

El uso de la cocaina en México, ha aumentado dramaticamente en los ultimos
afos. A partir del siglo XX, se conoce mas sobre los dafos fisicos, sociales,
psicologicos y espirituales que esta droga provoca en los consumidores; sin
embargo, hasta hoy los esfuerzos por prevenir el uso de cocaina han sido
limitados e inconstantes, lo que ha generado graves dafios en la sociedad.

La cocaina es una droga de abuso de uso comun que tiene la caracteristica de
generar dependencia fisica (sindrome de abstinencia), dependencia psicologica y
tolerancia; los efectos adversos causados por la cocaina se deben a la activacion
del sistema nervioso simpatico.

El cuerpo humano tiene la capacidad de limpiarse por si solo de las drogas
mediante el metabolismo y la excrecion; por lo tanto, la exposicidn a una droga de
abuso debe ser reciente para que sea detectada en sangre, saliva, sudor u orina.

Disefiar una metodologia para la identificacion de cocaina en sangre de origen
forense, constituy6 el objetivo de esta investigacidon. Se realizé el analisis de diez
muestras de sangre aplicando la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT), las
cuales fueron analizadas en el Laboratorio de Quimica del Instituto de Ciencias
Forenses (INCIFO). Lo anteriormente se realizo mediante cromatografia de gases
(CG) y espectrometria de masas (EM). Finalmente se obtuvieron fragmentos
pertenecientes al metabolito Benzoilecgonina, en el espectro de cada una de las
muestras, teniéndose valores de relacion m/z con valor de 82, 105, 240 y 361
iones caracteristicos; por lo que se asume que el método es repetible y eficaz para
la identificacion de dicha droga.



1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios, la cocaina ha sido definida como una droga por distintos
organismos internacionales que se encargan de estudiar los efectos terapéuticos y
téxicos de las mismas. El NIDA (National Institute on Drug Abuse), la define como
una droga estimulante y altamente activa. Por otro lado, el Diario de la Asociacién
Americana de Medicina refiere que la cocaina es un alcaloide que se obtiene
secando las hojas de la planta de coca, el cual genera euforia y aumenta el estado
enérgico y de alerta; sin embargo origina una fuerte adiccién y desarrollo de
graves problemas mentales y fisicos. (National Institute on Drug Abuse, [2008]).

La cocaina es una droga natural, cuyo nombre cientifico es Erythroxylum coca. El
arbusto de donde se extrae, es de origen amazodnico y se localiza en la Cordillera
de los Andes. Sus hojas son de forma oval y de color verde oscuro, miden hasta 6
cm de largo y contienen aproximadamente 1% de cocaina. Existen 200 especies
de hojas de coca y solamente en cuatro de ellas se encuentra la cocaina, éstas
poseen catorce alcaloides naturales con actividad farmacoldgica, dentro de los
que destaca parte de la droga mencionada, la Benzoilecgonina. (National Institute
on Drug Abuse, [2008]).

Debido al facil acceso a esta droga y a los severos efectos estimulantes que
produce en el sistema nervioso simpatico, se ha determinado el analisis de
consumo de cocaina como evidencia legal para casos especificos. (Drugfreeworld
Organization, [2010]).

Por otro lado, el consumo de cocaina aumento en la sociedad y los peligros de la
droga poco a poco se volvieron mas evidentes. La presion publica obligé a que en
1903 la compania Coca-Cola eliminara las hojas de coca de su refresco. En 1905,
se volvi6 comun aspirar cocaina y en menos de cinco afios, los hospitales y
médicos comenzaron a informar en su literatura, de casos de dafo nasal
ocasionados por el uso de la droga. En 1912, el gobierno de los Estados Unidos
informd6 de 5 mil muertes relacionadas con la cocaina en un ano; y para 1922 fue
prohibida oficialmente. (Drugfreeworld Organization, [2010])

En la década de los 70’s, la cocaina surgié como la nueva droga de moda para los
artistas y hombres de negocios. En algunas universidades norteamericanas, el
porcentaje de estudiantes que habian experimentado con cocaina se incrementé
diez veces entre 1970 y 1980. (National Institute on Drug Abuse, [2008]).



2. ANTECEDENTES.

A finales de 1970, los traficantes de drogas empezaron a establecer una
elaborada red de contrabando de cocaina en los Estados Unidos. Fue en 1980,
cuando la cocaina dejo de ser una alternativa solo para los ricos, para entonces,
tenia la reputacidon en Norteamérica de ser la droga mas adictiva y peligrosa,
ligada a la pobreza, el crimen y la muerte. (National Institute on Drug Abuse,
[2008])

A principios de los 90’s, Colombia se convirtio en el pais con el mayor cultivo de
coca, los carteles de la droga producian y exportaban de 500 a 800 toneladas de
cocaina al afo, que la embarcaban a Estados Unidos, Europa y Asia. Los carteles
mas grandes fueron desmantelados por los organismos de cumplimiento de la ley
a mediados de 1990, pero fueron reemplazados por grupos mas pequenos, con
mas de 300 organizaciones que se sabe, estan activas en el contrabando de
drogas actualmente. Hacia 2008, la cocaina se habia convertido en la segunda
droga ilegal mas traficada en el mundo. (Washton M., [1995]. National Institute on
Drug Abuse, [2008]) A partir de 1998, la cocaina es una droga clasificada bajo la
Lista Il (Schedule Il) de la Ley sobre Sustancias Controladas, lo que significa que
se considera que tiene un gran potencial para usarse con abuso, pero que puede
ser administrada para usos médicos legitimos, como anestésico local en ciertos
tipos de cirugias de los ojos, oidos y garganta. (The Journal of the American
Medical Association, [1998])

2.1. IMPACTO DE LA COCAINA EN EL MUNDO.

La cocaina es la segunda droga ilegal mas traficada en el mundo. Las estadisticas
mas recientes muestran que el consumo internacional de cocaina ha continuado
incrementandose, alcanzando ya 756 toneladas al afio, con las cantidades mas
grandes interceptadas en Sudamérica, seguida de Norteamérica. (National
Institute on Drug Abuse, [2008])

De acuerdo con el Centro de Supervision de Drogas y Adiccién a las Drogas
Europeo, la cocaina es también la segunda droga ilegal mas comunmente usada
en Europa. La Encuesta Nacional sobre el Uso de Drogas y la Salud (NSDUH, por
sus siglas en inglés) calculdo que en el 2008 en EUA existian 1.9 millones de
usuarios de cocaina, 359,000 eran usuarios en ese momento de crack. Los
adultos de 18 a 25 afos de edad tenian la mayor prevalencia de uso de cocaina
que cualquier otro grupo de edad, con el 1.5% de los adultos jévenes habiendo
reportado uso de cocaina en el mes anterior a la encuesta. (National Institute on
Drug Abuse, [2008]).



También hay diferencias étnicas y raciales, con el mayor consumo reportado por
mestizos (1.1%), seguidos por los hispanos (0.9%), blancos (0.7%) vy
afroamericanos (0.9%). A partir de la década de 1980, el consumo de cocaina en
Meéxico se considera un problema de salud publica debido a su incremento en
areas geograficas tradicionalmente problematicas como la frontera norte y zonas
turisticas del pais, asi como por la aparicion de nuevas formas de uso (crack), y
diferentes vias de administracién (inhalada, fumada o inyectada), sobre todo entre
los jovenes. (National Institute on Drug Abuse, [2008]).

Lo anterior, ha ocasionado una evolucion mas rapida del uso al abuso, e incluso a
la dependencia de esta sustancia. Esto se refleja en el incremento de la demanda
de tratamiento por las complicaciones que conlleva su consumo, lo que a su vez
representa un nuevo reto para los servicios de salud del pais.
(http://www.salud.gob.mx)

2.2. CARACTERISTICAS DE LA COCAINA.

La cocaina es un alcaloide contenido en las hojas del arbusto Erythroxylon coca;
también se puede obtener mediante sintesis a partir de la ecgonina o de sus
derivados. Es una base aminoalcohdlica estrechamente relacionada con la tropina
(aminoalcohol de la atropina) y tiene la estructura fundamental de los anestésicos
locales sintéticos. La cocaina es una benzoilmetilecgonina; es un éster del acido
benzoico y una base que contiene nitrogeno, su aspecto es un polvo cristalino
inodoro, de un color blanco e incoloro que funde entre 36 y 98°C, en disolucién
saturada es alcalina a la prueba de tornasol, las propiedades fisicoquimicas se
muestra en la Tabla 1. (Clarke’s Analysis of Drugs, [2004]).



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la cocaina (Clarke’s Analysis of Drugs,

[2004]).
Estructura quimica Q LCHs
Lo~
o
Nombre IUPAC Metil-[1R-(ex0,ex0)]-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-

azabiciclo[3.2.1]-octano-2 carboxilato

Formula condensada Ci7HNO,

Peso molecular 303.4g/L

Punto de fusidén 980C

Punto de ebullicion 187°C

Pka 8.6

Aspecto Polvo cristalino de color blanco

Volatilidad Ligeramente wvolatil

Solubilidad Muy soluble en disoclventes organicos: acetona,

etanol, cloroformo; HCl: 1800-2500mg/mL (20°C)

Una vez absorbida la cocaina pasa rapidamente a la sangre y se distribuye por
todo el organismo, teniendo especial afinidad por el cerebro. También atraviesa la
barrera hematoencefalica y la barrera feto placentaria debido a su alta
liposolubilidad. La cocaina tiene un volumen de distribucion de 2 L/kg. La
biotransformacion del principio activo se inicia rapidamente en la sangre debido al
pH del medio acuoso, el cual es potenciado por la presencia de colinesterasas y
posteriormente se completa en el higado donde es hidrolizada por colinesterasas
por dichas enzimas produciendo sus dos metabolitos principales la
benzoilecgonina (BEG) y la ecgoninametilester (EME). De 15 a 30 minutos
después de la administracion aparece la benzoilecgonina (BEG), el principal
metabolito del cual se pensaba que era farmacolégicamente inactivo. La BEG
puede detectarse en plasma hasta 24 horas después de su administracion. Las
propiedades fisicoquimicas de la benzoilecgonina se muestran en la tabla 2.
(Clarke’s Analysis of Drugs, [2004]).



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de benzoilecgonina. (Clarke’s Analysis of
Drugs, [2004])

Estructura quimica

Benzoato de ecgonina
CisH1sNO+

Punto de fusion: 195°C (anhidra) (se descompone), 86-92°C (tetrahidrato), 200°C (clorhidrato)

Datos GC-MS (porcentaje de abundancia)

289 (M™, 5), 168 (26), 124 (100), 105 (31), 96 (19), 94 (26), 82 (61), 77 (40), 67(11) m/z

Datos del ultravioleta (UV)

Acido acuoso 234nm, 274nm.



2.2.1. FARMACOLOGIA DE LA COCAINA.

La cocaina es un estimulante del SNC, cuya accion se inicia en la corteza,
bloquea al transportador que recobra la dopamina de la sinapsis, esto da por
resultado el aumento de la estimulacidn dopaminérgica en zonas cerebrales de
importancia crucial, impide la recaptacibn de los neurotransmisores
(especialmente dopamina, pero también serotonina (5-HT) y noradrenalina (NE))
incrementando, en consecuencia, sus concentraciones en el espacio sinaptico y
aumentando los efectos inducidos por estos neurotransmisores. (Nora D y cols.,
[2010]).

2.2.2. FARMACOCINETICA DE LA COCAINA.

La cocaina se absorbe desde todos los sitios de aplicacion incluyendo, las
membranas mucosas y la mucosa gastrointestinal. La absorcion aumenta en
presencia de inflamacion y los efectos sistémicos de la droga pueden asi
aumentar marcadamente. (Nora D y cols., [2010]).

Se metaboliza principalmente en el higado, la vida media de la cocaina en el
plasma después de la administracion oral o nasal es aproximadamente de una
hora; una minima parte se excreta sin cambio en la orina esto es del 1 al 9 % y del
35 al 55 % se excreta en forma de benzoilecgonina, el principal metabolito de la
cocaina, ecgonina y su éster metilico. (Nora D y cols., [2010]).

La via metabdlica principal de la cocaina consiste en la hidrdlisis (esterasa
plasmatica) de cada uno de sus grupos éster. La benzoilecgonina, producida al
perderse el grupo metilo, representa el metabolito urinario principal y se encuentra
en la orina durante dos a cinco dias después de usar la droga; la benzoilecgonina
puede detectarse en la orina cuatro horas después de la inhalacidn y permanece
detectables en concentraciones superiores a los 1.00 ng/mL durante 48 horas. En
consecuencia, las pruebas de benzoilecgonina resultan utiles para identificar el
consumo de cocaina; los grandes consumidores tienen cantidades detectables del
metabolito en la orina hasta durante 10 dias después de haberse consumido este
alcaloide. (Nora D y cols., [2010]).



2.2.3. MECANISMO DE ACCION DE LA COCAINA.

La cocaina se comporta como una amina simpaticomimética de accion indirecta,
es decir, es capaz de mimetizar las acciones de las catecolaminas no actuando
directamente sobre los receptores adrenérgicos o dopaminérgicos, sino
aumentando la disponibilidad del neurotransmisor en la hendidura sinaptica, ya
que actua como inhibidor de los procesos de recaptacion tipo | de noradrenalina y
dopamina desde la hendidura sinaptica hasta la terminal presinaptica, (Nora D y
cols., [2010]). Como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Mecanismo de accion de la cocaina.

El aumento de la biodisponibilidad de dopamina y noradrenalina por la inhibicion
de la recaptacion tipo | media la euforia que produce la cocaina, y parece que esta
implicada en el mecanismo de adiccion. Por lo tanto, el consumo cronico de la
droga también produce cambios en la disponibilidad de este neurotransmisor.
(Redolar D., [2008])



El exceso de noradrenalina que se produce por accién de la cocaina, es el
responsable de la mayoria de los efectos farmacolégicos y de las complicaciones
agudas de su consumo, es decir, aumento de presion arterial, dilatacién pupilar,
sudoracion, temblor, entre otros. (Fernandez P., [2008])

La cocaina también bloquea la recaptacion de serotonina que se refleja en la
disminucién de los metabolitos 3-metoxi-4-hidroxifenetilenglicol (MHPG) y acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA). Por los efectos producidos sobre la neurotransmision
catecolaminérgica y serotonérgica se considera como una droga que produce
dependencia. (Fernandez P., [2008])

2.2.4. ABSORCION DE LA COCAINA.

La cantidad relativa de cocaina que se absorbe a nivel sistémico depende
fundamentalmente de la via de administracion. La figura 2 muestra las diferencias
temporales de los picos plasmaticos que se producen después de la
administracion de dosis equipotentes de cocaina por diferentes vias de
administracién a voluntarios sanos. (Lizasoain I. y cols., [2001])

Figura 2. Concentraciones plasmaticas de cocaina.



La absorcion por la mucosa nasal después de esnifar y la absorcion a través del
tracto digestivo después de su administracion oral es similar y mucho mas lenta
que después de fumar o después de la administracion intravenosa. El pico
plasmatico se produce normalmente a los 60 segundos después de la
administracién nasal u oral; aunque como en otros parametros de la cinética de la
cocaina, la variabilidad individual es muy grande, con intervalos de 30 a 120
segundos. (Lizasoain |. y cols., [2001]).

La biodisponibilidad nasal u oral es de un 30-40%, aunque la variabilidad es
mayor para la via oral. (Lizasoain I. y cols., [2001]).

La cocaina fumada presenta una biodisponibilidad baja y variable. Las
concentraciones maximas venosas Yy arteriales después de las diferentes
administraciones varian enormemente, ya que también dependen de la frecuencia
de las inyecciones. El rango de las dosis de cocaina en las personas,
normalmente varian entre 0.2 a 3 6 4 mg/Kg, dependiendo de la via de
administracién, sin embargo las concentraciones plasmaticas maximas varian en
un intervalo entre 50 a 2000 ng/mL. (Lizasoain I. y cols., [2001]). Barnett G. y cols.,
[2002])

2.2.5. DISTRIBUCION Y ALMACENAMIENTO DE LA COCAINA.

La cocaina después de ser administrada, se distribuye ampliamente por todo el
organismo. Su volumen de distribucion varia entre 1.5 a 2 L/Kg (57% por via oral y
aproximadamente 70% por via nasal). (Lizasoain 1. y cols., [2001])

La cocaina que se consume, independientemente de la via de administracion, se
almacena en diferentes matrices bioldgicas, en las que permanecera durante un
tiempo determinado debido al metabolismo activo presente en ellas, a excepcion
del cabello. (Kintz P., [1996])

En saliva se puede encontrar después de una hora y hasta un dia de haberla
consumido; en suero, plasma y sudor el intervalo de deteccién va de tres horas a
dos dias; en orina, la cual es la matriz mas utilizada actualmente en los analisis de
deteccion de drogas, permanece de seis horas a tres dias. Finalmente, en pelo, lo
cual incluye cabello, vello pubico y axilar, es permanente su presencia, debido a
que no existe el metabolismo activo y la droga permanece intacta e inalterable una
vez que se encuentra en la médula del foliculo piloso. Es por este motivo que el
analisis del pelo ha surgido como una ventana mas amplia de deteccion de
cocaina. (Kintz P., [1996])
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2.2.6. BIOTRANSFORMACION DE LA COCAINA.

La cocaina al entrar al organismo se metaboliza rapidamente por hidrolisis
enzimatica para producir tres metabolitos principales: benzoilecgonina (BE),
ecgonina metil éster (EME) y finalmente, ecgonina (EC). Como lo muestra la
Figura 3. (Lizasoain I. y cols., [2001]).

Figura 3. Metabolismo de la cocaina (Lizasoain 1. y cols., [2001]).

Del 1 al 5% de la cocaina administrada, se excreta por la orina sin cambios; la
hidrélisis de la droga a benzoilecgonina se produce en un 45% de una dosis
administrada; porcentaje similar a la obtencion de ecgonina metil éster. Ninguno
de los dos metabolitos posee actividad bioldgica significativa en humanos.
(Lizasoain I. y cols., [2001]. Barnett G. y cols., [2002])

La benzoilecgonina es el metabolito, mas utilizado para monitorear el consumo.
Puede ser detectada en orina tres o cuatro dias después del ultimo consumo, lo
cual dependera de la cantidad de cocaina consumida y de la sensibilidad de la
prueba. (Barnett G. y cols., [2002]).
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La norcocaina nitréxido y otros radicales libres son metabolitos potencialmente
activos pero se producen en pequefas cantidades que generalmente no
representan acciones farmacoldgicamente significativas en clinica humana.
Cuando la cocaina se fuma, la droga se pirroliza a una serie de compuestos
quimicos dependiendo de la temperatura. El principal metabolito es la
anhidroecgonina metil éster (AEME), también conocida como metil ecgonidina.
Este metabolito es farmacolégicamente activo en animales, sin embargo en
humanos no se conoce con exactitud su perfil farmacoldgico, se cree que podria
tener efectos inotropicos negativos. (Lizasoain 1. y cols., [2001])

En estudios in vitro se ha visto que el etanol, inhibe la actividad de la
metilesterasa, disminuyendo la hidrdlisis a benzoilecgonina. En presencia de
etanol, la cocaina es transesterificada por esterasas hepaticas a etilcocaina o
cocaetileno y se incrementa la N-demetilacion a norcocaina. El metabolito
cocaetileno posee actividad farmacolégica y toxica, principalmente a nivel cardiaco
e incluso hepatico. Se puede determinar en orina, saliva, cabello o sudor al igual
que los derivados etilo de la benzoilecgonina y ecgonina etil éster. (Lizasoain |. y
cols., [2001])

2.2.7. TOXICIDAD DE LA COCAINA.

Los efectos fisiolégicos del consumo de la cocaina incluyen la constriccion de los
vasos sanguineos, dilatacion de las pupilas, y aumento en la temperatura,
frecuencia cardiaca y presion arterial. (Washton M., [1995]).

La duracion de los efectos euféricos inmediatos de la droga, que incluyen
hiperestimulacion, claridad mental y disminucion de la fatiga, dependen de la
forma de administracion. Cuanto mas rapida sea la absorcidén, mas intensa sera la
euforia pero mas breve sera su duracion. (Washton M., [1995]).

Un aumento en el uso de cocaina puede reducir el periodo de tiempo que el
consumidor se siente euférico y aumenta el riesgo de adiccion. (Fernandez P.,
[2008]) Episodios de uso excesivo de altas dosis de cocaina pueden llevar a un
estado creciente de irritabilidad, desasosiego y paranoia. Esto puede resultar en
un periodo de psicosis paranoica total en la que el consumidor pierde el sentido de
la realidad y padece de alucinaciones auditivas. (Washton M., [1995]).
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Otras complicaciones asociadas con el uso de la cocaina incluyen alteraciones en
el ritmo cardiaco, ataques al corazén, dolor en el pecho, falla respiratoria,
apoplejia, convulsiones, dolor de cabeza, y complicaciones gastrointestinales tales
como dolor abdominal y nauseas. Ya que la cocaina tiene la tendencia a disminuir
el apetito, muchos usuarios habituales pueden presentar signos de desnutricién.
(National Institute on Drug Abuse, [2008])

Las diferentes maneras en que se consume la cocaina pueden ocasionar diversos
efectos adversos. Por ejemplo, la inhalacién regular de la cocaina puede llevar a la
pérdida del sentido del olfato, sangrados nasales, problemas para tragar, ronquera
y secrecion nasal cronica. La ingestion de la cocaina puede causar una gangrena
intestinal grave debido a la reduccion del flujo sanguineo. (Washton M., [1995]).

Las personas que se inyectan cocaina pueden experimentar una reaccién alérgica
aguda y al igual que cualquier usuario de drogas inyectables, tienen mayor riesgo
de contraer el VIH y otras enfermedades de transmisién sanguinea. Finalmente, al
combinar el uso de la cocaina con el alcohol, el higado humano fabrica una
tercera sustancia, el etileno de cocaina, que intensifica los efectos eufdricos de la
cocaina y potencialmente aumenta el riesgo de muerte repentina. (Fernandez P.,
[2008]. Cami J. y cols., [1998]).

2.3. FORMAS DE ABUSO DE LA COCAINA.

Las formas de abuso de cocaina, son de gran interés ya que condicionan la
farmacocinética, actividad farmacoldgica, toxicidad y el grado de adiccion de la
droga. (Lizasoain |. y cols., [2001]) Las principales vias de administracién de la
cocaina son: oral, nasal, intravenosa y pulmonar, como se muestra en la (Tabla 3).
(National Institute on Drug Abuse, [2008]).

La forma de administracion nasal, conocida como “esnifar” o “snorting”, es el
proceso de inhalar la cocaina en polvo por la nariz, de donde pasa directamente a
la sangre a través de las membranas nasales. También se puede aplicar la droga
directamente sobre las mucosas. La inyeccién o la administracion intravenosa,
transportan la droga directamente a la sangre aumentando asi la intensidad de su
efecto. (National Institute on Drug Abuse, [2008]).

Al fumar, se inhala el vapor o el humo de la cocaina a los pulmones, donde la
sangre lo absorbe a la misma velocidad que cuando se inyecta. El efecto euférico
resultante es casi inmediato, y es la razon por la cual la popularidad del crack
aumentd enormemente a mediados de los afios ochenta. (National Institute on
Drug Abuse, [2008]).
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Tabla 3. Formas de abuso de la cocaina.

Tipo de Conc. de Via de administracion % en Velocidad Conc. Duracién Desarrollo de
sustancia cocaina plasma aparicién maxima en de efectos dependencia
efectos plasma (min)
Hojas de 0.5-15% Mascado 20-30% Lenta 60 min 30-60 No
coca Infusion oral
Clorhidrato Tdpica: ocular, genital, 20-30% 5-10 min 30-60
de cocaina 12-75% intranasal. Rapida Si
Parenteral: endovenosa, 100% 30-45 s 10-20

subcutdnea,
intramuscular.

Pasta de
coca 40-85% Fumada 70-80% Muy 8-10s 5-10 Si
(sulfato de rapida
cocaina)
Cocaina
base 30-80% Inhalada o fumada. 70-80% Muy 8-10s 5-10 Si
(alcaloide rapida

cocaina)

Hojas de coca. La absorcion es muy variable dependiendo del contenido de las
hojas, de la preparacién usada y de la presencia o ausencia de sustancias
alcalinas en la boca del masticador asi como de la habilidad de éste. Las hojas de
los arbustos originarios de Java son por lo general las mas ricas en alcaloides
totales y predomina en ellos la cinamil-cocaina. (Lizasoain I. y cols., [2001]).

Pasta de coca. También denominada sulfato de cocaina, pasta base o pasta; es el
producto bruto o no refinado que resulta del primer proceso de extraccion de la
cocaina a partir de las hojas de coca. Se obtiene de la maceracion de las hojas
con acido sulfurico u otros productos quimicos. Contiene de un 40 a 85% de
sulfato de cocaina. Sirve de base para la elaboracion posterior del clorhidrato de
cocaina. (Lizasoain I. y cols., [2001]).

Clorhidrato de cocaina. Es la sal de la cocaina formada con HCI. Se presenta en
forma de cristales escamosos blancos, se administra por via nasal o intravenosa.
No se puede fumar debido a que se destruye por el calor. (Lizasoain |. y cols.,
[2001]).

Dado que existe una intensa vascularizacién en la mucosa de la nasofaringe, la
absorcion es rapida asi como sus efectos (locuacidad, sensacion de energia) que
duran entre 20 y 40 minutos. (Lizasoain I. y cols., [2001]).
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Los efectos farmacolégicos y psiquicos por cocaina endovenosa son inmediatos y
potentes pero de breve duracidén, con aparicion posterior de un intenso “crash”,
estadio caracterizado por disforia, irritabilidad y alteraciones gastrointestinales.
(Lizasoain I. y cols., [2001])

Cocaina base. Se obtiene mezclando el clorhidrato de cocaina con una disolucién
basica de amoniaco, hidroxido de sodio o bicarbonato sodico, luego se filtra el
precipitado o se disuelve con éter y se deja que éste se evapore. (Lizasoain . y
cols., [2001]).

Existen dos formas de consumo: la primera consiste en inhalar los vapores de
base libre (“free base”), extraida del clorhidrato con disolventes volatiles (éter) a
muy alta temperatura (800 °C) utilizando mecheros de propano. El “Crack” o “rock”
es la segunda forma de consumo. Es una forma de cocaina base que se obtiene
afiadiendo amoniaco a una disolucion acuosa de clorhidrato de cocaina en
presencia de bicarbonato sddico para alcalinizarla; se calienta a 98 °C; la base
libre precipita en forma de pasta, que una vez seca tiene aspecto de porcelana,
que se tritura en escamas. Se presenta como granulos de 125 a 300 mg (1 6 2
dosis). Generalmente se fuma ya que es mas volatil, vaporizandose a bajas
temperaturas en contraste con el clorhidrato de cocaina que se descompone antes
de volatilizarse cuando se calienta. El popular nombre de crack procede del ruido
de crepitacion que producen los cristales cuando se calientan. (Foster M., [2008].
(Lizasoain I. y cols., [2001])

2.4. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (EFS).

En la EFS, la muestra se hace pasar a través de un cartucho empacado de un
relleno solido con grupos funcionales hidrofobicos que funcionan como fase
extractora, quedando los analitos de interés retenidos en dicha fase (Steven, et al.,
[1998]). La técnica de EFS implica cuatro pasos consecutivos, los cuales
dependen del analito de interés:

1. Acondicionamiento del cartucho.
2. Adicion de la muestra.
3. Lavado del cartucho (eliminacién de interferentes).

4. Elucion del analito.
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Para la tipificacion de cualquier sustancia téxica contenida en una muestra, los
laboratorios de Toxicologia Forense siguen un proceso sistematico que implica
una progresion de métodos que van desde los procedimientos inespecificos hasta
los mas especificos, realizando para ello dos categorias diferentes de pruebas,
denominadas técnicas de screening o presuntivas y técnicas confirmatorias.
(Steven, et al., [1998] VIII)

2.5. TECNICAS ANALITICAS PRESUNTIVAS.

Son técnicas empleadas para hacer una determinacion preliminar y establecer la
posibilidad de que un analito o grupo de analitos esta presente en una muestra.
Cabe senalar que las pruebas de screening no son suficiente para afirmar que una
muestra es positiva 0 negativa a cualquier analito, ya que este tipo de analisis
pueden resultar en falsos positivos o negativos y conducir a conclusiones erréneas
debido a la baja especificidad de las técnicas empleadas, (Steven, et al., [1998]).

En la actualidad, los inmunoensayos se han convertido en una opcién viable para
ser aplicados como técnicas presuntivas debido a su rapidez y sensibilidad.
Aunque estas técnicas suelen estar disefnadas para el analisis en muestras de
orina, existen trabajos en los que se demuestra la posibilidad de aplicarlos a
muestras de sangre realizando, por ejemplo, un extracto metandlico de sangre
total o suero, en proporciones 2:1 antes de someter la muestra al analisis
inmunoenzimatico, (Olano, et al., [2013]).

El principio de la inmunoenzimatica multiple se muestra en la Figura 4, se basa en
la hidrdlisis de glucosa-6-fosfato (G6P) en presencia de la enzima bacteriana
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), a la cual esta unido el analito. La
actividad enzimatica convierte la coenzima nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD) en su forma reducida NADH, originando un cambio de absorbancia que se
mide espectrofotométricamente a 340 nm. (Olano, et al., [2013]).
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Figura 4.Principio de la Inmunoenzimatica multiple. (Flanagan, et al., [2007]).

El anticuerpo unido al conjugado enzima-analito disminuye la actividad enzimatica
y por lo tanto la velocidad de formacién del NADH. El analito presente en la
muestra compite con el analito marcado con la enzima G6PDH por la unién al
anticuerpo, lo cual incrementa la fraccion de enzima libre, y con ello incrementa la
velocidad del cambio de absorbancia como consecuencia de la formacién de
NADH. (Flanagan, et al., [2007]).

Como el objetivo de estas pruebas es indicar si una sustancia toxica esta presente
en una matriz biolégica, por lo general con la intencién de confirmar su identidad
con una o0 mas técnicas selectivas, una curva de calibracion es normalmente
innecesaria para estos ensayos. Sin embargo, se han establecido “limites de
corte”, sobre todo para drogas de abuso, por debajo del cual la droga no se
considera presente en la muestra. Flanagan, et al., [2007]).

2.6. TECNICAS ANALITICAS CONFIRMATIVAS.

Como premisa fundamental en las areas cientificas y forenses, la deteccion o
identificacién inicial de una droga o sustancia toxica debe ser confirmada siempre
que sea posible por una segunda técnica basada en un principio fisico-quimico
diferente, (Garcia, et al., [2005]).

La eleccion del método confirmativo para una sustancia téxica especifica debe ser
determinada de acuerdo al tipo de analito, la concentracion del mismo en la
muestra, la naturaleza de los reactivos empleados en el pre tratamiento y la
instrumentacién disponible. (Steven, et al., [1998]).
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Por otro lado, la Cromatografia de gases/ Espectrometria de Masas, como se
muestra en la Figura 5, se basa en la separaciéon de los diferentes componentes
de una muestra a través de su paso por la columna cromatografica y en su
posterior ionizacion. El resultado de éste proceso de fragmentacion es un espectro
conformado por varios fragmentos de masa representados como picos de
diferente intensidad. (Steven, et al., [1998]). Los patrones de fragmentacion de las
sustancias controladas suelen ser unicos, y por lo tanto, se pueden utilizar para
formar una conclusién en cuanto a la identidad de un analito, basando ésta en la
comparacion de los picos principales del espectro obtenido contra una biblioteca
internacional de estandares (NIST). (Steven, et al., [1998]).

Figura 5. Esquema basico de cromatografo de gases/espectrometro de masas.

2.7. DERIVATIZACION.

Es un proceso quimico orientado hacia la transformacién de los analitos en otras
especies mas compatibles para lograr un analisis satisfactorio por la técnica de
extraccion en fase solida, empleando Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometro de Masas. A menudo este procedimiento es empleado antes del
analisis cromatografico con el fin de mejorar la estabilidad térmica de los analitos,
ajustar su volatilidad e incrementar su detectibilidad para proveer evidencia
adicional de la identidad de dicho compuesto. Generalmente, se realizan tres tipos
de reacciones: la siliacion, acilacion y alquilacion. (Steven, et al., [1998]).
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3. OBJETIVO.
3.1. OBJETIVO GENERAL.

-ldentificar y confirmar la presencia de metabolitos de cocaina (Benzoilecgonina)
en muestras de sangre forense empleando Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

-En primera instancia, identificar la presencia de cocaina en muestras de sangre
de origen forense aplicando la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT).

-Implementar una técnica de extraccion en fase solida, para cocaina en sangre de
origen forense.

-Confirmar los resultados presuntamente positivos de Benzoilecgonina en las
muestras empleando la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrofotometro de
Masas.

-Analizar los espectros de masas obtenidos como resultado del analisis.

-Establecer que el método de trabajo realizado dentro del Laboratorio de Quimica
del INCIFO garantiza el correcto desempefio y resultados confiables.

4. JUSTIFICACION

El consumo de sustancias psicoactivas es uno de los fendmenos crecientes en la
era de la globalizacién internacional como, la violencia y la desintegracion familiar,
mismas que danan de diversas maneras la salud fisica y mental de los individuos
y de la sociedad que conformamos. En ese contexto, la droga de mayor consumo
es la marihuana (Cannabis sativa), que en promedio comienza a consumirse entre
los 15 y 18 afios, seguida de la cocaina (Erytroxylon coca) y otras drogas médicas
como son; opiaceos, benzodiacepinas y anfetaminas. Debido a lo anteriormente
mencionado, este trabajo consiste en la ratificacidon de metabolitos de COCAINA
en muestras de sangre forense empleando Cromatografia de gases acoplado a
Espectrometria de masas para obtener asi una relacion de las muestras
presuntamente positivas y asi, llevar un control estadistico, garantizando un
dictamen mas completo para ejercer la ley.
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5. HIPOTESIS

Si se implementa una técnica de extraccion en fase sodlida para cocaina, y se
emplea la Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas como
método de identificacion del metabolito benzoilecgonina en sangre de origen
forense, ésta sera apta en la aplicacion en futuros analisis toxicolégicos en apoyo
a los requerimientos del laboratorio de Quimica Forense del INCIFO, garantizando
con ello que se contara con un resultado de amplio sustento cientifico y legal.

6. METODOLOGIA.

6.1.1. EQUIPO.

Vortex (vortex mixer, 50100 Labnet).

Centrifuga (Syrelec Counter, 3293).

Placa de calentamiento (multiblock, LAB-LINE).

Horno (Ultra clean, 700).

Fuente de nitrogeno.

EMIT (V-TWIN, S-8166).

Cromatdgrafos de Gases (Agilent Technologies, 6890N Network GL System).

Espectrometro de masas (Agilent Technologies, 5973 Network Mass Selestive
detector).

Columna de Separacion.

6.1.2. MATERIALES.
Bata y Guantes.
Tubos de plastico con rosca de 15 mL (GRM Globe).
Bulbos de 5 mL.
Jeringa para inyeccion de 10 L (Agilent).
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Tubos de vidrio de 13X100 con tapa de rosca.
Cubetillas de reaccion.

Gradillas.

Micropipeta de 20 a 200 uL.
Puntillas para micropipeta.

Pizeta.

Cartuchos Baker.

Pipeta graduada 1, 2,10 mL.

Vaso de precipitado. 10, 50 mL.
Matraz Volumétrico de 10, 100 mL.
Probeta Graduada 10, 50 ml.
Perilla.

Marcador de tinta indeleble.

6.1.3. REACTIVOS.

Sangre humana.

Metanol.

Buffer de Fosfatos pH 6.

Acido Acético 1M.

Agua destilada.

Calibradores 0,1,2,3,5 (Assay).
Isopropanol.

Hidroxido de Amonio.
Diclorometano.

Derivatizante BTSFA-TSM. 21



6.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Para establecer las condiciones cromatograficas, que se programan dentro de un
método mediante el software que controla el equipo. La configuracion de los
parametros cromatograficos son de suma importancia, debido a que son los
responsables de una correcta separacion y deteccion de los compuestos presentes
en sangre, (Willard, [1972]), los parametros del método especificos son los
siguientes:

Se utiliza una columna Hp5 al 5% de 30 um X 0.25 ym X 0.25 ym
Puerto de inyeccién a 250 °C
Rampa de Temperatura partiendo de 100°C por 2min

Subir Temperatura 20°C/min hasta llegar a los 300°C

6.3. MUESTREO.

En el transcurso de la toma de muestra es necesario el uso de guantes de latex, el
material para la recolecciéon debe estar seco y debe ser desechable (botes de
plastico, jeringas y pipetas).

Se debe seguir con una metodologia para cumplir con los lineamientos de la
institucion, cadena de custodia y veracidad de las muestras.

Debe rotularse cada recipiente antes de colocar alguna muestra con el numero de
expediente.

Se registran los datos de cada muestra, en la hoja de cadena de custodia que se
muestra a continuacion, esté formato se emplea en el laboratorio de quimica del
instituto de ciencias forenses (INCIFO) para llevar un control de las muestras que
se analizan.

TABLA 4. Hoja de cadena de custodia.

TIPO DE | NUMERO DE | ANALISIS
NOMBRE EDAD | SEXO | FECHA MUESTRA | EXPEDIENTE | REQUERIDOS

Desconocido | 50 M 11/10/2015 | Sangre | 0817377 QT y OH
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Se realiza el seguimiento de las muestras, ya que cada tubo o frasco debe ir
acompanado del formato hoja de cadena de custodia.

Tabla 5. Formato cadena de custodia del INCIFO.

NOMBRE:

No AVERIGUACION PREVIA: EXPEDIENTE:

TIPO DE MUESTRA: (S) (O) (H) ANALISIS REQUERIDO: (QT ) (OH)
SEXO: (M) (F) FECHA: EDAD:

MEDICO FORENSE:

6.3.1 TOMA DE MUESTRA.

1.-Tomar con una pipeta de plastico aproximadamente 20mL de sangre de la
cavidad del cerebro, para llenar 2 tubos de plastico de 10mL. Previamente
rotulados y evitar contaminar la muestra.

2.-Desechar el material usado.

3.-Depositar los tubos en un bote con su respectiva tarjeta.

6.3.2. RECEPCION DE MUESTRAS.

Las muestras son recibidas en el Laboratorio de Quimica del INCIFO, verificando la
cantidad de tubos, el no. de expediente, estudios requeridos y tipo de muestra,
firmando en original y copia a quien este a cargo. El original se archiva en la
carpeta del Laboratorio de Quimica y la copia se regresa al anfiteatro para el
archivo del médico perito.
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Los tubos que contienen las muestras son retirados de los botes de plastico con
sus respectivas tarjetas y ordenarlas de acuerdo al numero de expediente en
gradilla, se meten a refrigeracion las muestras a -2 °C.

Se registran para controlar por dos ocasiones una para alcoholes (OH) y una para
Quimica Toxicoldgica (QT), en la cual se tiene que descargar la informacién de las
tarjetas de cada muestra recibida en ambas bitacoras si es solicitado ambos
estudios con la finalidad de llevar un control.

6.4. PRUEBA PRESUNTIVA (EMIT).

Sacar de refrigeracion las muestras a trabajar y seguir la siguiente metodologia.

. Usar equipo de proteccién personal (bata blanca y guantes).

. Etiquetar los tubos con el folio las muestras.

. Agregar a los tubos 2 mL de Metanol.

. Tomar con un bulbo 1 mL de sangre de cada una de las muestras y agregar a
los tubos. (Utilizar un bulbo para cada muestra y desechar en el cesto de residuos
bioldgicos).

-. Agitar en el vortex para desnaturalizar las proteinas.
-. Meter a la centrifuga a 4500 rpom/5min para precipitar y obtener el suero.

-. Programar el equipo EMIT (introducir los folios de las muestras a realizar y
seleccionar las drogas a detectar, verificar que las enzimas de las drogas y los
calibradores estén bien administrados).

-. Decantar el suero en las cubetillas de reaccién y colocarlas en la ubicacion que
el equipo indique.

-. Realizar el analisis con el equipo y esperar el resultado presuntivo.

-. Concentraciones de droga empleados para el analisis
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-. Registrar el resultado si este resulta positivo (por encima de la concentracion de
las enzimas) se determina la absorbancia.

[Enzima] Valor de corte

X Valor medido

El resultado obtenido se confirma posteriormente en el GC/MS.

-. Desechar las cubetillas en el depdsito de residuos bioldgicos asi como cerrar los
depdsitos de las enzimas.

6.5. PRUEBA CONFIRMATORIA.

Retirar de refrigeracion las muestras que presuntamente hayan dado positivo y
realizar la siguiente metodologia.

6.5.1 DESPROTEINIZAR.

e Tomar 2 mL de sangre y 4 mL Metanol colocarla dentro de un tubo de
plastico de 15 mL.

e Agitar en Vortex 5 min y Centrifugar a 10000rpm/10 min.

e Separar sobrenadante.

6.5.2 ACTIVAR LA COLUMNA.

e Colocar el cartucho en la columna.

e Agregar 2 mL de Metanol.

e Adicionar 2 mL de Buffer de Fosfatos pH 6.
¢ Anadir sobrenadante tratado.

6.5.3. LAVADO.

e Agregar 6 mL de Agua Destilada.

e Adicionar 3 mL de Acido Acético 1M.
e Dejar secar 5 minutos sin presion.

e Anadir 6 mL de Metanol.

Tirar desechos y cambiar tubo limpio de vidrio
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e Agregar 2 mL de Eluyente D.l.A.

e Concentrar a 60 °C con fuente de Nitrégeno.

e Depositar 40 pL del derivatizante BTSFA-TSM 100/1.

e Llevar a estufa a 60°C/30min, dejar enfriar 10min.

e Medir 3 pL e inyectar al Cromatdgrafo de gases.

e Obtener el cromatograma para analizar y comparar con las masas
obtenidas para identificar a los metabolitos.

6.6. DESARROLLO DE LA ESTADIA.

Se utilizaron dos técnicas analiticas, la primera fue una prueba presuntiva por
medio de la Técnica de Inmunoensayo Enzimatico Multiplicado (EMIT) para
identificar cocaina en muestras de origen forense y la segunda prueba es
confirmatoria; mediante la técnica de cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masas con el fin de encontrar fragmentos caracteristicos
presentes en la estructura quimica de la droga debido a que esta técnica indica el
peso molecular (i6n molecular) y fragmentacion tipica de la molécula encontrada
en la muestra. Para ello se recolectaron 10 muestras positivas para cocaina de
diferente procedencia, en un periodo de 3 meses.
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6.6.1. DIAGRAMA EXPERIMENTAL.

*Técnicas de extraccion ensayadas en las muestras indicadas.

Sangre de origen forense.

Pretratamiento.

Técnica presuntiva
Inminoenzimatica EMIT.

Criterios para seleccionar
posibles positivos.

Desproteinizar.

Método de extraccion.

Extraccion fase solida

Analisis Confirmativo

GC/MS.

27



6.7. ANALISIS PRESUNTIVO DE LA COCAINA.
6.7.1 TECNICA INMUNOENZIMATICA MULTIPLE (EMIT).

El examen preliminar se realiz6 en un analizador V-Twin® marca Siemens®,
equipado con una lampara de yodo-cuarzo que emplea una longitud de onda entre
340y 770 nm. La calibracion del equipo se llevo a cabo una vez por semana; para
este propdsito se emplearon dos calibradores/controles (nivel 2 y 3) para los cinco
grupos de drogas de abuso mas comunmente detectadas en el laboratorio
toxicolégico  (anfetaminas, Dbarbituricos, benzodiacepinas, cannabinoides,
metabolitos de cocaina y opiaceos); ademas se usé un control negativo (nivel 0) y
otro positivo (nivel 5) para todas las drogas antes mencionadas. Las
concentraciones de cada grupo de drogas empleadas en el analisis, se refieren en
la tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones de droga para el analisis preliminar (Federal Register,

[2004]).

DROGA CONCENTRACION [ng/mL]
Anfetaminas 500

Barbituricos 200
Benzodiacepina 200
Cannabinoides 50

Metabolitos de cocaina 150

Opiaceos 2000

La absorbancia obtenida para cada droga fue considerada como el “limite de
corte”.

Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT). Se tomd6 una alicuota de 1 mL del
sobrenadante obtenido en el pretratamiento, y se depositd en una cubetilla; ésta a
su vez se coloco en el equipo, quien realizd el analisis de forma automatizada.
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6.8. ANALISIS CONFIRMATORIO DE LA COCAINA.
6.8.1. METODOS DE EXTRACCION.

El transcurso experimental para definir una técnica especifica para la extraccion
de Benzoilecgonina se llevé a cabo en dos fases:

Fase I. Disefio y aplicacion de diferentes técnicas de extraccion a una muestra
control, recurriendo al método de “ensayo y error”

Fase Il. Eleccion y aplicaciéon de técnica(s) especifica(s) para la extraccion de
Benzoilecgonina a una poblacion de muestras en general.

A continuacion se detallan las técnicas ensayadas.

6.8.1.1. Desproteinizacion. En un tubo para centrifuga se colocaron 2 mL de
metanol y 1 mL de sangre. La mezcla se homogeneizé en un vortex durante 5
minutos, y posteriormente se centrifugdé por 15 minutos a 3500 rpm. Se recolecta
el sobrenadante en otro tubo para su posterior analisis.

6.8.1.2. Desproteinizacion (Modificada). En un tubo para centrifuga se colocaron 4
mL de metanol y 2 mL de sangre. La mezcla se homogeneiz6 en un vortex durante
5 minutos, y posteriormente se centrifugd por 10 minutos a 10000 rpm. Se
recolecta el sobrenadante en otro tubo para su posterior analisis.

6.8.2. EXTRACCION FASE SOLIDA.

En la columna se reciben los reactivos en un tubo de plastico de 15 mL y a una
presion 3 PSI.

Activar columna. Se empled un cartucho de extraccion en fase sélida (EFS) Baker
con fase estacionaria C18.

La fase estacionaria del cartucho de extraccion fue activada con 2 mL de metanol
y 2 mL de disolucién buffer de fosfatos pH 6, y posteriormente se hizo pasar a
través de éste la muestra (sobrenadante obtenido en el paso de
desproteinizacion). Con una presion de 3 PSI, depositando el flujo de los reactivos
constante.
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A continuacién, se eluyeron las impurezas adicionando al cartucho 6 mL de Agua
Destilada, 3mL Acido Acético 1M. y 6 mL Metanol. A una presién constante de 3
PSI.

Dejar durante 5 minutos y cambiar el tubo de plastico donde se reciben los
residuos a un tubo de vidrio de 13X100.

Posteriormente se eluye con 1 mL de D.l.A. (80-20-2), concentrar a 40 °C casi a
sequedad.

Derivatizacion. Se agrego al vial 40 yL de BSTFA-TMCS (99:1), se agito durante 5
segundos, y por ultimo se incubd a 60 °C por 20 minutos.

6.8.2.1. EXTRACCION FASE SOLIDA (Modificada 1.1).

Activar Columna: La fase estacionaria se activo de la misma manera que la
primera técnica.

Lavado: no se modifico.
El reposo se modifico a 2 minutos.

Se eluyo con 1 mL D.I.A., se concentro a 40°C con fuente de Nitrogeno a casi
sequedad.

La derivatizacion fue la misma.
6.8.2.2. EXTRACCION FASE SOLIDA (Modificada 1.2).
La activacion de la columna fue la misma.

Lavado, se modifico eluyendo con 0.5 mL Buffer de fosfatos pH 6, 1 mL de mezcla
Buffer-Metanol (80-20) y 1 mL de Acido Acético 1M.

Se dejo reposar 2 minutos y se eluyo con 1 mL de D.LLA. (80-20-2), despues
concentrar a 40 °C a casi sequedad.

La derivatizacion se modifico agregando 5 uL de BSTFA-TMCS (99:1), se agit6
durante 5 segundos, y por ultimo se incub6 a 60 °C por 20 minutos.
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6.8.2.3. EXTRACCION FASE SOLIDA (Modificada 1.3).
La activacion y el lavado fueron los mismos que la técnica anterior.

Se dejo reposar 2 minutos y se eluyo con 1mL de D.l.A. (80-20-2). Concentrar a
40 °C con fuente de Nitrogeno a casi sequedad.

La derivatizacion se modificé agregando 5 yL de BSTFA-TMCS (99:1), se agitd
durante 5 segundos, y por ultimo se incubd a 60 °C por 30 minutos.

6.9. ANALISIS CONFIRMATIVO MEDIANTE (GC/MS).

Las pruebas confirmativas se llevaron a cabo en un cromatégrafo de gases marca
Agilent®, modelo 6890N acoplado a un detector de espectrometria de masas
marca Agilent®, modelo 5973, y una columna capilar de la misma marca (30 m X
250 ym X 0.25 um) con recubrimiento de fenilmetilsilohexano 5%.

Gas portador: Helio

Velocidad de flujo: 35 mL/min

Presion: 11.5 psi

Temperatura del inyector (modo splitles): 280 °C
Programa de temperatura:

Temperatura inicial de 80 °C, manteniéndose esta temperatura durante 1 minuto;
después se incrementd a una velocidad de 10 °C/min hasta llegar a 280 °C, esta
temperatura se mantuvo durante 6 minutos.

Tiempo total: 27 minutos.
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7. RESULTADOS

Se analizaron 10 muestras de marzo a junio de 2016. En este afio 2016 se
presentaron muertes relacionadas con drogas desde adolescentes (18 afios) hasta
adultos mayores (70 anos), las muestras tomadas fueron las que presuntamente
dieron positivas en el EMIT.

Tabla 7. Resultados de las 10 muestras tomadas de Marzo a Junio del 2016.

Analisis de muestras
FOLIO DROGA EDAD | GENERO | EMIT®II CG/EM
ng/mL (Cocaina)

2947 Cocaina 34 Masculino | 0.414
2967 Cocaina 35-40 | Masculino | 0.354
3356 Cocaina 27 Masculino | 0.494
3510 Cocaina 49 Masculino | 0.371
3823 Cocaina 29 Masculino | 0.336
3797 Cocaina 30 Masculino | 0.386
3823 Cocaina 29 Masculino | 0.331
3882 Cocaina 45-50 | Masculino | 0.341
3888 Cocaina 29 Masculino | 0.374
4242 Cocaina 27 Masculino | 0.330 +

EMIT®II (ng/mL): cocaina 150: 0.315. (Valor de corteo limite en EMIT para aceptar o rechazar positivos o negativos).

o o I o o S I
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

Al comparar la confirmacion de Cocaina en muestras postmortem de Marzo a
Junio de 2016, segun grupo de edad, se observa que hubo un 100% casos en los
masculinos, el grupo de mayor frecuencia en consumo se encontré entre 21-30
afnos, como lo muestra en la grafica 1.
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Figura 6. Grafica de abuso de cocaina por edad.

7

15-20 afios 21-30 afios 31-40 afos 41-50 afos 51-60 afos 61-70 afos

Después de haber realizado las estadisticas y confirmar los resultados mediante la
Cromatografia de Gases acoplada a la Espectroscopia de Masas, se obtuvieron
los siguientes resultados con un tiempo de retencién de entre 11 y 13 minutos.

En relacion a los datos espectroscopicos los fragmentos (m/z) presentes y sus
respectivas abundancias relativas son: 361(5), 346(2), 317(1), 303(1), no
observandose el ion molecular (289), 272(1), 240(15), no observandose los
fragmentos 289,168, 124 y 105(100) correspondiente al pico base, 77(45).
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Figura 7. Espectro de masas de metabolito de cocaina (benzoilecgonina) y sus principales iones
168, 124, 105, 77, m/z.
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Figura 8. PATRON DE FRAGMENTACION SUGERIDO PARA BEG-DERIVATIZADA.
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9. DISCUSION

Antes de continuar, es fundamental aclarar que, dado que el modelo experimental
disefiado en este proyecto se enfoca solamente a la identificacion y confirmaciéon del
metabolito de la cocaina (benzoilecgonina) presentes en muestras de sangre, el
proceso de validacion, tanto del método como del sistema, podria ser considerado en
un futuro como una nueva linea de investigacion qué dara continuidad al presente
estudio.

La anterior confirmacion pudo lograrse una vez que con un tiempo de retencién de 11-13
minutos se obtuvo un pico cromatografico que al adquirir el correspondiente espectro de
masas, se obtuvo un fragmento de m/z 361, el cual se atribuye a la benzoilecgonina
trimetil sillada. A partir de este fragmento obtenido, se propone el patréon de
fragmentacion de la figura 7, y que puede explicar los fragmentos obtenidos de las
muestras analizadas. Lo anterior sugiere que en las muestras introducidas al Gases-
masas para su analisis, contenian un metabolito de cocaina.

Por otro lado, de un total de 10 muestras de origen forense recibidas en el Laboratorio
de Quimica del INCIFO durante el periodo comprendido por el estudio, corresponde a
casos de defunciones donde el consumo de cocaina estuvo, directa o indirectamente
relacionado con la muerte del individuo.

Al analizar este universo segun el sexo, los hombres presentan la prevalencia de
muerte mas alta bajo los efectos de esta droga, representada por el 100% de los 10
casos analizados; en cuanto a la edad de los individuos cuyas defunciones estuvieron
asociadas al consumo de cocaina, el rango se encontrd entre los 21 a 30 afos.

Como se sefiala en los resultados obtenidos en la Fase | de experimentacién, solo
con las técnicas de extraccion lll y V fue posible aislar el metabolito de las muestras
de sangre analizadas. El éxito obtenido con esta técnica se atribuye a Ila
desproteinizacion inicial que sufrieron las muestras, para la técnica es un factor muy
importante para detectar los analitos de interés toxicoldgico por la técnica de GC/MS.
La necesidad de derivatizar los extractos conseguidos mediante procesos de
extraccion en fase sdlida, radica en incrementar la estabilidad dandole asi una mayor
detectibilidad del metabolito en estudio y potencializar la sefial de los productos. Cabe
destacar que ademas de cocaina, la técnica puede ser empleada para extraer otras
biomoléculas y compuestos quimicos presentes en el fluido biolégico examinado.

La deteccion en las diferentes muestras de sangre analizadas provee un indicio de
que la persona a la cual corresponde dicho analisis consumié cocaina en un periodo
de tiempo cercano a su defuncién, sin embargo, aun sigue siendo dificil determinar
cuanto tiempo hizo de ello.

No obstante, conociendo que el tiempo de vida media es de 24 hrs, se puede
presumir que si se puede detectar este metabolito en sangre, la muestra fue tomada
muy proxima al momento de la muerte del individuo, y por lo tanto, puede
considerarse que éste se encontraba en un estado de intoxicacion causado por el
consumo de cocaina. Teniendo en cuenta esta correlacién, sera posible dictaminar las
responsabilidades del individuo en cuestidon en el acto delictivo con el que su muerte
se encuentre relacionada.
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10. CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos durante el tiempo estimado para este proyecto
y su previo analisis de los mismos da pauta para asegurar que los objetivos y
metas pretendidos fueron alcanzadas al 100%, ya que se logré identificar de
manera experimental si las muestras remitidas al laboratorio y analizadas,
efectivamente contenian a la sustancia llamada “beizoilecgonina”.

Mediante la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT) se logré detectar la
presencia de cocaina en muestras de sangre de origen forense, las cuales,
posteriormente fueron sometidas a tratamientos de extraccién, en fase solida.

Estos procedimientos de preparacion de la muestra representan un paso
trascendental en el proceso analitico, ya que aseguran que las muestras sean
adecuadas para la determinacion cromatografica. Finalmente, la presencia de
benzoilecgonina en las muestras analizadas fue confirmada por el método de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

En este caso podemos decir que de las 10 muestras positivas en EMIT, Todas
fueron confirmadas por CG/EM. Por medio del cromatograma en un tiempo de
retencidn de 11 a 13 minutos, con ayuda del espectro de masas quien proporciono
fragmentos caracteristicos.

Por lo que se puede resumir que la técnica implementada es adecuada en la
aplicaciéon de futuros analisis toxicologicos en apoyo a los requerimientos del
Laboratorio de Quimica Forense del INCIFO, garantizando con ello que se
contara con un resultado con sustento cientifico y legal.
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11. ACRONIMOS.

CG
EM
NIDA
SHT
mg

Kg

mi

mm

%

BEG
EME
EC
BSTFA
TMCS

m/z

TR
EMIT
NSDUH
INCIFO

G6P:

Cromatografia de gases.
Espectrometria de masas.

National Institute on Drug Abuse.
Socieedad de la prueba del pelo.
miligramos.

kilogramo.

litro.

mililitro.

milimetro.

Porcentaje.

Benzoilecgonina.

Ecgonina metil éster.

Ecgonina.

N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida
Trimetilclorosilano.

Relacién masa-carga.

Tiempo de retencion.

Tecnica de Inmunoensayo Enzimatico Multiple.

Encuesta Nacional sobre el Uso de Drogas y
Salud.
Instituto de Ciencias Forenses.

glucosa-6-fosfato.
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G6PDH glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

NAD coenzima nicotinamida adenina dinucledtido
QT Quimica Toxicologica.

SNC Sistema Nervioso Central.

S5-HT Serotonina.

NE Noradrenalina.

ML Microlitros.
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