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Identificacion de cocaing coma droga de abuso tanto en mucstms decomisadas como en fluidos
biologicos

RESUMEN

El presente trabajo se realizé mediante una revisién bibliografica 'y
hemerografica sobre los métodos para identificacion de cocalna en muestras
decomisadas y en fluidos biolodgicos. : :

La cocaina es una droga muy solicitada en la actualidad, esto:qu'izé,por'su‘
facil adquisicion y por su bajo costo. Lo preocupante es de: que:en:México
jovenes de secundaria la consumen. . : G

Es importante describir las caracteristlcas ﬁsu:oqulmlcas vy farmacoléglcas de
la cocaina, debido a que. eI uso de algunos métodos analiticos, . requieren
saber cuales son sus metabomos pnncupales. su pKa su estructura etc.

Dentro de los rnetodos analmcos recopulados se menciona la imponancia legal
de los métodos presuntlvos y los confrmatuvo&



o en muestras docomisndns como on fluidos

Tlentiticaciim de cocninn como droga de atviso t

OBJETIVOS

1.- Realizar una revision bibliografica sobre métodos de laboratorio que nos
permitan identificar cocalna de manera especilfica, rapida y certera.
Proporcionando esta informacion como una herramtenta analltlca en los

procesos legales.

2.- Proponer un meétodo confiable para determinar cocalna en fluidos y tejidos
biologicos, aplicable en los iaboratorios forenses.

3.- Evaluar dichos métodos y seleccionar el mas adecuado con base a las

necesidades circunstanciales.
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INTRODUCCION

La cocaina es un estimulante extremadamente adictivo, que afecta
directamente el Sistema Nervioso Central (SNC). La cocalna ha sido llamada
la droga de los ochentas y noventas por su gran popularidad y uso durante
esas décadas. Sin embargo, la cocaina no es una droga nueva en realidad es
una droga de las mas antiguas. La sustancia quimica pura, el clorhidrato de
cocalna se ha venido usando por mas de cien afios. Mientras que, las hojas
se han ingerido por miles de afios (11).

Entre 1884 y 1887, Sigmund Freud crea sensacion entre los circulos médicos
Europeos por describir sus experimentos con una nueva droga. Sigmund
Freud reporta una sustancia con un potencial aparentemente ilimitado con
propiedades de "excitacion y alargar la euforia” esto permitid el uso de la
cocalna en los tratamientos psicolégicos y mentales permitiendo quitar la
fatiga (8).

Freud se mostraba entusiasmado con la cocalna, una droga estimutante
extralda de Erythoxylon coca, una planta que crece en las montafias de los
Andes del Sur de América y Asia Tropical. En otro tiempo, la cocalna tuvo una
amplia aplicacién médica para calmar el dolor en personas con graves
enfermedades, es decir se utilizé como anestésico. Sin embargo, esta funciéon
como anestésico fue reemplazada por otros medicamentos como procaina y
lidocalna por ser menos susceptibles a generar dependencia (17).

i_a cocaina es también un poderoso estimulante del sistema nervioso central
(SNC) y tiene efectos semejantes a los causados por las anfetaminas,
normalmente aumentan el estado de alerta, el vigor y disminuye la fatiga, asi
como el aburrimiento. Cominmente |a cocalna es "sniffed o snorted” es decir
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succionada por las fosas nasales y a través de las membranas mucosas de la
nariz se absorbe (11).

Basicamente hay dos formas quimicas de la cocalna: el clorhidrato de 1a saly
los cristales de cocalna (“freebase”). El clorhidrato de sal, o la forma en polvo
de la cocaina, se disuelven en agua y pueden administrarse por. via
intravenosa o intranasal. La base libre, se refiere a un compuesto que no esta
neutralizado con acido para producir clorhidrato de sal. La cocalna base se
puede inhalar. La cocaina usualmente se vende en la calle en forma de un
poivo blanco, fino y cristalino que se conoce como coca, nieve, copo, golpe.
Los traficantes normalmente la mezclan con sustancias, tales como maicena,
talco, azicar o con ciertas sustancias como la procaina (un anestésico local),
cafelna, fenilpropanolamina, efedrina o con otros estimulantes como las
anfetaminas (12).

En la actualidad la cocalna es una droga clasificada bajo la lista Il ("Schedule
11”), lo que significa que tiene un potencial para su abuso, pero que puede
administrarse por prescripcidon médica con fines terapéuticos, o sea, como
anestesia local para ciertos tipos de cirugla de los ojos, oldos y garganta (11).

La puerta de entrada mas importante a las drogas es el tabaco,
especialmente en la adolescencia. Posteriormente acceden al alcohol. El paso
siguiente serd para algunos las benzodiazepinas y para otros la mariguana y
después la cocalna y otras drogas. Un estudio epidemiolégico concluye que el
89% de los adictos a la cocalna también son dependientes de otras
sustancias, especialmente alcohol y cannabis.

Las drogas de abuso, legales o no, comparten varios de sus mecanismos de
accién. A través de sus efectos sobre distintos sistemas de neurotransmisién,
como la dopamina, la serotonina, los péptidos opioides, etcétera, Los sujetos
mas vulnerables, por factores genéticos y/o adquiridos tenderan a volverse

dependientes y adictos, y con frecuencia no permaneceran fieles a una droga.
L}
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tdentificacion de cocuing como droga de s

El crack es el nombre callejero que se le da a los cristales de cocaina
("freebase"), al procesar la cocaina en polvo para convertirla en una sustancta
que se pueda fumar. : .

El término “crack” se refiere al sonido crujiente que se escucha cuando se
fuma esta mezcla. La cocaina "crack” se procesa con amonlo ° blcarbonato
de sodio y agua, y se le calienta para eliminar el clorhldrato Dado que:el
“crack” se fuma, el usuario siente euforia en menos de dlez segundos Debido
al efecto tan rapido, casiinmediato de euforia que produce esta droga se hizo
muy popular en los afios ochentas, otra razén para su popularidad es que no
cuesta mucho procesaria ni compraria (21). g :

Las principales formas de consumo de la cocalna son por via oral, nasal,
intravenosa y fumandola. Los términos callejeros para estos usos son: el
mascado, intravenosa, fumada, inhalada o resoplando El ‘inhalado . es el
proceso de inhalar el polvo de cocalna. a través ‘de’la’‘nariz, donde pasa
directamente a la sangre mediante de las membranas nasales.' La inyecciétn
lleva la droga directamente a la sangrebaur‘ne_nta'ndo asl su efecto. Cuando se
fuma se inhala el vapor o el humo a los puimones, donde la sangre lo absorbe :
a la misma velocidad que cuando se lnyecta ,Tamblén se puede apllcar alas

membranas mucosas. . :
Algunos usuarios, combinan el polvo de la coca!na o crack con herolna para
crear un "speedball”. :
La cocaina y sus efectos a Iargb
extremadamente adictiva. Una vez que

ndividuo,: prueba.la. cocalna le es

muy dificil predecir o controlar a que extremo continuara uséndola Se cree

que los efectos adictivos.y estlmulantes de la cocalna son | principalrnente el

resuitado de su habilidad para |mped|r la:reabsorcid de la dopamuna por las
célula nerviosas. E} cerebro emlte a dopam|na como un sistema de
gratificacion y la misma es relacnonada a las p opledades de adiccion de todas
ias drogas de abuso (22).
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Hay una cantidad enorme de complicaciones médicas, asociadas con el uso
de la cocalna. Entre las cuales, se encuentra las cardiovaséulares, tales como
irregularidades en el ritmo del corazén.y ataques cardiacos; ‘Ios problemas
respiratorios que causan dolores del pecho y fallos respiratorios; los efectos
neuroldgicos que producen las’ embolias, convulsiones y dolores de cabeza;
las complicaciones gas(rointestlnales que causan dolores abdominales y

nauseas.
Las reacciones adversas al uso de Ia cocalna
se administran. Por ejemplo cuando se mhala regularrnen(e puede causar
pérdida del sentido del olfato, crear hemorragias nasales problemas al tragar,
ronquera y una irritacion general del tabique nasal Io que puede producir una
condicidn cronica de irritacion y secteclén de la nanz Cuando se administra
via oral puede causar gangrena en los intest os porque reduce el flujo de 1a

| uctuan dependlendo de cémo

sangre.
La cocalna tiende a reducir el con umo de )
habitual causa la pérdlda del ape!lto de'p s y.!

ntos por |o tan!o, el uso
alnutric:bn (21).

El efecto del emeno de cocalna en el cerebro es mas prolongado y més téxico
que cuando se usa la dfoga por sl sola {23)

mayor. demanda tiene para su )
ica forense es la. cocatna. Cnfras«_
tas el consumo de cocalna fue en
actualldad el uso de la cocalna se ha

Actualmente, la droga de'abuso qu
identificacion en los laboratorlos d

estad(sticas reportan que e
personas mayores de 25 aﬁos E
ampliado y estamos hablando de que persor.as entre 12y 15 afos la’

consumen.
En el presente trabajo, se menclonan los efectos que tiene la cocalna en el
humano, asicomo los diferentes métodos para la identificacion de cocalna en
muestras decomisadas y en fluidos biolégicos de manera rapida, especificay
certera.

6
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CAPITULO 1

CARACTERISTICAS FiSICAS, QUIMICAS Y FARMACOLOGICAS DE
COCAINA

TEZIS CON
FALLA DE ORIGEN

1.1 Férmula: Car Hay NO,
Peso molecular: 303.35
pKa:8.61 (15°C)

Cily

yd (o]
N
OCH,
nﬁ(@
[$)

Cocaina: Benzoilmetilecgonina (13)

1.2. Descripcidn: Cristales incoloros o polvo blanco cristalino, esponjoso,
inodoro. Sabor amargo, anestésico, algo volatil y fotolabil,

1.3. Caracteristicas Quimicas : La cocalna es una benzoilmetilecgonina y la
ecgonina es una base amino alcohdlica intimamente relacionada con la
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Tropina. De este modo, la cocalina es un éster de acido benzélco y una base
que contiene nitrogeno. .

Tiene. la estructura fundamental d_e_sc a i::ara Io‘s; ‘an‘algésicos Iocales
sintéticos (6). ! . : g - :
l.a cocaina es un alcaloide ob(enldo de la he
especies de Erythoxylon ‘coca’ ( Erythroxylacea

S Erythoxylon coca y de otras
o por slntesls de ecgonina .

1.4, Caractevl ticas Flsicas. Es un polvo blanco cristalino poderosamente
voléttl con punto de fusién entre 96° y 98° C.

SOIubilidad: Soluble 1g en 600 mL de agua, 270 mL de agua a 80°, 6.5 mL
alcorhol. 0.7 mL de cloroformo, 3.5 mL de é&ter, alrededor de 12 mL de aceite
de oliva o de 80 a 100 mL de vaselina liquida; muy soluble en alcohol caliente.

1.5 CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS

1.5.1 FARMACOCINETICA

Absorcion, Metabolismo y Excrecién

La cocaina se absorbe en todos los sitios de aplicacion, incluyendo las
mucosasy la mucosa gastrointestinal. Luego de su absorcidn, la cocaina se
degrada por las esterasas plasmaticas y, por las enzimas hepéaticas. Se
excretan pequefas cantidades inalteradas por la orina. La vida media de Ia
cocaina en plasma luego de su administracién por via oral o nasal es de

aproximadamente una hora (6).
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La via metabdlica de la cocaina es hepatica. Por hidrolisis de dos grupoé
ésteres se convierte en benzoilecgonina (BE), ecgonina metil éster (EME).
{Fig.1) .

Aproximadamente el 80% de cocaina se excreta en la orinacomo BEy EME y
puede detectarse por un largo periodo después de haberia consumido. Por
esta razén el método mas comun para determinar cocaina como droga de
abuso es determinando por BE (14).

La cocalna se excreta poco a poco. Lo importante, es que la droga aparece
invariablemente en ila orina, su existencia depende del pH. En el humano
entre el 1 y el 12% de la dosis de una inyeccidon se excreta las primeras 24
horas. La excrecidon méas abundante existe entre las primeras 5§ y 6 horas (10).
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Fig. 1. Cocalna y sus principales metabolitos: Benzoilecgonina
Ecgonina Metil Ester, Ecgonina y Norcocaina.
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1.5.2 FARMACODINAMIA

1.5.2.1 Sistema Nervioso (SN)

La accién mas importante de la cocaina cllnicémente es su capacidad bara
bloquear la iniciacién o la conduccion del impulso nerviosb local no sistémico,
su efecto sistémico mas notable es la estimulacion del sistema nervioso
central (SNC). : .

En el hombre se manifiesta primero como sensacion de bienestar y euforia, a
veces puede aparecer disforia. Estos efectos pueden acompafarse por
locuacidad, inquietud y excitacién. En cantidades pequefias de cocalna ia
actividad motora sigue bien coordinada, a medida qQue la dosis aumenta,
aparecen temblores y convulsiones ténico-clidnicas. Los centros vaso motor y
de vomito pueden participar en la estimulacion apareciendo emesis.
Después de la estimulacién central viene la depresidn. Eventualmente se
deprimen los centros bulbares vitales y la muerte es el resultado de la falia
respiratoria (6).

1.5.2.2 Sistema cardiovascular

Dosis pequefias de cocalna administradas sistémicamente, disminuye la‘

frecuencia cardiaca como resultado de estimulacién vagal central, P ro luego -

de dosis moderadas, la frecuencia cardiaca aumenta, Es probéblé que la
frecuencia cardiaca sea el resultado de Ia mayor estimulacion 'cehntrya‘l i
simpatica asi como de los efectos periféricos de la cocaina sobre el'sistema
nervioso simpatico (6). o S
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1.523 Temperaluta corporal

La cocalna es prrogénica La mayor actividad muscular que acompaﬂa ala
f’aumenta < produccion . de - calor,: la

vasoconsmcclén dism iye'la pérdlda de calor ‘La pirexia por cocaina es a
menudo una Intoxlcaclén con ella Y puede

provocarseA anlmale con dosns subletales (6)

1.5.2.4 Tox

La admlmstrac'on oral de cocalina es mucho menos toxica que la administrada
por otras vtas, rio mas de 50 mg o 1mL de una solucidn al 5% aplicada por via !
intravenosa ‘orvla intramuscular, también se usa en las membranas mucosas. -
Es fata! una dosis alrededor de 1 y 2 gramos, puede ocurrir la muerte a dosis :
de 20 mL. La cocaina produce adiccidn por sus propiedades y presenta
tolerancia hasta los 5 g. La dosis letal media (LDsg) por via intravenosa en
conejos 17 mg/kg y en ratas 17.5 mg/kg (10).

Los efectos toxicos graves mas comunes por cocaina incluyen arritmias
cardiacas, infarto, miocarditis, insuficiencia cardiaca congestiva con volumen
elevado, miocardiopatia dilatada, espasmo cerebrovascular con isquemia,
neurolégico transitorio o infarto cerebral o de la médula espinal, hemorragia
intracerebral, diseccidn aétrtica, insuficiencia renal y hepatica aguda,
coagulacién intravascular diseminada, convulsiones, hiperpirexia y depresién
respiratoria. La cocalina produce problemas cardiovasculares y neurolégicos
fatales en personas jovenes con arterias coronarias y cerebrales normales y
sin antecedentes de convulsiones. Las convulsiones y la pérdida de Ia
conciencia también pueden ser secundarias a los problemas cardlacos (6}
{10).

* 12
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Las mujeres que consumen cocaina durante el embarazo, tienen mayor
probabilidad de tener abortos espontaneos en el primer trimestre y de
presentar infarto placentario y muerte fetal hacia el final del embarazo. La
ingestion de cocaina puede conducif al comienzo subito de contracciones
uterinas, taquicardia fetal y actividad fetal excesiva. También, aumenta la
probabilidad de parto prematuro y hemorragia materna. Es probable que la
mayor parte de la toxicidad se deba a los efectos vasoconstrictores de la
droga. Ademas de los efectos depresores del apetito, todos los
psicoestimulantes contribuyen a las deficiencias vitaminicas que son comunes
entre quienes usan Jla droga y que junto con el descuido matermo de la
atencion prenatal, complican mas el embarazo y el desarrolio de! feto, parece
haber aumentado la incidencia de muerte infantil subita entre los nifios_
nacidos de madres dependientes de la cocalna (6). . :

El tratamiento de la toxicidad cardiovascular aguda inducida por la cocaina;:
esta dirigido a la reducciéon de los efectos excesivos de las catecolamiﬁas y el
manejo de las complicaciones. Aunque se han utilizado agentes’ bloquean(e
beta adrenérgicos no selectivos, la estimulacién vascular alfa adrenérgica sin
oposicién puede continuar causando hipertension. Drogas como el Iabetalolv :
que bloquea ambos receptores adrenérgicos, alfa y beta. parecen mas B
adecuados para |a situacion. Consideraciones similares abogan por el uso de
labetalol para el tratamiento de la toxicidad de la an'etamlna Ademas. pueden
ser utiles los bloqueadores de los canales de Ca*’, como nifediplna o .
nitrendipina. La nitrendipina puede reducir los efectos téxlcos agudos de la
cocalna en modelos animales. La nitrendipina también parece; a(enuar
algunos de los efectos subjetivos de la cocaina. La adminlstramOn |n\ravenosa ¥

de diazepan se ha utilizado para controlar tas convulslones‘.lnducidasvppr la .

cocaina o la anfetamina. Pueden requerirse medios ﬂsico'swpéfa pfévénir la '
hipertemia y apoyo respiratorio. También, se indica la acldmcacién de la orlna

para acelerar la excrecion de anfetaminas. Sin embargo sé!o fueron efectlvos
13
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los antagonistas selectivos de los receptores Dy dopaminérgicos para evitar la
muerte de roedores de la toxicidad de la cocaina (6).

1.5.2.5 Psicotoxicidad

Los consumidores de cocalna pueden manifestar aumento de la ansiedad
pocas horas después de comenzar su uso, aun cuando los efectos de la
euforia estén declinando. De igual modo, puede desarrollarse desconfianza y
paranocia unas horas después de iniciar el consumo de dosis elevadas de
cocalna, pudiendo establecerse una ideacion parancide total, con
alucinaciones visuales, en el curso de un encuentro de 24 horas de consumo.
Con frecuencia se producen cambios en la percepcidn y pseudoalucinaciones.
Entre éstas, las mas comunes son tactiles “gusanos de la cocalna® sobre la
piel y visuales luces de la nieve (6).

1.5.2.6 Dependencia Fisica y sintomas de supresién

Después del consumo prolongado de cocaina © aun después de una
embriaguez de unos pocos dias de duracién, fa suspensiétn abrupta provoca
sindrome de abstinencia caracterizado por depresién, ansiedad y anhelo por
la droga que termina en fatiga general y una necesidad de dormir. Después
del despertar inicial aparece hiperfatiga, somnolencia y depresion. El animo
se restablece luego de un periodo de dlas, aunque la disforia puede persistir
semanas en algunos casos. El anhelo por la droga puede aumentar y
disminuir en las semanas posteriores, como respuesta a las emociones y a
los estimulos relacionadas con la cocaina. Aunque estos signos y sintomas
satisfacen los criterios para el sindrome de supresidtn, no se observan
disrupciones fisioldégicas evidentes que requieren la supresién gradual de la
droga (6).
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1.5.2.7 Mecanismo de Toxicidad

La cocalina interfiere con el proceso de las terminaciones nerviosas
adrenérgicas de la noradrenalina. Como resultado, la acumulacién de
noradrenalina en los espacios sinapticos de sistema adrenérgico. Por io tanto,
la actividad simpatomimética estd aumentada. La cocaina 'bloquea la
recaptura de la dopamina e interfiere con la actividad de Ia serotonina (10).

1.5.2.8 Tolerancia

Se desarrolla tolerancia a algunos de los efectos centrales de la cocalna
~arrebato” euférico breve después de una sola dosis intravenosa; debe
aumentarse la dosis al cabo de alrededor de una hora. para experimentar
efectos de igual intensidad. Asi como, a los efectos de frecuencia cardiaca y
{a presién arterial en menor grado durante la infusién de cocaina en el curso
de 4 horas;, sin embargo es improbable que se logre una tolerancia
significativa a sus acciones cardiovasculares, en encuestas algunos
consumidores informan que necesitan mas cocalna para producir los mismos
efectos subjetivos (elevacion del animo) experimentados con anterioridad

(10).
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CAPITULO 2

PRUEBAS PARA IDENTIFICACION DE COCAINA EN MUESTRAS
DECOMISADAS.

Existe una gran demanda para la identificacion de sustancias
decomisadas. Dicha identificaciéon tanto cualitativa como cuantitativa,
requiere en general de técnicas analiticas presuntivas y de confirmacion
relativamente sofisticadas. No obstante, son de gran ayuda los métodos .

de identificacion preliminar, de caracter orientativo, que ayudan a dirigirla .- '

busqueda analitica y que se pueden agrupar en:

a) Técnicas de observacién directa basada en la identificacién
morfoldgica de la muestra, que puede ser macro y microscoplca. En
funcién de la naturaleza de la muestra se seleccionara la técnica mas
adecuada para identificar las propiedades especificas de |la muestra.

b) Reacciones de coloracién. La eleccion del método dependera de la
naturaleza, presentacidn y cantidad de la muestra. Multitud de
sustancias dan lugar a una coloracién cuando se mezclan con ciertos
reactivos quimicos. En algunas ocasiones el color puede ser
especifico de un compuesto, pero la mayor parte de los casos, la
reaccidn es producida por varios compuestos clasificados en un
determinado grupo en funcién de su estructura quimica. A veces la
reaccién la producen compuestos que no pertenecen al mismo grupo o
categorlia quimica.

El color puede variar en funcidtn de: a) Las condiciones de reaccion. b)
La cantidad de la muestra y ¢) La presencia de sustancias extrafias.
Cuando la muestra contiene mas de una sustancia o la droga es
coloreada, se puede obtener una mezcta de éolores, pér lo que se
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aconseja realizar una separacidén cromatografica y posteriormente a
reaccién coloreada con los reveladores adecuados (23).

Pruébas Orientativas/Presuntivas

a) Determinacion de la presencia de aniones asociados a la cocaina
b) Prueba de Bouchardat

t':) Tiocianato de Cobaito (clanos)
d) Prueba de Scott

e} Diazorreaccién de Guerbet

f) Reaccitn de Tanred

g) Prueba de Dragendorf

h) Cromatografia en capa fina

i) Infrarrojo

nuv

k) Cramatografia de gases

Prueba Confirmativa

) Cromatografia de gases /masas
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2.1 PRUEBAS ORIENTATIVAS PARA IDENTIFICACION DE COCAINA

Fundamento

En medicina suele usarse el clorhidrato de cocalna para producir anestesia e
isquemia locales y anestesia espinal en las intervenciones quirtrgicas y
estados dolorosos. Entre sus inconvenientes, cabe mencionar su toxicidad y
la produccién de habito. La sobredosis de cocalna puede llevar al
envenenamiento agudo, por lo que su uso esta restringido por la ley. Para su
identificacién, se usan reactivos especificos para alcaloides como el reactivo
de Bouchaerdat, prueba de Scott y la diazorreaccion de Guerbet, entre otros

(26).

2.2 PRUEBAS PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE ANIONES
ASOCIADOS A LA COCAINA.

2.2.1 Identificacién del ion cloruro

Una fraccion de la solucidén acuosa o unos miligramos del producto, disueltos
en 2 6 3 mL de agua destilada, se tratan con una gota de solucién nitrato de
plata al 5%. Se forma un precipitade blanco insoluble en &cido nitrico
concentrado, pero soluble en solucidn de amoniaco diluido, de la cual se
vuelve a precipitar por adicidon de acido nitrico (27).
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2.2.2 Identificacion de Sulfatos

Las soluciones que contienen sulfatos, dan un precipitado blanco cuando se
les adiciona solucion de cloruro de bario al 5%, y éste es insoluble en acido

clorhidrico.

2.2.3 Ensayo de Ferreira (formacién de benzoato de metilo)

La sustancia problema se macera con unas gotas de solucién de hidréxido de
potasio metandlico. Si se obtiene un olor caracteristico a benzoato de metilo
indica la posible presencia de cocaina. Paralelamente se debe realizar el

ensayo con cocaina de referencia.

Nota: Son muy pocas las sustancias que dan un olor similar con esta prueba.

2.3 REACCIONES COLORIMETRICAS PARA IDENTIFICACION DE
COCAINA

Todas las reacciones colorimétricas para la identificacion de cocaina son muy

utiles como pruebas presuntivas, pero siempre deben ir acompafadas de
pruebas confirmativas, como por ejemplo por cromatografia gases-masas.

19
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2.3.1 Reaccién de Bouchardat

Las solucnones de las sales de ‘cocaina con el reactivo de Bouchartdatdan un
preclpntado color pardo rojlzo de peryoduros.

CH2~CH ~ CH CO OCH:

=
N CH;\CH O CO-CgHs +KI + |3 —a Peryoduros + Producto dogradativo

CHa— CH CH;
Cocn!na A ' . Yoduro da potasio +Yodo

Materiéi y réac‘ti\;los ‘

1 vaso de precnpnados de 50 mL
1 pipeta de SmL

1 gotero : B .
1 mL de reachvo de Bouchardat
5 mL de agua desﬂlada :

Procedimiento'_

A una solucién acuosa del problema, agregar unas gotas del reactivo de
Bouchardat. En caso positivo aparecera un precipitado pardo rojizo (26).
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2.3.2 Reaccién de Tiocianato de cobalto (Mathers)

Las bases organicas suelen formar complejos con los metales de transicion
como el cobalto y el radical SCN. La cocaina con el cobalto Il tiocianato,
produce un éomplejo de color azul caracteristico que no desaparece al

adicionaf cloruro de estafio I1.
Material y reactivos

1 Placa de prueba

2 goteros

Reactivo de tiocianato de cobailto |
Cloruro de estafio It

Procedimiento

Colocar sobre una placa de pruebas 3 gotas del reactivo tiocianato de cobalto
1l y adicionar unos miligramos de muestra. ' Obéervar si aparece
inmediatamente una coloracién azul. Si al agregér la misma cantidad de gotas
de cloruro de estafio 1|, la coloracién azul permanece, el resultado puede ser
preiiminar positivo para cocaina.

El limite de deteccion es de S microgramos, sensibilidad 97% y especificidad
de 81.63% (27).

Material y reactivos

1 Placa de prueba

2 goteros

Reactivo de tiocianato de cobalto 11
Cloruro de estano Il
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2.3.3 Prueba de Scott (o de tiocianato de cobalto modificada)

) come droy

XS

Tdentificm

Al tratar la cocaina pulverizada con el reactivo de Scott en medio acido, se
observa la aparicion de una cloracion azul debido a la formacion de un complejo

cobailtoso.

Co Clz + 2NH4 (SCN) 2NHs!  +2HCI + Co (SCN);

Cloruro de cobalto Il sultocianuro de amono amonio  ac clorhidrico  sullacianura da cobalto 1l
CH;—TH— H—CO ~OCH, CH;—CH — CH- CO — OCH,
Co (SCN)2 s /I
—~CH; _C—-0CO- CgHg _CSotscMZ — —cny C-O — CO—CeHs
vy
H; - CH — CH» CH;—CH — CH;
Cocaina Complejo cobaltoso de cocaina

Material y Reactivos
TESIS CON

tubo de ensaye FA-LLA DE ORIGEN

pipeta de 5 mL
gotero .
mL de reactivo de Scott (tiocianato de cobalto 1l al 2% en agua)

mli de HCI concentrado
mL de cloroformo.

4 a4 a4 a oA

te
"
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Procedimiento

£n un tubo de ensaye que contenga muestra, agregar 7 gotas de la solucién
de Scott, se observard una coloracidn azul celeste en caso positivo, la cual
nos indica la presencia probable de cocaina. Posteriormente, se agregan 2
gotas de acido clorhidrico concentrado, en ese momento desaparece el color
azul y aparece un color rozado, esto nos reitera presencia probable de
cocaina. Posteriormente se agregan 1mL de cloroformo y se observan dos
capas: en la superior se observara una solucién transparente y en la inferior
que es cloroférmica se observara un color azul con un ligero precipitado del
mismo color, lo cual indica que hay presencia de cocaina. Este ensayo
detecta 10 miligramos de cocalna. En la primera etapa presentan el mismo
color que la cocaina, las sustancias tales como: butacalna, metapirileno,
fenciclidina, dibucaina. Sin embargo, se diferencian de la cocaina en la
tercera etapa, enla que Unicamente en presencia de cocalna aparece el color.
azul en la capa cloroférmica (26).

3]
.
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2.3.4 Diazorreacciéon de Guerbet

En presencia de HNOj3; fumante y en caliente, el nucleo bencénico de la
cocaina se nitra. Después de la reducéién‘ del grupo =NH: por el cloruro-
estanoso, después de la diaziacidn con NaNO; e‘n‘ presencia de HCI, la salde-
diazonio obtenida se copula, en méqiv‘;v amoniacal . c‘o'n'; el beta’ naftol,
obteniéndose un colorante azoico ro]od anafan ado so leg'éh H2$04 dando
una sal roja violaceo. : : L 5

CH3;— CH — GH — CO = OCH,

fT - CHy CH — OCOCaHs

b

CH2- CH—CHa

Cocaina
NaNO/HC 1 CH2-CH-GH—-CO-0CH3 ~ . ' OH
- " on | I\ s e e DQ D)
N-CH3 CH—0—c— : >N=N ==
R, AR TR A
CH2-CH="CcH2 770

.7 enlomnte aznico (Fojo violicen)
beta-Naftol amoniacal = B

Material y Reactivos

capsula de porcelana
pipeta de S mL
bafo maria

' . TESIS CON

mlL de HNO3 fumante'_

mL de H>SOsconcentrado FALLA DE ORIGEN

mL de cloruro estanoso 1/10
mb de nitrato de sodio 0.1%
mL de beta naftol a saturacién en amoniaco 1/10

A 48 4 a4 a A aoa
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Procedimiento

A una muestra de alcaloide contenida en una capsula de porcelana afiadir2 &
3 gotas de HNO; fumante, evaporar a sequedad en bafio maria de 2 a 3
minutos, enfriar (la diazoacion debe efectuarse en frlo), adicionar algunas
gotas de solucion de nitrato de sodio, transcurridos de 2 a 3 minutos agregar
3 & 4 gotas de una solucidn preparada en el acto, de beta naftol a salura,ty:l;én\ R
en amoniaco, se observara la aparicion de un precipitado rojo anaranjado.’

Si se adiciona 1 mL de H:SO4 concentrado se observara la disoluc‘l'énr del
precipitado {solucién rojo violaceo). Esta reaccién es muy sensible pero no ]
especifica de |la cocalna (26). STERY

2.3.5 Reaccién de Tanred

Esta reaccion implica la formaclén de un complejo I4Hg 2; La :reaccidn se
fundamenta en la mteraccuén entre el yodo y los grupcs N‘ de los alcaloides y
otras sustancias que contengan este grupo R

Material y reactivos .
1 tubo de ensaye

1 gotero .
Solucién reactivo de Tanred

s
i
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Procedimiento

En un tubo de ensayo suspender unos miligramos de la muestra en agua
destilada, ‘agregar unas gotas del reactive de Tanred, {a aparicién de un
precipitado amarillo lechoso denota la presencia de alcaloides.

2.3.6 Prueba de Dragendorff (Para determinar alcaloides, morfina,
heroina, etc.).
Material y reactivos
1 tubo de ensaye
1 gotero
Solucion reactivo de Dragendorff
Procedimiento
Colocar unos mlllgramos de mues(ra en un tubo. de ensayo con- agua

destilada, agregar unas gotas de reactlvo de Dragendorff un precnpltado color
naranja |nd|ca fa presenc:a de alcaloldes (cocalna rnorﬂna herolna etc.)

Nota: La técnica colonmétrlca més utlllzada es Ia Boucharda dado que esla
mas econdémica y posee un alto grado de conﬁablhdad, L s

26
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2.4 Cromatografia en capa fina

Preparacion de la muestra:

Disolver 1 mg de muestra en 1 mL de metanol grado analitico y fiitrar,
Parametros de Calidad : Limite de deteccion: 1 microgramo. Sensibilidad:
cercano al 100%. Especificidad 47%.

2.4.1 Sistema Cromatografico No. 1

Fase moavil: Metanol, hidréxido de amonio (99:1.5).
Fase estacionaria: Sllica gel HF 254

Referencia Std : Cocalna.

Revelador: Dragendoff Spray.

2.4.2 Sistema Cromatografico No. 2

Fase mévil: Metanol, butanol, acido clorhidrico, éter etllico (60:40:-1.5:10).
Fase estacionaria: Silica gel HF 254

Referencia Std: Cocaina.

Revelador: Dragendoff Spray.

2.4.3 Sistema Cromatografico No. 3

Fase movil: Cloroformo, acetona, hidroxido de amonio (80:50: .1.5:10).
Fase estacionaria: Silica gel HF 254 '

Referencia Std: Cocaina.

Revelador: Dragendoff Spray.
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2.4.4 Sistema Cromatografico No. 4

Fase midvil: Cloroformo, metanol (80 : 10)
Fase estacionaria: Silica gel HF 254
Referencia Std: Cocaina

Revelador: Dragendoff Spray

Nota: Las manchas pueden visualizarse a la luz ultravicleta, antes del
revelado (27).

2.5 Espectrofotometria infrarroja

La principal utilidad de la espectrofotometria en el infrarrojo,  es la
identificacion de grupos. funcionales en compuestos organicos, ya que los
espectros correspondientes suelen tener numerosas bandas de absorcidén que
sirven para realizar comparaciones e interpretaciones. Con excepcion de los
isdbmeros opticos, no existen tedricamente dos compuestos que absorban
exactamente igual y como consecuencia presenten el mismo espectro (15).

Preparacion de la muestra

Método de disco de Haluro;

El material se pulveriza finamente, se toman 2 mg, se mezcian con el haluro
alcalino, generalmente bromuro de potasio (200 mg), Vse'lritura‘finarmente en
mortero, y por compresion se obtiene una pastilla delgéda éasi traﬁsbarente.

La técnica se suele denominar "método del disco de bromuro de potasio™. El

cloruro de potasio también se puede usar y se considera superior al bromuro de

potasio, porque es menos higroscépico. El haluro usado debe ser grado reactivo
28



ldentificiciom de cocninn como drogn Jde abuso tanto en mucstras decomisadas oomo en fliidos
riologicon

para indice de refraccién (IR), secado a 105” (o] mlnimo durante una hora, y
almacenando en desecador. ' : . ’

Si se procede con cuidado la pastilla puede guardarse mdeflmdamente y la
sustancia puede recuperarse de la; tableta para futuros ensayos. Por. eso,
cuando se recibe una pequefia cantidad de’ Ia sustancta y.se hace el’ anéllss
infrarrojo, se recomienda guardar la pasmla debldamente marcada (27).
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Valores de referencia del espectro infrarrojo
Los valores de referencia de longitudes de onda en nm de los principales picos
de la cocaina son: 1712, 1740, 1276, 1112, 716, 1036. (Fig. 2y Tabla 1)

1 Grupo funcional

Ester saturado ciclico_

Enlacec carbono ‘nitrbgeno _

Tabla 1. Representa los grupos funcionales que coinciden con la aparicion
de picos en el espectro infrarrojo.

PO e kN petes

ae

sone

Mgt

3
[
z

wine

[ILH R

Fig.2 Se observan las diferentes longitudes de onda a las cuales absorben
los grupos Funcionales correspondientes a cocaina.

TRSIS CON
FTALLADE ORIGEN
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2.6 Espectrofotometria Ultravioleta

Procedimiento

Disolver, en un tubo de ensayo, una pequefa cantidad de muestra en acido
sulfurico y/o etanol, filtrar y correr el espectro en un rango de 200 a 320 nm
(Fig.3).

- En acido sulfurico 0.1 N: Maximos a 233 y 275 nanémetros

- En etanol: Maximos a 230, 274 nm

Condiciones del equipo

Rango 200 — 300 nm TES‘S CON

intervalo 1

No. De ciclos ) 1 '7 7 FA_LLA DE ORXGENJ
Velocidad de scan - 480
Smooth : R

Valor minimo - [+]
Valor maximo - =k

=

o N
220 ra0 60 280 300 320

Fig. 3 Espectro de absorcion ultravioteta de cocaina con un maximo de
233 nm,

31
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Analisis Cuantitativo

Reactivos
Acido silfurico 0.1N
Cocaina clorhidrato (sustancia de referencia).

Procedimiento para realizar 1a curva de calibracién

A partir de una solucién madre de cocaina de 40 ppm (base o clorhidrato) en
acido sulfarico 0.1 N, preparar soluclones de cinco niveles de concentracnsn
de 1,510, 16 y 20 ppm de la stguuente manera:

1) D:solver 10 mg de cocalna base en 250 mL de acndo sulfunco 01N para'

obtener una solu de 40 ppm (solucu’)n madre).

2) De la’solucion ‘anterior tomar 5 mL llevar a 10 rnL con écudo sulfunco 0 1 N

para obtener’ una* olucuén de 20 ppm Leer la absorbanc X-] 233 nm:

6) Graficar absorbancia contra concentracion (de todos los niveles).
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Procedimiento para determinar la concentracion de cocaina en lia
muestra

A. ) Si se tiene curva de calibracion:

- Identificar si la sustancia es cocaina base o clorhidrato.

- Preparar una solucioén de 20 ppm de la muestra problema en acido
sulfirico 0.1N.
Leer la absorbancia a 233 nm e interpolar en la curva de calibracién.

Parametros de calidad del método

Sensibilidad: 97.5 %

Especificidad 97.5 %

Limite de deteccion tedrico: 0.040 mg

Limite de deteccién experimental: 0.0396 mg
Limite de cuantificacion tedtico: 0.07267 mg
Limite de cuantificacion experimental: 0.07102 mg

B) Si no se tiene curva de calibracién

Preparar una solucion de 20 ppm tanto de la muestra problema como del
estandar en acido sulfurico 0.1 N. Usar como blanco acido sulfarico 0.1 N.
Leer |a absorbancia a 233nm. . )

L
P



Tdentificncion de cocninn come droga de abiiso tnto en mucstras decomivadne como on fuidos
biolagicon

Absorbancia problema /7 Absorbancia estandar X 100 = % de cocalna en la

muestra.

Valores de referencia

Para una solucion de 10 pprﬁ de cocalna en acido sulfdrico 0.1 N, 1a literatura
reporta un valor de absorbancia de 0.43 a 233 nm, Ay = 43)
Precision: El coeficiente de vanacuén o desviaclén estandar relativa (% RSD)

menor del 5%.

Repetitividad: D.E = 0.01170 g
Coeficiente de Variavilidad (C.V) = 2.65%: - ‘7 B
Linealidad / Rango: De 1ppm a 20 ppm
Robustez/Solidez: C.V = 2.5% . R

2.7 Cromatografia de Gases -

Después de las pruebas presuntlvas la cromatogra"a de gases en drogas de
abuso, debe ser una técnlca rull al i ya que e cons era una técnlca de

identificacion especmca. -

La separacion del anahto se Heva cabo por un proceso de parﬂcnén en(re la’

fase movily la fase S
cual dependeré de la Po

Determinar el tiempo de retencién de |la cocaina en el sistema cromatografico’
PE - 8420
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Muestras

- Sdlidas: Basta una pequena cantidad (aproxlmadamente 100 mg) para el
analisis.

- Liquidas: Soluciones ho acuosas, por ejemplo. un disolvente organico
(cloroformo) que contengan cocalna en solucién.. )

Equipo de laboratorio

. Cromatografo de gases con inyeccion de divisién. de flujo y columna
capilar de 12 metros, 0.25 mm de d|ame(ro lnterno con fase es!acionarla
100% metilsilicona.

- Microjeringa de 1 a S microlitros en caso de que el cromatégrafo no
cuente con autoinyector.

- Sistema de manejo de datos cromatogrér'co

- Generador de hidrégeno. ;

- Base de datos: Estacidtn de cromatografla de gases ‘con lnlegrador Yy
procesamiento automatico.

Preparacion de solidos

Solucion de Cocaina Clorhidrato como muestra de relerenc:a
Pesar 10 mg de Cocaina clorhidrato y llevar a. 10 mL ‘en matraz aforado, con
metanol grado reactivo analitico.

Muestra Problema

Pesar 10 mg de Cocaina clorhidrato y llevara 10 mL, en matraz aforado, con
metanol grado reactivo analitico.

‘w
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Procedimiento

Condiciones Cromatograficas:

- Temperatura del inyector: 220° C

. Temperatura de la columna: 200°C durante 5 minutos. rampa de 30°C por
minuto hasta 280°C durante 13 minutos.

. Temperatura del detector: 320°C

- Tiempo de corrida: 25 minutos

- Presion del gas de arrastre (He): 10 psi

. Presion de aire: 22 psi

- Presion de hidrogeno: 15 psi

- Presion del gas auxiliar (make-up).-10 psi

. Modo de inyeccidn con divisién de flujo 10:1

Inyectar 1 microlitro de metanol. como . corrida de limpieza. Después de
finalizar la corrida anterior y verificar la limpieza de |a jeringa y estabilidad de
la columna, inyectar 1 mL de solucion estandar de cocaina al 0.1% m/v,
Verificar el tiempo de retencidon para cocaina y el area correspondiente. *

- Tiempo de retencion promedio x = 8,298 minutos
- Desviacion estandar s =0,021

- Desviacién estandar relativa RSD = 0,247

. Area de pico promedio a=8108

- Desviacion estandar Sa = 36C

- Desviacion estandar relativa- - sDa = 4,5%

. Altura de pico promedio h=1238

- Desviacién estandar Sh =55

- Desviacidn estandar relativa RSDh =4,4%
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Nota: Por comodidad se toman los resultados con dos cifras significativas

solamente.

Los tiempos de retencion pueden varlar si cambian - algunas de las
condiciones det mélodo. En la ackualldad se trabaja con una presion del gas

de arrastre de 9 psi on lo que se tlene un tiempo de retencion para ta

cocalna de 9.6 mlnuto s
Como se puede observar en el cromatograrna de la Flgura q,

[N

[

Fig. 4 Cromatograma donde s¢ observa
(] tun ticmpo de retencion de ').595

TESIS Con
fALLA DE ORIGEN
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CAPITULO 3
DETERMINACION DE COCAINA EN FLUIDOS BIOLOGICOS

Los dos metabolitos principales de cocalna que se encuentran en fluidos
biolégicos son: benzoylecgonina (BE) y ecgonina metil éster (EME). La
mejor determinacién para BE es con el inmunoensayo comercial
screening designado para deteccién de BE. La EME se determina mejor
en screening de croma!ograﬂa de gases (9)

3.1. MUESTRAS PARA EJ_.; ANA :

continuacién se descnben algunas consvderaciones que hay que tener en
cuenta para cada una de ellas. :

Rt
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Tipos de
fluidos
Orina ™

Sangre

La Bilis

;Humor Vitreo

Ventajas

‘La concentracion deitdxico
puede llegar a ser 100 veces
mayor que en sangre.
‘Generalmente contiene
concentraciones detectables de
toxicos.

“Exenta de proteinas.

*Se obtiene facilimente y en
cantidades suficientes.
*Muy util para analisis” ~
cuantitativos.

*Se utiliza para el screening de
toxicos acidos y neutros, cuyas
concentraciones en caso de
intoxicaciones son elevadas.
“Para el estudio de gases y
sustancias volatiles.

“La mayor parte de los téxicos
van disueltos en el plasma o
unidos a proteinas.

Desventajas

uchos téxicos se eliminan por
esta via.

*Si la muerte se produce
rapidamente p.ej. inyeccién de un
analgésico narcético o por
inhalacién de acido cianhidrico, la
deteccién del tdéxico o su metabolito
serd imposible,

“Util para sustancias que
eliminan por via biliar

*Muy util en las muertes por
sobredosis de opiaceos, por su
alto contenido de glucordnidos
del opio.

“Facil accesibiiidad.” ™~

“'Cuando el cuerpo esta en
avanzado estado de
descomposicién es dificil
determinar la concentracion del
toxico.
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*Se obtienen 2 mL de cada ojo.
*No contiene demasiadas
proteinas

*Contiene pocas enzimas.

*Es mas resistente a fa
contaminacién microbiana.
*Muy atil para el analisis de
alcohol y otras drogas.

Tabla 2. Algunas Ventajas y Desventajas de Muestras Bioldgicas.

3.2 Extraccion de Toxicos organicos

A estas sustancias las podemos clasificar en dos grandes grupos:
1. Acidos débiles (barbitaricos) o fuertes ( salicilatos), unos y otros
extraldos con disolventes organicos en medio acido.
2. Basicos: extraldos con disolventes organicos en medio basico
(alcaloides, antidepresivos triciclicos, etc.).

Cada wuna de las fracciones obtenidas ya pueden. someterse 'al-. .

correspondiente analisis. En caso de muestras complejaév (visceras), este
proceso iria precedido de la consiguiente precipitacién de prptelnas. Por otra
parte, dado que muchos téxicos se encuentran en los_medios‘biolégicos
conjugados con acido glucordnido u otros componerntes, pbéde ser necesario
someter [as muestras a una hidrolisis previa a’la ;e'xtrVac'cbn, con objeto de
facilitar 1a deteccion de dichos téxicos. La hidrélisis puede ser quimica
(tratamiento con acido clorhidrico en caliente) Vo enzimatica (beta
glucuronidasa), aumentando asl la recuperacidon de los téxicos como la
morfina, cannabis, fenotiacinas, etc., aunque puede ser perjudicial para
algunos toxicos labiles, como la atropina y cocaina (15).
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3.3 METODOS DE INMUNOENSAYO

FUNDAMENTO QUIMICO GENERAL
Se basa en reacciones de competencia entre antigeno y anticuerpo.
3.3.1 PRUEBA DE CAMPO DRUG CHECK 6 ™

Es un inmunoanalisis cualitativo a través de tiras reactivas, en el cual la droga
y sus metabolitos en una muestra de orina, compiten con la conjugaciéon - :
inmovilizada de la droga por sus sitios limitados de anticuerpos, marcados en
1a tira reactiva. Utilizando anticuerpos que son especificos a difefenteé tibos‘
de drogas, las pruebas permiten un analisis independlente y simultaneo de
cinco drogas con una sola muestra. El tiempo aproximado. de reaccnén es de 5
minutos. =

En el procedimiento de analisis,’la orina se mezcia con la comugaclén de
tinta-anticuerpo -y migra a“lo largo-de una membrana porosa Cuando la
concentracidn de una droga dada esta por debajo del llmlte de detecc:én de
la prueba, la conjugacion de tlnta-antlcuerpo libre se enlaza a la conjugaciéon
de antigenos inmovilizada en la membrana, produciendo una linea de color
rosa en zona de prueba apropiada para esa droga. A la inversa, cuando el
nivet de la droga esta en limite de deteccion sobre éste, la droga libre compite
con la conjugacién de antigeno inmovilizada en la membrana enlazandose a
1a conjugacién de tinta-anticuerpo, formando un complejo de anticuerpos y
antigenos, que impide el desarrolio de una lfnea de color rosa.

Sin importar los niveles de droga en la muestra, una linea de color rosa es
producida en cada zona de control por una reaccién inmunoquimica paralela,

4
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Estas ilineas sirven como medidas incorporadas de control de calidad,
demostrando el reconocimiento de anticuerpos, verificando que los reactivos

estén qulmiéamente activos (25).
3.3.2 RADIOINMUNOENSAYO

Radiocinmunoensayo (RIA) tiene la propiedad de detectar drogas en fluidos
biologicos usando anticuerpos especlificos de la droga y/o sus metabolitos.
Varias marcas radiactivas son usadas como sefial en presencia de drogas.
La vida comun aproximada del kits RIA es de aproximadamente 2 meses,
significativamente corta en comparacién con otrus kits de inmunoensayo..La
sefal radiactiva tiene un rango amplio que hace de este ensayo uno de los
métodos mas sensibles para deteccidn de drbgas' Existen restricciones y
disposiciones legales para la adquisicion o compra de estos kits, ya que son
materiales peligrosos por ser radloacllvos Hlstbncamente el RIA es una de
las primeras técnicas de inmunoensayo usadas para la deteccién de drogas
de abuso y comercialmente disponible en kits (Abuscreen, Roche laboratories,
Nutiey, NJ; CON-DoA, Diagnostic Produb(s, Los: Angeles, CA; Direct RIA,
Amersham, Artintong Heights. IL) (1) (2) {3).

3.3.3 FLUOROINMUNOENSAYO

La técnica de (FPIA) Fluorescencia de Polarizacién de Inmunoensayos
desarroliada por Colbert y colaboradores emplean anticuerpos para la
identificacién de barbitaricos, anfetaminas y cocaina mediante un ingenioso
método homogéneo en el que se usa solo un reactivo.

Este método es preciso y confiable para determinar desde el ensayo los
diferentes valores de corte en comparacién con otros métodos.
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Comercialmente Ia apllcamén de FPIA (TDx, Abbott Diagnostic, North
Chicago, IL) se usa para la deteccién de drogas de abuso, es relativamente
nueva y sencilla. Este ensayo, tiene buena aplicacion solamente en un tipo de
instrumento automatizado ‘que generalmente es prestado por la casa
comercial que vende el producto.

3.3.4 ENZ‘IMA:iNMUNOENSAYO

Enzlrna mmunoensayo (ElAs), esté considerada entre las més sencillas
pruebas inmunoldgicas para detectar los me(abomos de Ias drogas de abuso
en fluidos bioldgicos. La técnica de enzima lnmunoensayo {Emit,  Syva
Company, Palo Alto, C.A), se usa como prueba tmclal es altamente sensible y
especifica para diferentes clases de drogas,q pa’ra‘un ensayo ©° muestra en
particular. Enzima inmunoensayo son comerclalrhenté I;# mas utilizadas en
pruebas para la deteccion de drogas de abuso en ml;leétras de orina, se usa
una pequefa cantidad de muestra. Las muestras de orlna son analizadas
mediante el reactive EMIT R std- cocalna. Puede emplearse otro reactivo
lamado EMIT ® ETS. Estas pruebas de (E!As) han sido evaluadas en
numerosos estudios en la ultima década (5).

Se basa en que cuando se adicionan los reactivos a la muestra, el anticuerpo
unido a la droga es reconocido por una enzima especifica y esta enzima unida
a |a droga se combina con el anticuerpo remanente en los sitios de unién,
bajando asl la actividad de la enzima. La cantidad de la enzima que queda sin
unir permanece activa en la mezcla de reaccioén, 1a actividad de esta enzima
residual, ests directamente relacionada con la concentracién de ladroga en la
muestra. La actividad de la enzima transforma a la Nicotinamida-Adenin-
Dinucleétido (NAD) a Nicotinamida-Adenin-Dinucledtido en forma reducida

(NADH), provocando esto un cambio de absorbancia
43
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Comparmndo este cambio de absorbitnein con el de una muestra conocida que contenga

el metabolito de la droga, se puede determinar In presencia de la misma en la mucstra.

3.4. PRUEBAS CONFIRMATIVAS POR EXCELENCIA

La prueba confirmativa por excelencia es la cromatografia de Gases
/Acoplada a masas

3.4.1 Propuesta 1. Determinacién de cocalina por CG-MS

Después de una hidrdlisis acida para la liberacidn de cocalna usando como
disoivente de extraccion una mezcla de éter dietilico-isopropanol (90:10 V/v) a
pH neutro (. La deteccidbn se efectia mediante CG/MS con extractos
derivados de Metil Silil Trifluoro Acetamida (MSTFA) y N-metil bis (trifluoro
acetamida) (MBTFA). Bajo las siguientes condiciones Crom’atogréfbica's:;'

44
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CG (HP 6890) acoplado a espectro de masas (HP 5973).
Columna: HP1de 25 mx 0.2 mm DI x 0-11 ym EP,

Flujo en columna: 0.4 mL/minuto.

Presion 10.8 (presidn constante)

Temperatura del inyector: 280°C (modo split)

Modo de inyeccidn Split (1:10)

Modo SIM (con los iones indicados en la tabla 3)
Solvente delay: 2.6 minutos

Temperatura auxiliar. 290°C

Temperatura del horno: 160°C (0.90 mm) ~7°C/min — 250°C (1.3 min) - 20°C
/min — 300°C (9.99 min)

Tiempo de corrida de 27.50 min.

Se deben observar picos correspéndientes a los tiempos de retencién
indicados en la Tabla 3 de los compuestos de interés.

—.Tempo deretencion ]
Cocaina 9.79
" 'Ecgoninameétilester_ 3.45
| _Benzoilecgonit 10.82

Tabla 3. Tiempos de retencién de cocalina y sus metabolitos

En el anadlisis espectral se observan los iones caracteristicos de cocainay sus
metabolitos (Tabla 4).
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“"Compuestode "] “ion molecuiar lon ‘base lon secundario

interés

Cocalna
Benzonlecgon

Ecgonina metil |
éster

Tabla 4. lones caracteristicos.

Nota: Para observar los picos cromatogréficos a los tiempos de retencién
indicados de los compuestos buscados, es necesario cumplir las condiciones
cromatogréficas de espectrometria de masas indicadas anteriormente.

3.4.2 Propuesta 2: Analisis Rapido de Cocaina por MS*.

El analisis rapido por Espectroscopla de Masas (Rapido-MS) es una nueva
técnica que trabaja muy bien con la trampa ionica del sistema Saturno del
Cromatégrafo de Gases-Espectroscopla de Masas (CG/MS). La separacion
puede efectuarse diez veces mas rapido de lo que se hace normalmente. El
concepto de Rapido-MS permite la separacién bajo presién reducida,
permitiendo el uso de columnas cortas bajo una velocidad 6ptima de 90-100
cm/s El resultado es un andalisis en corto tiempo y un incremento en la
sensibilidad, debida a la rapida elusién de los componentes. Las columnasdel
analisis de Rapido-MS pueden usarse en todas las técnicas de inyeccidn y no
necesitan diferentes habilidades del analista, como en las columnas capilares

en el sistema Saturno (Tabla 5).

Tl
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Cotumna "~ "l cP.Sil'8 €B de bajo sangrado/MS de
WCOT
_____ ]300 m X 0.53 mm_df 0.25 um
Temperatur 9} —
Gas acarreador
Inyector: .
Detector:
Volumen de myeccnén 1.0 X
Rango’ de} 1 ug/mt

concentracion: o o
Solvente de la stra:. | Hexano’

Cortesia de: B. Baars, Laboratorio de aplucacnones de Varian
_{ Middelburg, Holanda.

Tabla 5. Condiciones para la técnica GC-Rapida -MS

- Patente Pendiente:

Bajo estas condiciones se identifican picos mostrados en el cromatograma
Fig. 5.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Identificacion de Picos:

1

2.

3.
4.
5

Cocalna
Benzoilecgonina-TMS
Codeina-TMS
Desconocido
Herolna-TMS

— ANJ\._M\ _ A

e

Cr ﬁﬁn ] ic s¢ ran los picos obtenidos de 1. Cocaina, 2.
. C

3. Codeina, 4. Desconocido y 5. Heroina,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Evaluacién de los dos métodos prop para confirmacién

Las técnicas confirmativas por CG-MS propuestas, difieren en el
procesamiento de la muestra ya que una nos presenta la extraccién liquido-
{iquido, donde se requieren habilidades minuciosas del analista y ademas
gasto de disolventes y reactivos.

En el caso de la segunda propuesta, se trata de una técnica de extraccioén de
fase solida donde la elusidn de los componentes es rapida por la velocidad
usada de 90-100 cm/s, por lo que, no se requiere que el analista tenga
experiencia en el manejo de columnas capilares.

Se dejan abiertas las propuestas metodblégicas, para que se ajusten a las
necesidades de quien las conshltet;i
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Conclusion General

Se logré recopilar la informacién metodolégica y analltica para la identificacion
de cocalna en muestras sélidas o en fluidos biolégicos; que tiene como
objeto, servir de apoyo para quien en élgan momento esté interesado en
realizar practicamente los procedimientos, para detectar cocalna, ya sea
como droga de abuso (en mueétras decomlsadas) o la deteccién de los
metabolitos de la cocaina en fluidos biolégicos, asi como para validar, verificar
y optimizar las técnicas aqul descritas.
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