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DISERO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS.

I. INTRODUCCION.

En Quimica Forense se requiere realizar métodos tanto preliminares como especificos,
para descartar la presencia de algunos toxicos en muestras solidas, tejidos y fluidos
biolégicos y de acuerdo a los resultados obtenidos en los métodos preliminares, se escoge
el método analitico especifico para la determinacion cuantitativa de los toxicos que se
sospecha estan presentes en las muestras. La necesidad de un resultado cuantitativamente
riguroso y exacto es lo que caracteriza los analisis en toxicologia forense.

La orina es una muestra idénea para realizar gran variedad de ensayos preliminares
(screening) de toxicos, ya que la concentracién de un toxico en este fluido puede llegar a
ser 100 veces mayor que en la sangre, y ademas la orina esta exenta de proteinas, por lo que
las interferencias son minimas. Por esta razén sigue siendo la muestra de eleccion para la
deteccion de farmacos de abuso. Sin embargo, una de las muestras mas utiles para la
identificacion de téxicos y especialmente para el andlisis cuantitativo es la de sangre, ya
que se encuentra presente el toxico de origen y su nivel estd relacionado con el dafio,
aunque la interferencia por sustancias endogenas es mayor que en la orina.

El presente trabajo tiene como finalidad, por medio de una revision bibliografica, la
propuesta de un método de identificacién y determinacién cuantitativa de cocaina en
muestras bioldgicas, asi como su principal metabolito benzoilecgonina, utilizando el
método cromatografico, de HPLC acoplado a Espectrometria de Masas, ya que muchos de
los ensayos generales, a pesar de que son sensibles, no son especificos; por esta razon se
necesitan de métodos cuantitativos fiables para confirmar la presencia tanto de cocaina
como de benzoilecgonina en la muestra y descartar posibles interferencias que pudieran
alterar los resultados en los métodos de screening.

UNAM FES-Z
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE

II. OBJETIVOS.

5  Realizar una revision bibliografica y hemerografica de métodos analiticos que
permitan la identificacion y cuantificacion de cocaina y sus metabolitos en matrices
bioldgicas.

b g Aplicar los conocimientos adquiridos en el Diplomado de Quimica Legal para
elaborar una propuesta de un método confiable para identificar y cuantificar cocaina en
muestras de sangre por HPLC/MS, aplicable a laboratorios forenses.

e Mencionar los pasos a seguir para la validacion de este método, tomando en
cuenta que se trata de una matriz bioldgica.

UNAM FES-2
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANCRE
POR HPLC/MS.

III. ANTECEDENTES TEORICOS DE LA COCAINA.

A. HISTORIA.

La cocaina es un alcaloide encontrado en la planta de Erythroxylon coca que crece
principalmente en los Andes de América del Sur, y, en menor grado, en la India y Africa.
La planta puede alcanzar 9 pies de altura, su crecimiento es favorecido a grandes alturas
(6000 pies), porque a mas bajas (1500 pies), el volumen de alcaloide se ve disminuido
5'.igniﬁ(:au'\.ramt:nu:.":M

La cocaina abunda en las hojas de la coca (Erythroxylon coca). Durante siglos los nativos
de los Andes habian mascado un extracto alcalino de estas hojas, en primer lugar en sus
rituales religiosos y en segundo lugar con fines précticos, con lo cual jamds sentian frio,
hambre, ni sed y podian transportar cargas pesadas a través de las altas regiones andinas sin
cansarse; ademas por sus acciones estimulantes y euforicas. Este es un habito que permitia
a los campesinos sobrellevar la pobreza y el trabajo duro.'**

El tratamiento que se le da al arbusto de coca es el siguiente: primero se deja que crezca
aproximadamente 2 afios después del tiempo de plantar; entonces, dependiendo de la altitud
las hojas pueden segarse tres veces por afio. Una vez que las hojas estin secas, se
convierten en una pasta que se usa para producir el clorhidrato de cocaina. El rendimiento
de 100 lig de hojas de coca es aproximadamente 1 kg de pasta, u 800 g de clorhidrato de
cocaina.

La figura 1 muestra las hojas del arbusto de Erythroxylon coca, polvo de cocaina y “crack”,

FIGURA 1. A: Arbusto de Erythroxylon coca; B: Hojas secas de cocaina y
polvo extraido de estas y C: Cocaina en forma de “crack”.

UNAM FES-Z
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS.

La cocaina es un farmaco estimulante extremadamente adictivo, que afecta directamente al
Sistema Nervioso Central (SNC), que se ha usado durante 2000 afios."

Los Incas de Peri masticaban las hojas de la planta de coca en sus ceremonias religiosas.
Después, durante la conquista espaiiola, los espafioles encontraron que los indios peruanos
no podian realizar su labor pesada en las minas cuando les prohibieron el uso de la planta.
Una leyenda peruana antigua dice “Manko Kapa, quien era el hijo del Sol, descendio de los
precipicios del Lago Titicaca y les trajo la planta maravillosa a los habitantes.” Se pusieron
a mcnudo las plantas de la coca en las tumbas peruanas, incluso anteriormente al tiempo del
Incas."?

En el siglo XIX, Carl Wahler, el quimico que sintetizo la urea, tenia las hojas de la coca
que importaron a Alemania y las presenté a su estudiante graduado, Alberto Niemann, para
analizarlas. Niemann fue el primero en aislar la cocaina con éxito de la planta de la coca.
En la figura 3 se representa el procedimiento de extraccion de la cocaina. Alrededor de
1860, la cocaina aparecia en varios elixires y tonicos, los cuales decian tener “propiedades
magicas”. Algunas de las preparaciones mas famosas incluyeron la de Vin Mariani, una
mezcla de vino y cocaina (ver figura 2); y la Coca-Cola original, que en ese momento era
un jarabe de coca complementado con cafeina, asi como también la comercializacion de
una tonica y remedio para el dolor de cabeza. La Coca-Cola que anunciaba la frase “has
una pausa para refrescarte” se ha atribuido a menudo al contenido cola-cocaina. Hasta el
momento, otros derivados de la planta de coca permanecen como “secreto” en los
mgredwnt.w de la bebida, sin embargo hasta 1904 se prohibi6 el uso de coca en la Coca-
Cola.'

I‘DE“\] N
TOOTHACHE DROPS
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FIGURA 2. Preparaciones que en su formulacién incluian cocaina.

UNAM FES-Z
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DISENO DE UIN METODO PARA IDENTIFICAR ¥ CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
__POR HPLC/MS.

El médico italiano Mantegazza fue el primero en interesarse en el estudio de la cocaina
medicinalmente. Varios documentos habian sido escritos alrededor de 1870 sobre el uso
potencial de cocaina; pero no fue hasta que Sigmund Freud popularizara la droga creando
curiosidad en los circulos médicos europeos, también hizo que se conociera bien en la
comunidad cientifica. En 1884, Carl Koller fue el primer médico que usé la cocaina como
un anestésico 10pico en la cirugia oftalmologica. Freud, un delensor del uso de la cocaina,
dio la droga a muchos de sus pacientes y amigos. Después de la muerte de un amigo al que
le habia sido proporcionado el farmaco para tratar la dependencia de morfina, Freud
admiti6 los riesgos del consumo de cocaina.'

UNAM FES-Z
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DISINO DL UN METODO PARA IDENTITICAR Y CUANTITICAR COCAINA [N SANGRI
POR HPLC/MS.

Erythrqu’gn EXTRACCION EXTRACTO
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FIGURA 3. Procedimiento de extraccion de cocaina.
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANCGRIL
POR HPLC/MS.

A pesar de los numerosos informes tempranos de toxicidad de la cocaina, incluyendo
arritmias cardiacas y fatalidades, en productos que contenian cocaina, estos fueron mas
populares. En 1914, cuando el abuso de la cocaina empezé a ser visto como un problema,
la droga se etiqueté como un narcético (aunque incorrectamente). La cocaina se ha fijado
como un farmaco con algin valor médico, pero con un potencial alto para el abuso.
Continua teniendo algin uso médico pero casi se limita exclusivamente a la administracion
topica como un anestésico local en la oreja, nariz, y cirugia de la garganta (como el
clorhidrato del 10-20% en soluciones) y en los procedimientos de oftalmologia (de 1-4% en
solucién). Sin embargo, esta funcion como anestésico ha sido reemplazada por otros
medicamentos como lidocaina por ser menos susceptibles a generar dependencia.'*

Hoy la cocaina es una de las drogas de abuso ilicitas mas comunes. Ha adquirido
numerosos nombres en la calle como son: “perico, crack, el polvo, polvo feliz, el dulce de
la nariz, la piedra, la nieve, el speedball o bola rapida (cuando hay mezcla con la heroina),
toque, y blaq&o”. La cocaina se vende en la calle en dos formas: el clorhidrato de cocaina
y el “crack”.

La forma de sal varia considerablemente en pureza, pero hoy es normalmente por lo menos
del 30% puro. La forma de sal se diluye tipicamente, a lo que llaman “el corte” con agentes
como el manitol, lactosa, y sacarosa para agregar volumen. Ademas, estimulantes del
sistema nerviosos central prontamente disponibles como la cafeina, fenilpropanolamina, y
efedrina, y otros anestésicos locales como la lidocaina, normalmente se usan procaina, y
benzocaina como diluentes para estimular la droga real. Comuinmente se usa un espejo y
una hoja de navaja de afeitar para hacer el corte, entonces la cocaina se coloca en lineas
delgadas aproximadamente 30-60 mm largo y 2 mm ancho (produciendo una media dosis
de 25 mg) y aspirarla por la nariz a través de un popote o papel enrollado; es a través de las
fosas nasales que se administra, ya que las membranas mucosas de la nariz la absorben (ver
figura 4)."*

FIGURA 4. Modo de preparacién de cocaina para insuflarla.

___UNAM FES-Z
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Alternativamente, la cocaina puede consumirse en forma de “crack™. EI “crack™ es una
forma libre de la base de cocaina que produce un sonido crujiente caracteristico cuando se
fuma esta mezcla; el “crack™ se procesa con amonio o bicarbonato de sodio y agua, y se
calienta para eliminar el clorhidrato, ya que este se fuma, el usuario siente euforia en menos
de 10 segundos, debido al efecto tan répido, casi inmediato que produce esta droga.'”*

a. Dependencia Fisica.

Para que una droga se considere adictiva, la persona debe desarrollar tolerancia hacia ella,
asi, dosis repetidas de la misma cantidad disminuyen la respuesta, por lo cual se tienen que
aumentar las dosis o cantidad para conseguir efectos similares; y en segundo lugar, la droga
debe de conducir a dependencia fisica, lo cual significa que si deja de consumir la droga, se
desarrollaré el sindrome de abstencién.>**

De acuerdo con esta definicion, la cocaina no es adictiva, de modo que los cocainémanos
pueden consumir la misma dosis todos los dias y conseguir el mismo efecto; sin embargo,
hay signos de el sindrome de abstencion detectados con el encefalograma en los patrones
del suefio.**

A pesar de lo anterior, el consumo de cocaina produce una dependencia psiquica similar a
la de la marihuana y forma habito rapidamente. Quienes mastican hoja de coca presentan
niveles sanguineos de cocaina similares a quienes la aspiran por la nariz, aunque con poca
evidencia de dafio fisico.?

Este alcaloide produce un incremento dependiente de la dosis en la frecuencia cardiaca y la
presioén arterial, asociado a un aumento de la excitacion, rendimiento mejorado en las tareas
de vigilancia y alerta, y sensacién de confianza en si mismo y de bienestar.'**

Unos cuantos centésimos de gramo de clorhidrato de cocaina extendidos finamente sobre
una superficie lisa y dispuesta en varias lineas pueden ser aspirados por la nariz, mediante
un papel enrollado para formar un tubo delgado; casi inmediatamente se experimenta
excitacion emotiva con mayor y mejor actividad mental y corporal, mientras que el
pensamiemg se torna mas claro y poderoso. Estas sensaciones pasan en aproximadamente
media hora.™

La “adiccion™ o consumo de cocaina se desarrolla mas rapidamente que en el caso de la
morfina. El consumidor encuentra pronto la dosis que le satisface y permanece en ella, sin
tener que aumentarla como con morfina. Durante la alteracién producida por la ingestion,
la persona se anima, grita, rie y manotea.”

Los consumidores del mundo occidental la emplean como excitante a fin de mejorar su
auto imagen, o aumentar su actividad o productividad. El uso prolongado de cocaina puede
llevar a un comportamiento compulsivo orientado por las drogas, que causan deterioro
fisico, econémico y social.*

UNAM FES-Z
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS.

En 1979, en EUA, un informe del consejo estratégico en abuso de drogas, asentaba que
aproximadamente 10 millones de estadounidenses habian consumido cocaina en los 12
meses anteriores, comparados con 10 000 en los 20 afios previms.1

Se estima que han consumido cocaina en algin momento de su vida mas de 23 millones de
estadounidenses, pero ¢l nimero de consumidores actual ha disminuido desde los 8.6
millones de usuarios ocasionales estimados, y los 5.8 millones de consumidores regulares,
hasta 2.9 millones de consumidores ocasionales en 1988 y 1.3 millones de consumidores
ocasionales en 1992. el numero de consumidores asiduos (por lo menos una vez a la
semana) se mantiene firme desde 1991, en cerca de 640 000 personas.’

B. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.
La Cocaina también es llamada: Metil Benzoilecgonina y Neurocaina.
Férmula molecular: C7H, NO,

Peso molecular: 303.4

La cocaina es un polvo cristalino blanco o cristales incoloros obtenidos de las hojas de

Erythroxylum coca z otras especies, con un punto de fusién de aproximadamente 96 a 98°C
ligeramente volatil.*%*

Es practicamente insoluble en agua; soluble 1 en 7 de alcohol, 1 en 0.5 de cloroformo, 1 en
4 de éter.5*

La Cocaina es un éster de dcido benzoico de la metilecgonina. La ecgonina es la base
alcohélica aminica estrechamente relacionada con la tropina, alcohol aminico de la tropina.
Tiene la misma estructura bésica que los anestésicos locales sintéticos (figura 5).*

El clorhidrato de cocaina es termoldbil y muy soluble en agua; esta ltima propiedad
permite su absorcién por la mucosa de la nariz.®

UM FEacl
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DISIRO DL UN METODO PARA IDINTITICAR Y CUANTITICAR COCAINA [N SANGRI
POR HPLC/MS.

COCAINA.

FIGURA 5. Féormula estructural de la cocaina

a. Relacion entre estructura y actividad.

La estructura de la cocaina contiene dominios hidréfilos e hidréfobos que estan separados
por un éster intermedio, o un enlace amidico; gran variedad de compuestos que contienen
estos aspectos estructurales minimos pueden satisfacer los requisitos para su accién como
anestésicos locales. El grupo hidrofilo suele ser una amina terciaria, pero puede ser
también una amina secundaria; el dominio hidréfobo debe ser una mitad aromatica. La
naturaleza del grupo de enlace determina algunas de las propiedades farmacologicas de
estos agentes.

La cualidad hidréfoba incrementa tanto la potencia como la duracion de la accién de los
anestésicos locales, esto se debe a que la asociacion del farmaco en los sitios hidréfobos
intensifica la distribucion del mismo hacia sus sitios de acciéon y disminuye la tasa de
metabolismo por las estearasas plasmaticas y las enzimas hepaticas; ademas el sitio
receptor para estos farmacos sobre los canales de Na', se considera hidréfobo, de modo que
incrementa la afinidad del receptor por los agentes anestésicos mas hidrofobos, la cualidad
hidrofoba incrementa también la toxicidad, de modo que el indice terapéutico en realidad
disminuye para los firmacos mas hidréfobos.”

e A
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DISENDO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS

C. FARMACOLOGIA.
a. Mecanismo de Accién y Eleclos.

La accion de cocaina generalmente se ha atribuido a la inhibicion del transportador de
dopamina (DA), aunque otros mecanismos también podrian ser importantes. A
concentraciones clinicamente pertinentes, se ha mostrado que la cocaina puede ligar
receptores sigma 1.%'

Los receptores Sigma 1 se han implicado a cocaina y metanfetaminas en el aprendizaje y
memoria, esquizofrenia, depresién y la sensibilizacién conductual. H

e Lainteraccion con receptores sigma 1.

Ahora, se conoce que los receptores sigma 1 y los ligandos asociados, incluso la cocaina y
neuroesteroides, pueden afectar la sefializacion de iones Ca* al reticulo endoplasmico en
las células de NG-108 causando la disociacién de un receptor adaptador de [J)roteinas
citoesqueléticas ankyrin del Inositol (1,4,5)- trifosfato en el reticulo endoplasmico. *!

Los ankyrins son proteinas que interconectan membranas proteinicas citoesqueléticas y
moléculas de adherencia de la célula, jugando papeles importantes en muchas funciones
celulares incluso arracimandose al cauce de iones, alterando la estructura, modulacion,
sustento de estabilidad, desarrollo, crecimiento y comunicacion célula-célula de proteinas
de la membrana. !

Los receptores Sigma 1 estan unidos a proteinas ANK220 y receptores de Inositol (1,4,5)-
trifosfato en el reticulo endoplasmico como un complejo en el estado relajado de células.
La siguiente activacién por agonismo del (+) pentazocina, sulfato pregnenolona y
receptores sigma 1 de la cocaina se disocian como un complejo receptor si;ma 1-ANK220
de los receptores de Inositol (1,4,5)- trifosfato, en el reticulo endoplasmico. E

Este resultado de la disociacion de un ligando reforzado de Ins(1,4,5)P3 a los receptores de
Ins(1,4,5)P3, causa un aumento de flujo de iones Ca® del reticulo endoplasmico. El
complejo ANK220 - receptor sigma 1 quizas transloca, via el transporte de la vesicula, a
otros organelos incluso el nicleo y membrana del plasma. *'

Por esto las proteinas del citoesqueleto son importantes en la organizaciéon estructural y
actividades de proteinas en un estado alterado de neuronas, y porque la cocaina puede
afectar la dinamica de proteinas del citoesqueleto; se ha sugerido que la cocaina pudiera
ejercer sus efectos de vida prolongados causando alteracion estructural de células. !

: ; ks B
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DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRI
POR HPLC/MS.

e El papel del ion Ca* en los efectos vida larga de la cocaina.

Se conoce bien que los iones Ca® juegan papeles importantes en la diferenciacién celular y
proliferacion, y en la activaciéon de factores de la transcripcion. Asi, aunque suponen que
las proteinas del citoesqueleto podrian jugar los papeles importantes en la accion de vida
larga de la cocaina, es posible que los iones Ca* también pudieran jugar un papel
importante en estos efectos. De hecho, los iones Ca* pueden, via la activacién de cinasas,
cambiar la actividad intrinseca y organizacién de proteinas del citoesqueleto que sugieren
que podria existir una relacion entre los iones Ca® y el citoesqueleto mediando cambios de
vida largos ejercidos por la cocaina. 5

Basandose en las acciones de cocaina con el adaptador de proteina citoesquelética ankyrin,
la cocaina podria causar las alteraciones de vida largas en las neuronas actuando
reciprocamente con receptores D1 y sigma 1. o

La cocaina en ¢l nivel sinapsis adrenérgica y de union neuroefectora en la periferia, tiene el
siguiente mecanismo de accion: bloquea el sistema de transporte de la membrana de la
terminacion nerviosa y el efecto que causa es el de acumular noradrenalina en los
receptores}“

Las causas en el bloqueo del transportador de dopamina (DAT), por causa de la cocaina son
un aumento en la concentracién sinaptica de dopamina (DA) que activa ambos receptores
adenil ciclasa (CA) y fosfolipasa C (PLC-B) via DA, D1A y D1x (un subtipo desconocido)
respectivamente.

La activacion de PLC-B resulta en un aumento en la concentracion intracelular de inositol
del (1,4,5)-trifosfato [Ins(1,4,5) P3] y un aumento en el flujo de iones Ca®* del reticulo
endoplasmico (ER). Este Ca®* participa en la activacién de cinasas y factores de la
transcripeion que podrian llevar a los efectos a corto y largo plazo inducidos por la cocaina.
En el ER, la cocaina puede causar también la disociacién de un complejo receptor sigmal
(S) y ankyrin (especificamente los isémeros 220-kDa) Ins(1,4,5)-P3 al receptor (IP3R) en
el ER. Como resultado, Ins(1,4,5) P3 liga receptores Ins(1,4,5) P3 reforzando al reticulo
endoplasmico y aumentando el flujo de iones Ca®". El complejo receptor sigmal-ankyrin
es translocado a la membrana del plasma y nicleo. La translocacion del complejo receptor
sigmal-ankyrin, junto con un aumento de iones Ca’* es el resultado de la disociacién del
estimulo de ambos receptores ankyrin Ins(1,4,5) P3 y receptores D1x podria alterar la
expresion del gen, la actividad intrinseca y reorganizacién estructural de proteinas del
citoesqueleto, la morfologia de células y dendritas y las reestructuraciones topograficas de
receptores e iones que encauzan en las areas especializadas de la membrana del plasma. El
efecto de cocaina en las proteinas del citoesqueleto podria representar una ruta bioquimica

dirigida a por que los psicoestimulantes como la cocaina afecta los cambios de vida largos
en las células. Ver figura 6.%'
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Las acciones clinicamente deseables de la cocaina son bloqueo de los impulsos nerviosos, a
causa de sus propiedades anestésicas locales, y vasoconstriccion local secundaria a
inhibicién de la recaptacion de noradrenalina. Han disminuido de manera sostenida las
aplicaciones clinicas de la cocaina."*

T AN 7 AR S6d BEANS

FIGURA 6. Cascadas bioquimicas inducidas por la cocaina y la relacién
potencial a corto y largo plazo y los efectos de vida largos causados por la cocaina.

Su alta toxicidad se debe al bloqueo de la captacion de catecolaminas en los sistemas tanto
central como periférico. Sus propiedades euféricas se deben primordialmente a la
inhibicién de la captacion de catecolaminas, en particular la dopamina, al nivel de sinapsis
del sistema nervioso central. Otros anestésicos locales no bloquean la captacion de
noradrenalina ni producen sensibilizacion a las catecolaminas, vasoconstriccion o midriasis,
fenémenos caracteristicos con la cocaina. En la actualidad, la cocaina se emplea
primordialmente para producir anestesia topica de las vias respiratorias superiores, sitio ¢n
el que sus propiedades vasoconstrictora y anestésica local combinadas, ofrecen anestesia y
enjuntamiento de la mucosa con un solo agente."”*

UNAM FES-Z
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La cocaina se usa medicinalmente como un anestésico local topico; el clorhidrato de
cocaina se usa en solucion en concentraciones de 1, 4 o 10% para aplicacion topica; para la
mayor parte de las aplicaciones se prefiere el preparado al 1 0 4%, con el fin de reducir la
toxicidad. Por su potencial de abuso, la cocaina se encuentra en la lista de la Drug
Enforcement Agency como farmacos del tipo II.

Los anestésicos locales previenen la generacion y la conduccién del impulso nervioso. Su
sitio primario de accion es la membrana celular."**

Los anestésicos locales bloquean la conduccién al disminuir o prevenir el gran incremento
transitorio en la permeabilidad de las membranas excitables al Na" que normalmente se
produce por una despolarizacion leve de la membrana. Esta accion de los anestésicos
locales se debe a su interaccion directa con canales de Na® de compuerta de voltaje.
Conforme a la accién anestésica se desarrolla progresivamente en un nervio, se incrementa
de manera gradual el umbral para la excitabilidad eléctrica, se reduce la tasa de incremento
del potencial de accion, se retrasa la conduccién del impulso, y disminuye el factor de
seguridad para la conduccion; estos factores reducen la probabilidad de propagacién del
potencial de acci6n, y falla la conduccion nerviosa.'*

Ademds de los canales de Na', los anestésicos locales pueden fijarse también en otras
proteinas de membrana; en particular pueden bloquear los canales de K', sin embargo,
como la interaccion de los anestésicos locales con los canales de K’ requiere
concentraciones mas altas del farmaco, el bloqueo de la conduccién no conlleva cambio
mayor r:i‘sostcnido en el potencial de membrana en reposo a causa del bloqueo de estos
canales. ~

En la actualidad se acepta en general que el mecanismo principal de accién de estos
farmacos i““l‘?e su interacciéon con uno o mas sitios de fijacion especificos dentro del
canal de Na*.!

Clinicamente, su mecanismo de accion mas importante es su habilidad de bloquear la
conductancia del canal de sodio, y por eso para aumentar el umbral exigido genera un
potencial de accion. La cocaina tiene acciones adicionales, ya que es €l tnico entre los
anestésicos locales, que tiene la habilidad de bloquear la recaptacion del neurotransmisor de
norepinefrina (NE), dopamina (DA), y serotonina (5-HT). La NE es la responsable de los
efeclos clasicos adrenérgicos vislos con el uso de la cocaina, incluyendo midriasis,
vasoconstriccion, hipertension, taquicardia, y taquipnea. Mientras estos efectos pueden ser
los toxicolégicamente mas importantes, los efectos conductuales de cocaina parecen ser
mediados por sus acciones dopaminergicas. Los efectos que se desean al consumir cocaina,
son mediados por la DA; y estos incluyen intensa euforia, energia psiquica, excitacion
sexual elevada, y confianza en si mismo (la elevacion de humor). Los efectos indeseables
potenciales incluyen paranoia, alucinaciones, y disforia. El estimulador central efectia un
“impulso” seguido por la depresion “caida o desplome”. El refuerzo positivo de la caida es
la razon principal para el desarrollo de abuso crénico de la cocaina. '*

UBAM T
16




DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CHUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS.

Después de una dosis aguda de cocaina, las concentraciones del cerebro de DA son
brevemente elevadas y entonces notablemente reducidas hasta alcanzar las concentraciones
normales, entonces el usuario pone o correlaciona el “impulso™ y la “caida o desplome”.
La cocaina previene que se retome la DA en la neurona dopaminérgica del ligando
presinaptico a los receptores en el transportador de DA localizada en el término nervioso
dopaminérgico. Este retomar de DA, mediado por el sodio, cloruro, y energia-persona a
cargo el transporte activo, se inhibe cuando la cocaina liga al sitio sodio-obligatorio en el
transportador y altera el sitio cloruro-obligatorio, mientras asi previene el arreglo de ambos
iones; porque la translocacién de DA por la membrana de la neurona presinaptica se inhibe,
las concentraciones de DA celulares extras aumentadas producen un estimulo crénico del
receptor de DA en la neurona postsinaptica. La administracion de la cocaina crénica altera
el transportador de DA en las regiones del mesolimbico del cerebro. Se han observado
densidades aumentadas en el transportador de DA después de la muerte en cerebro del
abusador de cocaina. Los usuarios de la cocaina crénicos administran la cocaina
repetidamente para aumentar sus niveles sindapticos de DA. Este proceso es ciclico y
demuestra coémo una “borrachera con cocaina”, esta seguida por una caida y por que es tan
dificil quitarle la tentacién al tratar a un enfermo. '~

El delirio de excitacion-cocaina, es un sindrome caracterizado por la hipertermia, el delirio,
la agitacion, la energia cardiorrespiratoria, y la muerte subita, puede ser debido a una
incapacidad del levantamiento regular del transportador de DA en la mayoria de usuarios
de cocaina cronicos. '

Por lo que se concluiria que los receptores Sigma 1 son las tnicas proteinas en el reticulo
endopldsmico que ligan psicotropicos narcéticos como la cocaina. La cocaina, via
receptores sigma 1, puede usarse en la disociacion de un adaptador proteinico
citoesquelético como ankyrin del inositol (1,4,5)- trifosfato en receptores del reticulo
endoplasmico, como el complejo receptor sigma 1-ankyrin que entonces transloca a la
membrana del plasma y nucleo. La disociacién de los receptores sigma 1-ankyrin del
Inositol (1,4,5)- trifosfato dan los aumentos intracelulares de concentracién de iones Ca®*
que afectan la actividad de proteinas citoesqueléticas. Ademas, la cocaina podria aumentar
el flujo de iones Ca”" via fosfolipasas por la unién de dopamina con receptores D1. Podria
suponerse que la cocaina podria causar los cambios de vida largos en las neuronas, via las
proteinas del citoesqueleto actuando reciprocamente con receptores D1 y sigma 1.*'

b. Toxicidad.

Otros riesgos del consumo de cocaina, ademds de su potencial de adiccion, son arritmias
cardiacas, isquemia del miocardio, miocarditis, diseccion aodrtica, vasoconstriccion cerebral
y convulsiones. El consumo de cocaina se ha vinculado también con la muerte por
traumatismo. Las embarazadas consumidoras de cocaina pueden experimentar trabajo de
parto prematuro y desprendimiento prematuro de placenta. iAS
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Se ha informado que la cocaina produce un orgasmo prolongado e intenso si se administra
antes del coito y su empleo concurre a menudo con la actividad sexual compulsiva y
promiscua. Sin embargo, a largo plazo, el consumo de cocaina suele culminar en
disminucién del impulso sexual; es frecuente la queja de problemas sexuales entre los
consumidores de cocaina que solicitan tratamiento; también es comun que soliciten la
droga por trastornos psiquiatricos como ansiedad, depresion y psicosis.®

D. FARMACOCINETICA.
a. Biodisponibilidad.

La cocaina puede administrarse por las vias: intranasal (IN), intravenosa (IV), oralmente
(VO), o fumada (SM). La cocaina normalmente no se administra por VO, porque, primero
el resultado de los efectos de paso en la biodisponibilidad son bajos (aproximadamente
20%) y los efectos euforicos reducidos debido a la entrega ineficaz al cerebro. La ruta de
administraciéon IV, es la unica ruta que de forma consistente produce 100% de
biodisponibilidad de droga administrada, las rutas IN o SM son bastante inconstantes; sin
embargo, la conveniencia de estas dos tltimas rutas de administracion, es que son réapidas,
ya que se tiene un intenso am?ue de efectos, lo que hace a estas rutas de administracion
normalmente las de mayor uso.

Por la ruta de administracion IN, alcanza una concentracién maxima en plasma a los 15 o
60 minutos, el efecto euférico maximo se produce de los 15 a los 20 minutos.'*

Se ha sugerido que la biodisponibilidad por administracion IN, pueda ser dependiente a la
dosis, la biodisponibilidad aumenta al ser la dosis mas alta en funcion con la cantidad de
droga disponible para la absorcién. La biodisponibilidad se estima el rango de 25% a tan
alto como 94%. En la ruta IN la coaama es entrega al cerebro mas eficazmente que la
dirigida por la administracion vo.

Por la ruta de administracién VO, la cocaina ingerida alcanza sus niveles maximos en
sangre entre 50 y 90 minutos, la cocaina se absorbe mejor en el medio alcalino del intestino
delgado que en el medio acido del eslomago

Cuando se fuma, el “crack”™ o cocaina es absorbida de manera rapida y completa a través de
la circulacién pulmonar; el efecto psicologico y fisiolégico de 15mg de esta forma es
similar al obtenido con 20mg de clorhidrato de cocaina por IV. La euforia se produce entre
6y 11 minutos."**

La cocaina fumada produce una ripida e intensa eficacia de entregar la dosis al cerebro,
similar a la ruta IV. A pesar de esto, estudios indican que la biodisponibilidad por la ruta
SM es solo del 57-70%, con variaciones considerables dentro de los estudios. La variacion
individual se basa en la técnica de fumar, la temperatura y naturaleza de la cocaina fumada,
y la construccion del cigarrillo. Se ha postulado que la cocaina puede estar sufriendo
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pirolisis en el cigarrillo, y que la primer fumada “el golpe” proporcione la mayor
biodisponibilidad que los que se dan mas tarde. La recuperacion de cocaina residual de los
cigarrillos que fueron fumados, después de ser estudiados demuestran que
aproximadamente 25% de la dosis original de cocaina queda en el cigarrillo."®

Por 1V, la biodisponibilidad de la cocaina es similar a la SM, aunque los efectos
fisiologicos y psicologicos aparecen varios minutos antes. '~

La vida media plasmatica de la cocaina es de cerca de 50 minutos, pero los consumidores
de la forma inhalable *“crack™ desean de manera tipica mas cocaina después de 10 a 30
minutos. Las administraciones IN e IV inducen también una euforia mas breve que lo que
cabria esperar por las concentraciones plasmdticas de la sustancia, lo que sugiere que la
terminacién del estado euférico y la reanudacion de la bisqueda de cocaina se relacionan
con la concentracion plasmatica decreciente. '™

En la autopsia, la concentracion mas elevada se encuentra en el rifion y la orina, seguida por
el cerebro, sangre, higado y bilis. La vida media aparente de la cocaina es de alrededor de
0.9 horas con la ingestion de la dosis terapéutica, comparada con 1.3 horas cuando se
inhala, lo cual puede ser reflejo de la absorcién nasal continua. El nivel de cocaina en
sangre permanece detectable de 4 a 6 horas. En los usuarios crénicos, el promedio de vida
media en sangre es de 48 minutos después de una inyeccion de 32 mg, intravenosa.’

La cocaina se difunde facilmente a través de la barrera hemato-encefélica; por el contrario
su metabolito, la benzoilecgonina , la pasa con dificultad. En los niveles maximos de
sangre después de exposiciones agudas, el rango de cocaina cerebro-sangre es de alrededor
de 4. Un rango cerebro-sangre por encima de 10 suele corresponder a sobredosis. Mientras
que un rango de 1 a 1.5 sugiere acumulacion crénica por uso prolongado o una exposicién
ocurrida ocho horas antes.®

En SNC, en dosis progresivas, causa primero estimulacion de la corteza cerebral (euforia,
hiperactividad y desasosiego); luego, al activar centros cerebrales inferiores causa temblor,
hiperreflexia y convulsiones.

En dosis elevadas, a la fase de excitacién sigue una fase de depresion, caracterizada por
coma, hiporreflexia y depresion cardiorrespiratoria. Lo

Se cree que la accion estimulante de la cocaina sobre el SNC ?uede ser la potencializacion
de las catecolaminas o deprimiendo vias inhibitorias centrales. '*

En el sistema circulatorio, aun a dosis bajas de cocaina (25mg), por via IV elevan la presion
de la sangre y aceleran el pulso. Esta respuesta simpético mimética se atribuye al bloqueo
del consumo de epinefrina y norepinefrina, con el consiguiente aumento de la
concentracion de neurotransmisores en los receptores adrenérgicos. 12
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Con dosis elevadas de cocaina se puede Produur el paro del corazon, por alteraciones de la
permeabilidad de la membrana al sodio.

En el sistema respiratorio, por estimulacion central, la cocaina causa al comienzo

taquipnea, pero si se aumenta la dosis puede deprimirse la respiracion hasta llegar a la
1

muerte. "

En cuanto a la regulacion térmica, en dosis elevadas, la cocaina produce hipertermia al
aumentar la produccion de calor (por efecto psicomotor) y disminuir la pérdida de calor
(por accion sobre centros termorreguladores). e

En sistema digestivo, la cocaina produce nauseas y vomito por estimulo del centro del
vomito, d':a:"rea y colicos abdominales por efectos simpatico miméticos sobre la pared
intestinal. ™~

b. Biotransformacién.

La via metabélica principal de la cocaina consiste en la hidrélisis de cada uno de sus dos
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
administrar repetidas dosis de cocaina. En la figura 7 se ilustran las rutas de la
biotransformacion de la cocaina. 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 por 10 dias después de haberse suministrado
repetidas dosis de cocaina."’

La cocaina es metabolizada principalmente a benzoilecgonina y ecgonina metil éster por
diferentes mecanismos. Si la cocaina se usa con alcohol etilico, entonces la etilcocaina, es
un metabolito producido por la transesterificacion de cocaina con alcohol etilico. Sin
embargo, estas interacciones de la cocaina no son claras, y las interpretaciones de cocaina y
concentraciones de metabolitos en sangre y otros tejidos son complicados por lo complejo
de reacciones metabélicas in vitro e in vivo."

Estudios de la estabilidad apoyan la creencia de que la cocaina es metabolizada a ecgonina
metil éster por la via de hidrdlisis enzimatica por pseudocolinesterasas y esterazas hepaticas
a benzoilecgonina por la via de hidrélisis espontanea a pH alcalino.'™’

Recientes estudios proporcionan fuerte evidencia de que la cocaina puede ser hidrolizada a
benzoilecgonina por las carboxilesterasas hepaticas. Se han aislado y purificado dos tipos
de esterazas de carboxilesterasas no especificas del higado humano. Las metilesterarasas
hepaticas catalizan la conversion de cocaina a benzoilecgonina y la transesterificaién de la
cocaina a etilcocaina. En la ausencia de alcohol etilico, esta enzima hidroliza cocaina
exclusivamente a benzoilecgonina. En presencia de cocaina y alcohol etilico, la
transesterificacion de cocaina a etilcocaina ocurre aproximadamente 3.5 veces mas
rapidamente que la hidrélisis a benzoilecgonina."’

UNAM H:S Z.

20



DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR Y CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS

Norcocaina, un metabolito de la cocaina producido por el citocromo hepatico P-450, ha
recibido estudios considerables debido a su conversion en un metabolito hepatotéxico."“"

Norcocaina se metaboliza a la N-hidroxinorcocaina y entonces al nitroxido de norcocaina.
Se pensaba que el nitréxido era un radical libre que llevaba a la hepatotoxicidad, pero se ha
demostrado subsecuentemente que un producto de la oxidacién extensa del ion nitro sédico
de norcocaina, es el responsable. En los humanos, la norcocaina es un metabolito menor, y
los informes de hepatotoxicidad atribuyeron a que el uso de la cocaina es raro. Sin
embargo, se mostrado que las concentraciones de norcocaina pueden estar presentes en
concentraciones mayores en personas con colinesterasas deficientes y en usuarios de
cocaina simultaneamente con alcohol etilico.'

Anhidroecgonina metil éster (metilecgonidina) se ha identificado como el tnico metabolito
de la cocaina en sangre después de la muerte y en orina después de la administracion de la
cocaina fumada. Aunque se ha informado que puede ser producido en el puerto inyeccion
de un cromatégrafo de gases, en pequeiias cantidades menos de 1% de la conversion de
cocaina a anhidroecgonina metil éster ocurre si el puerto inyeccion del cromatégrafo de
gases se mantiene a 250 °C.'

UMAM: FES-¢
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€. Concentraciones en plasma.

Las concentraciones maximas de cocaina en plasma en estudios farmacocinéticos de dosis
inicas por las siguientes rutas son: SM (por arriba de 100mg/L), IV (por arriba de
64mg/L), e IN (por arriba de 100mg/L) generalmente promediaron de 0.2 a 0.4mg/L. Por
arriba de 1 a 2mg/L la cocaina era moderada en dosis crénicas multiples por las rutas SM,
IV, y PO sin efectos adversos. En un estudio dénde 100 y 200mg de cocaina fueron
administrados por la ruta IV, se obtuvieron las concentraciones maximas en plasma de 0.87
y 3.2mg/L, respectivamente, no reportando toxicidad."**

En sangre, las dosis de 2 mg/Kg inhalada produce una concentracion maxima en plasma de

0.16 pg/mL después de una hora; y por via oral de 0.21 pg/mL después de una hora. Los
efectos dependen de si la concentracién de cocaina esta en ascenso o en descenso."**

En estudios realizados para determinar las concentraciones médximas en ]glasma por las
diferentes vias de administracion se encontraron los siguientes resultados: -

. Después de una dosis de 1.5 mg/Kg, administrada IN, las concentraciones
maximas en plasma obtenidas después de una hora fueron de 0.12 a 0.47 pg/mL.

. Siguiendo una dosis de 16mg, administrada IV las concentraciones maximas en
plasma reportadas después de 5 minutos fueron de 0.09 2 0.31 pg/mL.

. Después de una dosis de 2mg/Kg, administrado por via oral, las concentraciones
mdximas en plasma obtenidas de 50 a 90 minutos fueron de 0.10 a 0.42 pg/mL.

La vida media en plasma es de aproximadamente 0.7 a 1.5 horas dependiendo de la dosis.
Su volumen de distribucion es aproximadamente de 1 a 3 L/Kg.

La depuracién plasmatica es de 10 a 30 mL/min/Kg dependiendo de la dosis. "**

B e
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d. Excrecion.

La cocaina se excreta de modo rapido y casi totalmente metabolizada por las colinesterasas
de la sangre. S6lo menos del 10% no sufre cambio. '**

Se excretan cocaina y sus metabolitos casi exclusivamente en la orina por la filtracion
simple. Asi la tasa de excrecion urinaria y las concentraciones del plasma de cocaina y
benzoilecgonina se relacionan entre si, mientras indican que la proporcion de la eliminacion
de las drogas es proporcional a la concentracion en plasma. Después de una dosis de
cocaina, se recuperaron del 64-69% de este metabolito en la orina dentro de los primeros 3
dias sin tomar en cuenta la ruta de administracion; 86% de este dentro del primer dia,
después de una dosis inica de cocaina. Algunos informes indican que arriba del 90% de
una dosis puede recuperarse en 24 horas en una muestra de orina. Una revisién de datos
publicados indica que se excretan del 1 al 9% de la droga inalterada dependiendo del pH,
del 26 al 54% como benzo:lecgomna del 18 al 41% como el éster de metil de ecgonina, y
del 2 al 3% como ecgonina.

El Anhidroecgonina metil éster y varios demetilados y metabolitos hidroxilados aparecen
en menor cantidad en la orina. Después de continuar prolongando infusiones IV de
cocaina, las vidas medias urinarias para la cocaina, benzoilecgonina y éster de metil de
ecgonina son respectivamente 0.8, 4.5, y 3.1 horas, comparados a 2.9, 4.8, y 4.9 horas
respectivamente, después de una dosis tinica fumada de cocaina.'

U\U-\M H:S Z
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IV. TECNICAS ANALITICAS.

A. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Para la preparacion de la muestra de cocaina en la matriz biologica se requiere de realizar
una serie de extracciones con disolventes adecuados, a manera de no modificar las
cantidades presentes en la muestra.®

Estos compuestos pueden extraerse prontamente utilizando una mezcla de cloroformo-
isopropanol (9:1). Estas condiciones también extraerdn benzoilecgonina y ecgonina metil
éster, aunque no con las recuperaciones 6ptimas. Los procedimientos de extraccion en fase
solida (SPE), también usados para estos analitos, normalmente se usa la precipitacion de
proteinas antes de aplicar las soluciones del sobrenadante buffer a la columna de
extraccion. El eluyente es tipicamente una mezcla de cloruro del metileno, isopropanol e
hidréxido de amonio (78:20:2), aunque también se han usado otros disolventes de elucion,
dependiendo del estandar y la columna utilizada.'

La extraccion de analitos polares como la ecgonina, presenta un desafio, porque es un acido
carboxilico y alcohol, por lo que debe extraerse utilizando los procedimientos liquido-
liquido para que pueda extraerse. Se han intentado procedimientos de liquido-liquido que
usan la extraccion de intercambio idnico, pero las recuperaciones son bajaxs.l

Se han descrito procedimientos de SPE, que usan los procedimientos de intercambio
aniénico para muestras de orina, pero no para muestras de sangre y tejidos después de la
muerte. El método mas prometedor para usar en estas muestras es el de precipitacion de
proteina con acetonitrilo; después de centrifugar la muestra, la capa superior se decanta, se
evapora, y derivatiza, utilizando una conversion con p-nitro-n-propilcocaina; después el
producto puede extraerse con los procedimientos liquido-liquido convencionales.'

Actualmente para este tipo de muestras se usan cartuchos de extraccién para matrices
biolégicas utilizadas por Waters Corporation, que utilizan el método de extraccién por
balance hidrofilico-lipofilico (HLB), estos cartuchos de extraccién tienen la ventaja de que
retienen tanto farmacos polares como no polares, ademas no requieren de una muestra muy
grande y el porciento de recobro es alto, y las condiciones utilizadas principalmente son
metanol-agua, esta mezcla se adiciona a la muestra, se agrega acido fosférico, se hace un
lavado con metanol al 5% y se eluye con metanol.”’
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B. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (CLAR o
HPLC).

La cromatografia es una extension logica de la distribucion a contracorriente. En vez de
una serie discreta de extracciones, ocurre un equilibrio continuo de soluto entre dos fases.
En cromatografia, la fase movil es un liquido o un gas; la fase estacionaria es cominmente
un liquido que recubre la superficie de particulas sélidas, a veces las particulas solidas
mismas pueden servir como fase estacionaria,"**!%

Los adelantos pusieron al cromatografo liquido como algo muy similar al cromatografo de
gases (CG), que se habia vuelto el método cromatografico mas popular de los afios sesenta.
Sin embargo, el HPLC no se limita en cuanto a la volatilidad y la estabilidad térmica de los
compuestos como el CG, casi todas clases de compuestos organicos pueden ser separadas
por esta técnica analitica, cgue es muy eficaz y rapida, y que utiliza los principios de
cromatografia liquida basica. Al

Las disminuciones en columna que condensa los diametros produjeron los aumentos
proporcionales en la resistencia de flujo del solvente. Como resultado, se introdujeron las
bombas de presion constante, que bombean los liquidos por los sistemas de flujo constante.
La eficacia del HPLC permitio usar muestras muy pequefias, y los métodos clasicos
colectivos de cluyentes para el analisis de cualquier tipo de muestras.”'*"!

El HPLC se desarrollo entre finales de 1960 y principios de 1970. Hoy, es una técnica de
separacion ampliamente aceptada para los analisis de muestras en una variedad de dreas, en
las que estan incluidas, la farmacéutica, biotecnologica, del medio ambiente, polimeros, y
la industria alimentaria. El HPLC esta disfrutando un aumento firme en los nimeros de
ventas instrumentales y publicaciones que describen las nuevas e innovadoras aplicaciones.
Algunas recientes dreas de crecimiento incluyen miniaturizacién de sistemas de HPLC,
andlisis de 4cidos nucleicos, proteinas intactas y extractos de proteinas, analisis de
carbohidratos, y analisis de moléculas quirales>1®!"12

La separacién de compuestos con el proposito de identificar, cuantificar o purificar, es uno
de los aspectos desafiantes de la Quimica Analitica.

Las moléculas grandes corren la columna mas rapido que las moléculas pequefias. El
eluyente es lo que entra y eluato es lo que sale. La fase movil se llama eluyente, cuando
emerge por la salida de la columna se denomina eluato.'®"

ELUYENE ———» COLUMNA — ELUATO

El proceso que consiste en hacer Easar un liquido o un gas a lo largo de una columna
cromatografica se le llama elucion.'™""

INAM FES-Z .
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El soluto tiene mayor afinidad por la fase estacionaria, se movera con mayor lentitud a lo
largo de la columna. La separacion de los solutos depende de las interacciones con el
adsorbente en la columna, se ha demostrado que la silica es un adsorbente adecuado para
cromatografia.'™""

En la cromatografia de gases, la fase movil es un gas; mientras que la fase estacionaria, es
usualmente un liquido no volatil que recubre un soporte sélido, pero algunas veces es un
sdlido; el soluto es un gas o liquido volatil. e

En la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR o HPLC), el liquido eluyente es
impulsado a través de la columna a presiones elevadas. En este tipo de cromatografia se
distingue:

= Fase estacionaria: puede ser liquida o solida.
= Fase movil: puede ser un liquido (un disolvente o una mezcla de disolventes)““'"

La cromatografia de liquidos es fundamental en quimica, porque la mayoria de los
compuestos no son suficientemente voldtiles o no tienen bastante estabilidad térmica para
la cromatografia de gases. I

a. Equipo.

En cromatografia liquida, una muestra se aplica a la cima de una columna de separacién
llena de una fase estacionaria sélida y un arroyo de una fase moévil liquida. Los
componentes de la mezcla estin separados y surgen de la columna uno después de otro. El
HPLC. es una variante de la cromatografia liquida en que, para aumentar la eficacia de la
separacion, la fase movil se obliga a fluir a través de la columna a una misma presion alta.
La identificacion de un compuesto esta basado en su tiempo de retencion (ése es el tiempo
gastado por cada componente en la columna). La base de la separaciéon en HPLC involucra
la division de las moléculas del analito entre la fase movil, liquida y la fase estacionaria
solida. Los componentes esenciales de un sistema de HPLC son: A) Depdsito de
disolvente, B) El sistema de bombeo, C) Un inyector de muestra de volumen fijo, D) Una
pre-columna de guardia, E) Una columna analitica, F) Un detector, G) Un sistema de datos
y H) Una impresora.”"

En la figura 8 se presenta la configuracion basica de un equipo de HPLC.

B e
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Inyceccién

FIGURA 8. Configuracién bésica de un equipo de HPLC.

b. Aplicaciones.
Caracteristicas que debe cumplir la muestra para ser analizada por HPLC.

La muestra debe estar liquida para la inyeccion en la instrumentacién; las muestras sélidas
deben ser disueltas en un solvente o fase movil compatible con la fase estacionaria.

Se inyectan de 1-100pL (generalmente 5-25pL); las cantidades de masa inycctadas varian,
dependiendo de la sensibilidad y el rango dindmico del detector para el analito.

La limitacién o la extension al preparar la muestra requerida puede definirse como la
complejidad relativa de la muestra. La preparacion de la muestra puede incluir cualquiera
de los pasos siguientes: la dilucion, preconcentracion, filtracion, extraccion, ultra filtracion,
o derivatizacion.

UNAM FES-Z
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El tiempo del andlisis estd en un rango de 5 minutos a 2 horas (generalmente 10-25
minutos). La preparacién de la muestra difiere de muestra a muestra a probar. La
preparacion de la muestra puede ser extensa y puede requerir mds tiempo para la

realizacién del analisis. *"
Los usos generales para HPLC son:

» Separacion de una variedad de compuestos: organicos, inorganicos, compuestos
bioldgicos, polimeros, compuestos quirales, compuestos térmicamente labiles y
desde pequeios iones hasta macromoléculas.

* Anilisis de impurezas.

¢ Andlisis de compuestos volatiles y no volatiles.

e Aislamiento v purificacién de compuestos.

* Separacion de compuestos estrechamente relacionados. ™"

~ Las aplicaciones méas comunes para la cromatografia de alta resolucion son las siguientes:

» Midiendo niveles de compuestos como los aminoécidos, dcidos nucleicos, y
proteinas en muestras fisiologicas. Método cualitativo y cuantitativo.

> Midiendo los niveles de principios activos, subproductos sintéticos, o productos
de degradacién en las formas diferentes formas farmacéuticas.

» Midiendo niveles de compuestos téxicos como pesticidas o insecticidas.
> Monitoreando muestras del medio ambiente.
> Purificando compuestos de mezclas complejas. Método no destructivo.

> Separando polimeros y determinando su distribucién y peso molecular de los
polimeros en una mezcla.

» Para control de calidad.

. ; o e ST
> Para seguir reacciones de sintesis.
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Las limitaciones de este método son las que a continuacion se enumeran:
o La resolucion puede ser dificil de lograr con muestras complejas.

o Sélo una muestra puede analizarse en un momento.
o Requiere el entrenamiento para perfeccionar las separaciones.

o El andlisis de tiempo puede ser largo (comparado con electroforesis capilar).

o : 911
o La preparacion de la muestra es requerida a menudo. ™~

C. ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Principio: una muestra es bombardeada por un arroyo de electrones, los cuales deben tener
la energia suficiente para romper los enlaces covalentes en la muestra para la fragmentacion
de esta, muchos de estos fragmentos llevardn cargas eléctricas, algunos negativas y otros
positivas, correspondiendo a la adicion de uno o mas electrones. Al Espectrometro de
Masas se proporcionan campos electrostiticos capaces de acelerar las particulas cobradas,
es decir los iones gaseosos de sefial de carga especifica, normalmente positivos, a manera
de ignorar los fragmentos neutros e iones de sefial opuesta, obteniendo un registro
caracteristico para cada analito. >

El Espectrometro de Masas es un instrumento que medird la ionizacion de las moléculas
(iones gaseosos) seglin sus proporciones de masa-a-carga, (m/z). Los fisicos que lo
desarrollaron estaban interesados en explorar la interaccion de particulas cobradas con los
campos eléctricos y magnéticos; y después se descubrié que la tal informacién podria ser
util también lpara quimicos. Principalmente en dreas con aplicaciones organicas y
bioquimicas.”

El espectro de masas de un compuesto puro ofrece valiosa informacion para fines de
identificacién cualitativa, siendo la determinacion de la fragmentacién de la molécula de
gran ayuda para la identificacion del compuesto; su campo de interés abarca todas las areas
donde sea precisa la identificacion de compuestos: quimica organica, inorganica,
bioquimica, qmmlca agricola, tecnologia de los alimentos, medicina, por supuesto en
quimica forense, etc.”"!

a. Equipo.

El espectrometro de masas esta constituido basicamente por los siguientes componentes:
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1. Camara de ionizacion: electrones generados por un filamento bombardean una
muestra, esto ocurre principalmente por impacto electronico (EI), los fragmentos
ionizados (carga +1) son repetidos por el electrodo positivo y conducidos al
separador magnético.

2. Salida de vacio: todo el interior de un espectrometro de masas debe encontrarse al
alto vacio.

3. Separador magnético: los iones atraviesan un campo magnético, durante este paso
solo atraviesan algunos iones de determinada masa y carga.

4. Detector: una vilvula fotomultiplicadora o un fotodiodo genera una sefial
proporcional al nimero de iones que incide sobre un elemento.

La figura 9 indica la secuencia interna de los componentes que debe poseer un
Espectrometro de Masas.

Suministro
de Poder
Fuente Analizador " Detector i Sistema
de lones. de Masas. de lones. Tii de Datos.

1 3
v
Entrada
Sistema
De vacio. Detector
de Espectro
de Masas.

FIGURA 9. diagrama de bloques de un tipico Espectrometro de Masas. Todos
los segmentos estan bajo el control de la computadora.
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Qué es el Espectrometro de Masas (MS).

Un MS es un potente sistema para andlisis cualitativo y cuantitativo de analitos en
cromatografia de gases y de liquidos. La espectrometria de masas es una técnica que se
basa en ionizar moléculas gaseosas (de ordinario, convirtiéndolas en cationes), acelerarlas
en un campo eléctrico, y luego, separarlas de acuerdo con sus masas.*'*!!

La figura 10 muestra un MS cuadruplo conectado a una columna tubular abierta de un
cromatografo, que registra el espectro de masas de los picos a medida que se eluyen. Los
eluatos pasan a través de un conector caliente a una camara de ionizacion de impacto del
espectrometro, conectada a una bomba que la mantiene a un vacio elevado. Los iones son

acelerados a través de un potencial de 5-15V antes de penetrar en el separador de masas
cuadruplo >

El separador consiste de cuatro barras metdlicas paralelas a las que se aplica un voltaje
constante y un voltaje oscilante de radiofrecuencia. El campo eléctrico desvia los iones,
haciéndoles seguir trayectorias diversas a medida que van de la camara de ionizacién hacia
el detector, y permitiendo que solo lleguen al detector los que tienen una relacion (m/z)
determinada. Los demas iones (no resonantes) chocan con los cilindros, y se pierden antes
de llegar al detector. Variando rdpidamente los voltajes aplicados, se seleccionan los iones
de diferentes masas que llegan al detector. Con un espectrémetro de masas de cuadruplo se
pueden registrar de dos a ocho espectros por segundo, de 800 unidades de masa cada uno.
La cromatografia acoplada a un espectrometro de masas se puede llevar a cabo detectando
iones seleccionados o la corriente total de todos los iones.”
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Separador
cuddruplo de masas
Filamento
caliente
! Fuente de
i electrones.
i Ton no
Rejilla Resonante.
ov)
+
Salida de la 3 7
columna del ) el i
i cromatégrafo € .
: L ag oY . S
! ’ Detector
i de iones
i g
i “.ll Ton
Resonante.

Voltaje constante
y voltaje alterno
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Cémara de

ionizacién

FIGURA 10. Espectrometro de masas de cuadruplo. Las superficies con que se
encaran los cuatro cilindros entre si tienen una seccién transversal hiperbélica.
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El proceso de ionizacion de ordinario suministra suficiente energia para que las moléculas
se rompan en diversos fragmentos. Un espectro de masas es un grifico que muestra la
abundancia relativa de cada fragmento que choca con el detector de un espectrémetro de
masas.'™" Ver figura 11.

El eje de las abscisas de un espectro de masas es m/z, la masa del ion (m, en unidades de
masa atémica) dividida por el nimero de cargas que lleva (z). La mayoria de los iones
tienen una sola carga, de modo que m/z es equivalente a la masa del ion en unidades de
masa atomica. 1!

El ion molecular (M"), es la molécula ionizada que no ha sido fragmentada. Esta sefial
generalmente es pequefia y aparece del lado derecho del espectro de masas. Esto es cierto
siempre y cuando la molécula no tenga N ni O i

Ton molecular.

Indica el ion que no
se ha roto,
generalmente es el
PM del analito

l problema.

=N ZPpO0Z2ZCW>
rPE=-HrCmE

miz

FIGURA 11. Espectréometro de Masas, se muestra ion molecular M*

Las caracteristicas mas importantes de esta técnica son:
= Alta sensibilidad: la cantidad de muestra necesaria es pequeiiisima.

= Elevada resolucion: permite el andlisis de mezclas, siempre que puedan ser
introducidas por cromatografia de liquidos.

= Facilidad y comodidad: las muestras pueden ser liquidas o bien solidas, o pueden
estar disueltas en disolventes adecuados.

UNAM FES-Z
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A continuacion se detalla lo sucedido dentro de un espectrometro de masas:

I. Las moléculas de la muestra son bombardeadas por electrones (impacto de
electrones) o iones (ionizacion quimica).

ABCDE + ¢ —— ABCDE" + 2¢

II. Un ion formado se fragmenta:
ABCDE® —————» AB + CDE’
ABCDE® ——» AB" + CDE
ABCDE" —— A" + BCDE'

III. Como se observa en la figura 12 los fragmentos idnicos formados son separados
magnéticamente de acuerdo con sus masas moleculares. '*!!

100%

|1 | 1]1||

2HOZ2OZCO™
2CH—A=CTMO

FIGURA 12. Espectro de masas de un analito. Grafica de nimero de iones
formados en funcion de la masa y carga iénica.
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b. Aplicaciones.

Las aplicaciones analiticas de la espectrometria de masas son muy variadas y las mas
prometedoras son:

v Elucidacion estructural de moléculas organicas.

v' Identificacion y analisis cualitativo y cuantitativo de picomoles de analitos sélidos,
liquidos y gaseosos en estado puro o en mezclas complejas (previa separacion
cromatografica, por GC o HPLC).

v Identificacion, deteccion y cuantificacion de trazas.
v' Metabolitos de los farmacos.
v" Quimica forense.

v Estudios de contaminacién del medio ambiente. ’

D. HPLC ACOPLADO A IONIZACION POR ELECTRO SPRAY Y
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

La técnica de Cromatografia Liquida acoplada a Ionizacion por Electro Spray y
Espectrometria de Masas (HPLC/MS/ESI) es uno los desarrollos mas excitantes de
recientes tiempos en la metodologia analitica. La combinacion de HPLC con MS es un
consorcio poderoso entre las dos técnicas analiticas. Se establecen bien las aplicaciones
analiticas de HPLC y MS. El HPLC es un método donde puede resolverse una mezcla de
compuestos en sus componentes individuales, es aplicable a varias clases de compones
polares y térmicamente labiles, (pequefios asi como muy grandes), no resignado a la técnica
complementaria de cromatografia de gases (GC). Sin embargo, el HPLC solo, no
proporciona informacion para la confirmacion de la identidad del analito. >'*!"

Por otro lado, la MS es una técnica excelente para la identificacion de compuestos. La MS
ofrece ventajas unicas de alta especificidad molecular y sensibilidad de deteccién. La MS
proporciona un espectro de masas que es como una huella digital que contiene el peso
molecular y la informacion de iones fragmentados para identificar la estructura especifica.
El mayor inconveniente de MS es su limitacion al ocuparse en mezclas de compuestos.
Uniendo asi el HPLC con MS, se benefician mutuamente ya que retinen la capacidad de
separacion de alta resolucion de HPLC y capacidad de deteccion muy sensible y de
estructura especifica del MS. El MS esta cerca de ser un identificador universal para la
cromatografia de liquidos.
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Las ventajas primarias del LC/MS son las siguiemcs:q'”

e Ambas capacidades las del HPLC y el MS son sinergistas reforzados. Por un lado.
la necesidad para la separacion de alta resolucion por HPLC es reducida, y por otro

lado, un espectrometro de masas de baja resolucion y econémico puede usarse como
un identificador de masas eficaz.”

e La especificidad molecular del anélisis se mejora porque el analito se identifica los

dos métodos por tiempo de retencién cromatografico y los datos de MS dan la
estructura especifica.

e Se analizan mezclas de complejidades variantes facilmente.

* La sensibilidad de andlisis se mejora porque la muestra entra en el MS en forma una
banda estrecha, enfocada por HPLC.

e Se evitan varios pasos experimentales laboriosos, mientras se produce una pérdida
minima de la muestra y reduccion en el tiempo de analisis global.

* Se requiere menos muestra que en el andlisis de cromatografia de liquidos acoplado
a masas desconectado.

e Debido a la pureza de la muestra por HPLC, la supresion en la sefial en el analisis
de MS se minimiza y la calidad del espectro de masas se mejora.” ™!

Coémo funciona

Un instrumento de cromatografia de liquidos acoplado a un espectrometro de masas,
consiste en tres componentes principales: un cromatégrafo de liquidos (para separarse e
identificarse una mezcla compleja de compuestos), una interfase (para transportar el analito
a la fuente de iones de un espectrometro de masas) y un espectrometro de masas (para
ionizar y friccionar el analito con los componentes individualmente separados)."m'"

En la figura 13 se ilustra el funcionamiento del equipo acoplado.

Un aerosol fino se produce por el flujo de gas atomizando y el calentador. La descarga
eléctrica de la aguja de la corona crea los iones gaseosos del analito. La alta capacidad de
las bombas de vacio es requerida para ocuparse del alto flujo de solvente, para mantener un
vacio adecuado en el espectrometro de masas.
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Particulas finas N;
calentadas arriba
de ~125°C. "
Presion Alto vacio
Gas Calefactor  Atmosférica. (0.01Pa)
Complementario (~500°C)

Eluato de
HPLC >

Separador de
masas Cuadrupolo.

G corona que
a3 crea descar
Nebulizador U Gracorgd
eléctrica.

(N2) \ 40V

+600V

FIGURA 13. Interfase entre la presion atmosférica e ionizacién quimica de una
columna de Cromatografia Liquida y un Espectrometro de masas.

a. Aplicaciones.
Aplicaciones comunes:
o Trazos de péptidos y de carbohidratos.
» Determinacion de pureza y deteccion selectiva de una variedad de compuestos.
e Identificacion de productos metabélicos.
¢ Identificacion de modificaciones en las proteinas y péptidos.
» El andlisis de drogas, toxinas, y los compuestos endogenos de muestras bioldgicas.

e La confirmacion de sintesis de péptidos e identificacion de los productos
laterales.”'®"!
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V. METODOLOGIA.
A. PRINCIPIO DEL ANALISIS.

Al iniciar con esta propuesta de un método de andlisis cualitativo y cuantitativo, es
importante aclarar, que en este tipo de estudios realizados para cocaina por HPLC acoplado
a Espectrometria de Masas, hay diferentes técnicas por espectrometria de masas y
diferentes muestras biologicas.

Es necesario aclarar también que para la identificacion de cocaina, es necesario lomar en
cuenta el tipo de muestra de la cual sera extraida para su posterior identificacién, ya que
como se menciond en esta investigacion, el principal metabolito de la cocaina encontrado
en el organismo es la benzoilecgonina, por lo que esta ltima sustancia sera de gran interés
para su identificacion y cuantificacion.

El primer paso sera siempre llevar a cabo las pruebas presuntivas, debido a que, el anilisis
cualitativo y cuantitativo por HPLC acoplado a Espectrometria de Masas, resulta ser muy
caro y consume mucho tiempo en comparacion con las pruebas presuntivas de screening,
que ademds pueden dar una idea del tipo de sustancia que puede estar presente en la
muestra biolégica, y con esto orientar hacia la eleccién del procedimiento a seguir, por lo
que se le dard un adecuado tratamiento a las muestras que presuntamente estin
consideradas como evidencias en casos legales. %7

En el caso de observar que los resultados de las pruebas presuntivas apuntan hacia la
identificacion de cocaina, serd necesario proceder con la prueba confirmativa, por lo que la
muestra se procesara mediante extracciones, a manera de determinar la presencia de
cocaina o sus metabolitos, analizando el extracto mediante HPLC acoplado a
Espectrometria de Masas; mediante este analisis se identificaran y confirmaran la presencia
de cocaina y sus metabolitos principales. =

Los constituyentes separados e identificados seran comparados con un estindar de cocaina,
que se tratara de la misma manera.

B. TIPOS DE MUESTRA.

En general todos los xenobidticos pueden ser determinados en matrices biologicas y de
manera directa e indirecta.

Asi como también en matrices no biologicas se pueden determinar sustancias de interés
legal por métodos directos e indirectos.
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Matrices biologicas.

Sangre, orina, jugo gastrico, tejido corporal, cabello, etc.
Matrices no biologicas.

Polvo seco sospechoso, plantas, hojas vegetales, tabletas, etc.

En cualquier caso se sugiere primero que se lleven a cabo los andlisis presuntivos
(screening), como pruebas colorimétricas y en algunos casos se debe llevar a cabo la
cromatografia en capa fina, ya que por la gran cantidad de sustancia toxicas existentes no
seria posible llevar a cabo anilisis confirmalivos de muestras sin lener idea del tipo de
sustancia que se trata. De otra manera no se conocerian ni las condiciones, ni el proceso a
seguir para el analisis.

Las pruebas presuntivas seran siempre la base para cualquier analisis donde se sospeche de
presencia de drogas de abuso.

a. Matrices biologicas.

Aspectos legales relacionados con la toma y conservaciéon de muestras para un analisis de
xenobidticos en fluidos biolégicos.

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

= La toma de muestra debe ser supervisada con el objetivo de que no sea adulterada o
sustituida, lo que conlleva a la invalidacién de la misma.

= Las muestras para el analisis toxicologico deben recogerse teniendo en cuenta las
condiciones particulares de cada caso y las referentes a la distribucion y
metabolismo.

Se recomienda la orina, como muestra idénea para el andlisis de drogas de abuso,
sin embargo la sangre también es una buena muestra para el anilisis de este tipo de
sustancias, ya que se puede identificar la sustancia sin haber sido modificada
quimicamente, es decir se encuentra la sustancia y sus metabolitos de interés, asi
como la seleccion de las muestras adecuadas para el andlisis y su correcta
conservacion son requisitos indispensables en una investigacion toxicologica.

= Para muestras de orina se recomienda, inmediatamente después de su recoleccion,
tomar la temperatura y pH; si se sospecha de cualquier adulteracion, se debe
notificar al laboratorio.
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= Para muestras de sangre es conveniente obtener las muestras donde ésta fluya
libremente, sin necesidad de presionar algiin tejido, la razén es que, si se presiona se
recogera también fluido histico que puede tener concentraciones bastante diferentes
del toxico, introduciendo asi modificaciones importantes en la concentracion del
toxico detectado en la sangre.

= El éxito de la investigacion toxicoldgica se encuentra estrechamente ligado a la
cantidad, calidad y grado de conservacién de las muestras que se remitan. Las
diversas actuaciones de la toxicologia forense determinan el tipo de muestra y la
investigacion requerida en cada caso.

= En la practica las muestras para eslas investigaciones se reducen a sangre y orina,
que se remitirdn en cantidad suficiente para llevar a cabo los analisis pertinentes y
conservar una parte de aquéllas en el laboratorio durante algin tiempo para
posteriores comprobaciones.

Sin embargo no por esto, las muestras de tejidos o fluidos biolégicos dejan de ser de
gran importancia para el andlisis de toxicos de interés forense.

b. Matrices no biologicas.

Aspectos relacionados con la conservacién de muestras para el andlisis de sustancias
toxicas en matrices no biologicas.

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

= La toma de muestra debe ser supervisada con el objetivo de que no sea adulterada o
sustituida, lo que conlleva a la invalidacion de la misma.

= Cuando las muestras a analizar son hojas frescas, serd necesario para su mejor
conservacion y andlisis posterior, someterlos a secado, a continuacioén se mencionan
algunos métodos de conservacion y secado utilizados cominmente:

» Las hojas secas se pueden conservar en perfectas condiciones durante
algunas semanas en refrigeracion, en recipientes plasticos o bolsas de
papel.

o La forma mas facil de secar las hojas es ponerlas sobre hojas de
periodico o papel impreso, encima de una superficie plana, donde
corra el aire, separando y distribuyendo las hojas a lo largo de todo el
papel y sin que estén en contacto unas con otras; después de 2 a 3
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dias la mayoria de las hojas estaran secas, habiendo disminuido de
tamaifio y observandose también un cambio de color.

e La forma mas recomendada es colocar las hojas en un homno a una
temperatura de aproximadamente 30°C por algunas horas hasta el
secado, una vez secas las hojas se trituran y se procede con la
extraccion.

= Estas muestras se remitiran en cantidad suficiente para llevar a cabo los analisis
pertinentes y conservar una parte de aquéllas en el laboratorio durante algin tiempo
para posteriores comprobaciones.

C. Aspectos legales.

Aunque etimolégicamente la palabra narcdtico hace referencia al suefio inducido
artificialmente, en México y en muchas otras partes del mundo, siguiendo la doctrina
estadounidense, se les llama narcéticos a todas las sustancias prohibidas, ya sea que
produzcan suefio, lo quiten o simplemente no interfieran en las funciones del suefio. En la
terminologia oficial todas son narcéticas. Desde aqui es posible constatar que los criterios
de clasificacion oficial obedecen poco a la farmacologia y mucho menos a la etimologia.

La Republica Mexicana ha firmado una serie de acuerdos internacionales que le obligan a
prohibir todas las sustancias que la Organizacion Mundial de la Salud considere objeto de
control internacional, no obstante, no existe una sola ley dentro del territorio nacional que
castigue el consumo de sustancias ilegales; por el contrario, el Articulo 195 del Cédigo
Penal seiiala que: "No se procedera en contra de quien, no siendo farmacodependiente se le
encuentre en posesion de alguno de los narcéticos sefialados en el articulo 193, por una sola
vez y en cantidad tal que pueda presumirse que esta destinada a su consumo personal".

Por su parte el Articulo 199 del mismo codigo establece: "Al farmacodependiente que
posea para su estricto consumo personal algin narcético de los sefialados en el articulo 193
no se le aplicara pena alguna". Asi pues, tanto farmacodependientes como no
farmacodependientes estan protegidos por la ley en cuanto al consumo y a la posesion de
pequefias cantidades. La posesion de cantidades mayores a las que se explicaran en las
tablas anexas al Codigo Penal se castiga con diversas penas puesto que eso cae ya dentro
del delito tipificado como trafico de narcéticos (para la legislacion mexicana, un narcético

no es solo una sustancia que deprima el sistema nervioso central, sino cualquier sustancia
prohibida).

En el codigo penal para el Distrito Federal, en el titulo séptimo, delitos contra la salud,
céapitulo I nos explica acerca de: 2%

La produccion, tenencia, tréfico, proselitismo y otros actos en materia de narcoticos. Esto
se especifica en los siguientes articulos:

Lkl el
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Articulo 193. Se consideran narcéticos a los estupefacientes, psicotropicos y demas
sustancias o vegetales que determinen la Ley General de Salud, los convenios y tratados
internacionales de observancia obligatoria en México y los que sefialen las demas
disposiciones legales aplicables en la materia.

Los narcoticos empleados en la comision de los delitos a que se refiere este capitulo, se
pondran a disposicion de la autoridad sanitaria federal, la que procedera de acuerdo con las
disposiciones o leyes de la materia y su aprovechamiento licito o a su destruccién. 2%’

Tratiandose de instrumentos y vehiculos utilizados para cometer los delitos considerados en
este capitulo, asi como de objetos y productos de estos delitos, cualquiera que sea la
naturaleza de dichos bienes, se estara a lo dispuesto en los articulos 40 y 41. Para este fin
el Ministerio publico dispondra durante la averiguacion previa el aseguramiento que
corresponda y el destino procedente en apoyo a la procuraduria de justicia, o lo solicitard en
el proceso, y promovera el decomiso para que los bienes de que se trate o su producto se
destine a la imparticion de justicia, o bien, promovera en su caso, la suspension y la
privacion de derechos agrarios o de otra indole, ante las autoridades que resulten
competentes conforme a las normas aplicadas. B2

Articulo 194. Se impondra prisién de diez a veinticinco afios y de cien hasta quinientos
dias de multa al que:

1. Produzca, transporte, trafique, comercie, suministre atin gratuitamente o prescriba alguno
de los narcoticos sefialados en el articulo anterior, sin la autorizacion correspondiente a que
se refiere la Ley General de Salud.

Para los efectos de esta fraccion, por producir se entiende: manufacturar, fabricar, elaborar,
preparar o acondicionar algun narcético, y por comerciar: vender, comprar, adquirir o
traspasar algin narcético.

II. Introduzca o extraiga del pais alguno de los narcéticos comprendidos en el articulo
anterior, aunque fuere en forma momentanea o en transito.

Si la introduccion o extraccion a que se refiere esta fraccion no llegare a consumarse, pero
de los actos realizados se desprenda claramente que ésta era la finalidad del agente, la pena
aplicable serd de hasta las dos terceras partes de la prevista en el presente articulo.

III. Aporte recursos econémicos de cualquier especie, o colabore de cualquier manera al
financiamiento, supervisién o fomento para posibilitar la ejecucion de alguno de los delitos
a que se refiere este capitulo.

IV. Realice actos de publicidad o propaganda, para que se consuma cualesquiera de las
sustancias comprendidas en el articulo anterior.

Las mismas penas previstas en este articulo y, ademas, privaciéon del cargo o comision e
inhabilitacién para ocupara otro hasta por cinco afios, se impondran al servidor publico que,
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en ejercicio de sus funciones o aprovechando su cargo, permita, autorice o tolere
cualesquiera de las conductas sefialadas en este articulo. *

Articulo 195. Se impondra de cinco a quince afios de prision y de cien a trescientos
cincuenta dias de multa, al que posea alguno de los narcéticos sefialados en el articulo 193,
sin la autorizacién correspondiente a que se refiere la Ley General de Salud, siempre y
cuando esa posesion sea con finalidad de realizar alguna de las conductas previstas en el
articulo 194.

Articulo 198. Al que dedicandose como actividad principal a labores propias del campo,
siembre, cultive o coseche plantas de marihuana, amapola, hongos alucinégenos, peyote o
cualquier otro vegetal que produzca efectos similares, por cuenta propia, o con
financiamiento de terceros, cuando en el concurran escasa instruccion y extrema necesidad
econdmica, se le impondra prisién de uno a seis afios.

Igual pena se impondra al que en un predio de su propiedad, tenencia o posesion, consienta
la siembra, el cultivo o la cosecha de dichas plantas en circunstancias similares a la
hipétesis anterior. **%°

Si en las conductas descritas en los dos parrafos anteriores no concurren las circunstancias
que en ellos se precisan, la pena serd de hasta las dos terceras partes de la prevista en el
articulo 194, siempre y cuando la siembra, cultivo o cosecha se hagan con la finalidad de
realizar alguna de las conductas previstas en las fracciones 1 y 1I de dicho articulo. Si falta
esa finalidad la pena sera de dos a ocho afios de prision.

Si el delito fuere cometido por servidor publico de alguna corporacion policial, se le
impondrd, ademas de la destitucion del empleo, cargo o comisién puablicos y se le
inhabilitara de uno a cinco afios para desempefiar otro, y si el delito lo cometiera un
miembro de las Fuerzas Armadas Mexicanas en situacion de retiro, de reserva o en activo,
se le impondra, ademés de la pena de prisién sefialada, la baja definitiva de la Fuerza
Armada a que pertenezca y se le inhabilitara de uno a cinco afios para desempefiar cargo o
comisién publicos.

En la ley general de salud en el capitulo VI en el apartado de sustancias psicotrépicas. Se
encuentran los siguientes articulos:

Articulo 255. En relacion con las medidas de control y vigilancia que deberan adoptar las
autoridades sanitarias, las substancias psicotropicas se clasifican en cinco grupos:

I. Las que tienen valor terapéutico escaso o nulo y que, por ser susceptibles de uso
indebido o abuso, constituyen un problema especialmente grave para la salud
publica.
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II. Cualquier otro producto, derivado o preparado que contenga las substancias
sefialadas en la relacion anterior y cuando expresamente lo determine la Secretaria
de Salud o el Consejo de Salubridad General, sus precursores quimicos y en general
los de naturaleza analoga.

III. Las que tienen algun valor terapéutico, pero constituyen un problema grave para la
salud publica.

IV. Las que tienen valor terapéutico, pero constituyen un problema para la salud
publica.

V. Las que tienen amplios usos terapéuticos y constituyen un problema menor para la
salud publica.

VI. Las que carecen de valor terapéutico y se utilizan corrientemente en la industria,
mismas que se determinaran en las disposiciones reglamentarias correspondientes.
28,29

A continuacion se mencionan los siguientes puntos relacionados con la toma y
conservacion de muestras para andlisis de sustancias toxicas en matrices biol6gicas y no
biolégicas.

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

o

La toma de la muestra debe ser supervisada con el objetivo de que no sea adulterada
o sustituida lo que conlleva a la invalidacion de la misma.

3. Es importante mantener las muestras en frié y en un lugar oscuro en el periodo de
tiempo entre su toma y el analisis de las mismas.

4. Cuando la muestra llega al laboratorio se debe de revisar contra las solicitudes de
peritaje para asegurar que los datos coincidan plenamente, guardando una de las
muestras para reiteracion de los andlisis si fuera necesario.

5. Las solicitudes de peritaje deben contener:

a) Organo que solicita el peritaje y antecedentes del caso.
b) Nombre y apellidos del implicado, edad y peso.

¢) Fecha, hora y tipo de muestra que se colecta.

d) Tiempo aproximado dcl ultimo consumo.
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e) Sustancias consumidas en las altimas horas o dias.
f) Patrén de consumo.

g) Temperatura y pH de la muestra en el momento de su recoleccion.

6. Los casos se deben inscribir en un registro de entrada, dandole a la misma un

numero consecutivo que sera escrito en los frascos y en solicitud de peritaje por la
persona que la reciba, anotando también la cantidad de muestra recibida, hora de
recepcion, etc.

Si los andlisis no se comienzan en el momento de la recepcion de las muestras
deben guardarse en condiciones apropiadas dependiendo de 1a muestra.

< Lo mas recomendable es el envio de sangre total con adicién de un

anticoagulante adecuado, tan pronto como sea posible. Se centrifuga para separar el
plasma y evitar que la hemolisis de los eritrocitos interfiera con el analisis posterior.

< La cocaina es un éster, y este puede ser hidrolizado facilmente durante el

almacenamiento a temperatura ambiente, e inclusive a bajas temperaturas, por las
esterasas presentes en la sangre y tejidos; asi mismo el pH alcalino durante la extraccion
puede promover que ésta sea hidrolizada.

< Para contrarrestar la actividad esterasica, se puede adicionar a la muestra

solucién de fluoruro sédico al 1% p/v, la hidrélisis también puede reducirse llevando el
pH de la muestra por debajo de 4.

8. Es importante mantener una completa seguridad y confidencialidad en todo

momento, cualquier informaci6n relacionada con el caso debe considerarse secreta
y colocarse en un lugar seguro.

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

Los objetivos que se persiguen en el terreno médico-legal mediante el analisis de este lipo
de muestras son los siguientes:

I

Establecer el diagnostico de enfermedades que interesan con fines judiciales.
Comprobar un estado téxico y su prondstico o circunstancias.

Detectar el consumo de drogas de abuso.
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La normativa correspondiente es la siguiente:
Sangre total sin coagular:

s Agente conservante: Dos gotas de heparina o de solucion al 10% de fluoruro sodico
o EDTA-K; por cada SmL de sangre.

e Cantidad: Como minimo 20mL para la investigacion toxicologica general
(screening) v la posterior confirmacion y cuantificacion del téxico.

e Tipo de recipiente y rotulado: Las muestras se dispondran en recipientes de tamafio
adecuado, preferentemente limpios y secos, y cerrados herméticamente. Cada
recipiente debe llevar una etiqueta con indicacién de la muestra contenida, nombre
del paciente, fecha, procedencia de la muestra y cualquier advertencia sobre las
precauciones en su manipulacion (SIDA, hepatitis, etc.).

C. TRATAMIENTO.

La extraccion de la cocaina se efectia utilizando disolventes organicos, por ejemplo:
metanol, éter, hexano, cloroformo, entre otros, asi como también dcidos y bases diluidas.

a. Extraccién a partir de suero.

La sangre es una de las muestras biologicas mas utiles para la identificacion de toxicos y
especialmente para el andlisis cuantitativo. Sin embargo no hay que olvidar, que los
toxicos orgdnicos basicos alcanzan concentraciones muy bajas en esta muestra, siendo
muchas veces dificil su deteccion por los métodos de screening.

También debe tenerse en cuenta el hecho de la distribucion del téxico en la sangre.
Normalmente los toxicos se distribuyen entre los eritrocitos y el plasma en proporciones
variables para cada sustancia.

La mayor parte de los toxicos orgdnicos van disueltos en el plasma o unidos a proteinas,
mientras que son pocos los que se transportan unidos a los hematies. Por ello la sangre
total y el plasma son las muestras mas representativas para este caso.

Usando sangre total nos aseguramos, de que, tanto los toxicos que se concentran en los
eritrocitos, como los que se unen a las proteinas van a estar presentes en la muestra
analizada.
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Sin embargo el plasma resulta mds comodo, ya que posee menos interferencias y pigmentos

que la sangre y, se evita la formacion de emulsiones con los disolventes orgéanicos, como
5

sucede frecuentemente con la sangre total.

D. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Tomando en cuenta que este proyecto se encuentra orientado al desarrollo de un método
analitico para identificacion y cuantificacion, no cabe duda que es necesario mencionar la
importancia de la validacion del método, para ello sera requerido validar este método, asi
mismo, es de gran valor el sugerir al laboratorio interesado en llevar a la prictica este tipo
de andlisis, la importancia de la acreditacion en este método.

Debe considerarse y recordarse que al tratarse de matrices bioldgicas, se deben tomar las
medidas de bioseguridad, ya que este tipo de muestras se consideran potencialmente
peligrosas o infecciosas y manejarse de acuerdo a la normatividad aplicable.

La validacion de métodos analiticos es parte fundamental del desarrollo de una nueva
formulacion y de la técnica de andlisis, ya que es durante esta secuencia de pruebas y
anélisis, donde el quimico se da cuenta si el estudio, el cual estd siendo evaluado
sisternaticamente, cumple con los propésitos para los cuales fue disefado.

La validaciéon de un método analitico se define como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requerimientos para las aplicaciones analiticas deseadas.

El proceso de validacion de un método en particular estd basado en principios cientificos
adecuados y ha sido optimizado para propésitos practicos de medicion.

Como ya se habia mencionado antes la cocaina es una sustancia de uso ilegal, por lo que
los resultados obtenidos serdn de gran valor al ser presentados en una corte, que esperara
mediante la informacién proporcionada soportar o impugnar los argumentos presentados,
con el fin de indicar sanciones penales; por esto es importante la fundamentacion y
homogencidad en los resultados presentados tanto por la defensa como por la parte

acusadora sobre la misma prueba, para que esto sea posible es necesario llegar a la
validacién. *'

Las muestras deben manejarse de acuerdo a un PNO establecido previamente; los estudios
deben ser realizados de acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion y con apego a las Buenas Practicas Clinicas.
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Con respecto a las condiciones de almacenamiento de las muestras, se debe evaluar la
estabilidad del o los compuestos presentes en la matriz biologica, bajo las condiciones de
almacenamiento en las que se mantendran las muestras, por un periodo por lo menos
equivalente al que transcurre desde la obtencion de la muestra hasta su analisis.

Se debe evaluar la estabilidad del o los compuestos por analizar al congelar y descongelar a
temperatura ambiente muestras de concentracion conocida del o los compuestos en la
matriz biologica; esto constituye un ciclo de congelacion-descongelacion. Se deben evaluar
al menos dos ciclos de congelacion-descongelacion antes de analizar las muestras AL

Para llevar acabo una validacion es necesario delimitar un proceso, el cual se base en los
siguientes puntos:

1. Realizar la validacion del método analitico con el mismo tipo de matriz biologica
que aquella de las muestras biologicas.

2. Antes de la validacion, establecer los criterios para aceptar o rechazar los
experimentos de validacion; sustentar cientificamente estos criterios y documentar
las medidas correctivas

3. Llevar a cabo la validacion una vez establecidas las condiciones analiticas, e incluir
como minimo los pardmetros que se describen a continuacién:

v" Rango: establecer el intervalo en funcion de las concentraciones esperadas del
compuesto por analizar.  Este debe estar constituido al menos por cinco
concentraciones distintas sin incluir las muestras blanco, y debe incluir el limite de
cuantificacién y concentracion maxima del rango.

v Recuperacion absoluta: analizar al menos por triplicado un minimo de tres
concentraciones conocidas; baja, media y alta del o los compuestos por analizar en
matriz bioldgica, dentro del rango. Comparar estos resultados con las respuestas de
soluciones del mismo compuesto en las mismas concentraciones y en los mismos
disolventes. El porcentaje de estas razones no necesariamente es el 100%, pero debe
ser reproducible en cada nivel dentro del rango.

v" Linealidad: definir un modelo que describa la relacion matematica entre
concentracion y respuesta. Esta relacion debe ser continua y reproducible a lo largo
del rango.

v Precision.
> Repetibilidad: analizar en un mismo dia por quintuplicado, un minimo de
tres concentraciones conocidas; baja, media y alta del o los compuestos por analizar en
la matriz biolégica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de
calibracion, pero deben incluirse en el rango. El coeficiente de variacion no debe ser
mayor que el 15%.
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» Reproducibilidad intralaboratorio: analizar por duplicado durante tres dias,
un minimo de tres concentraciones conocidas; baja, media y alta del o los compuestos
por analizar en matriz biolégica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la
curva de calibracién, pero deben incluirse en el rango. El coeficiente de variacion no
debe ser mayor que el 15%.

v Exactitud: ¢l valor promedio de las determinaciones en cada nivel de
concentracion de los datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del
+15% del valor nominal de concentracion.

v" Estabilidad: determinar las condiciones de temperatura y tiempo entre otros,
en las que el compuesto permanezca estable en la matriz biolégica, durante su
manejo, almacenamiento y procesamiento, al evaluar la respuesta de la concentracion
del compuesto por analizar en la matriz biolégica, en muestras preparadas al menos
por duplicado, a tres niveles de concentracion dentro del rango.

v" Limite de cuantificacién: analizaior por quintuplicado la concentracion mas
baja del rango de trabajo. Se considera que el punto tiene validez comao limite de
cuantificacién, si su valor promedio cae dentro del +20%.

v Limite de deteccion: determinar la concentracion a la cual la sefial del
compuesto por analizar en la matriz biolégica puede distinguirse en los niveles de
ruido o de una muestra libre del compuesto de interés.

¥ Selectividad: establecer la selectividad del método al analizar muestras blanco
de la matriz biologica proveniente de por lo menos seis individuos. Evaluar el
método contra posibles interferencias (por ejemplo: metabolitos, productos de
degradacion del compuesto de inierds y cualauier olro farmaco o sustancia
administrada de manera contaminante). No deben existir interferencias en la

cuantificacion del compuesto por analizar *'.

Finalmente se debe elaborar un informe detallado de la validacién del método analitico que
incluya todos los criterios antes descritos.
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E. METODO PROPUESTO PARA EL ANALISIS DE COCAINA.

1. Centrifugar para separar los eritrocitos del suero esto se realiza a 1200rpm por 3
minutos.

2. La extraccion se realiza con un cartucho de balance lipofilico-hidrofilico (HLB) de
lec/30mg.

3. Para precipilar proteinas, se agrega al cartucho una mezcla de metanol-agua (1:1), a un
mL de suero, que previamente ha sido colocado en el cartucho, ademas se deben
agregar 20pL de dcido fosforico.

4. Después de esto se hace un lavado con metanol al 5% en agua; este se realiza para
eliminar las proteinas u otras moléculas grandes que pudieran estar presentes en la
muestra.

5. Eluir con metanol. Esto se hace para arrastrar las moléculas de interés, que en este caso
es cocaina.

6. Concentrar la muestra bajo flujo de nitrégeno a 40°C y reconstituir con una mezcla de
agua-metanol 80:20 v/v, estas condiciones son para correr la muestra en fase reversa.

7. Método de HPLC con columna C18, de 39mm x 150mm con precolumna de 3.9mm
x20mm. La precolumna se utiliza para conservar en buenas condiciones la columna.

8. La muestra esta constituida por ImL de extracto de suero rcconstituido.

9. lLa fase movil consta de A) fosfato de potasio 20mM a pH 7 y B) metanol. Estas
condiciones se utilizan para que no existan cambios en la molécula de interés, que en
este caso se trata de cocaina.

10. La velocidad de flujo es de 1.0mL por minuto.
11. La deteccion es con un detector de UV a 235nm.

12. Finalmenle se inyecla la muestra al equipo de Espectrometria de Masas, para que sea
identificada y cuantificada. Este equipo debe estar a su vez acoplado al sistema de
lonizacion por Electro Spray.

13. Estos equipos cuentan con bibliotecas electrénicas donde se pueden comparar Jos
resultados obtenidos y dar un resultado confiable en el area de la quimica legal.

UTAM FEs-%
51




DISENO DE UN METODO PARA IDENTIFICAR ¥ CUANTIFICAR COCAINA EN SANGRE
POR HPLC/MS

VI. CONCLUSIONES

Al realizar la revision bibliografica sobre las propiedades de la cocaina, se encontré que
puede ser encontrada sin modificacion en sangre, principalmente en suero, pero también
puede encontrarse su principal metabolito, el cual nos da una sefial del consumo de este
farmaco.

Cabe mencionar que este farmaco también puede ser encontrado en orina pero en mayor
medida su metabolito por lo que se han realizado mucho mas estudios en muestras de este
tipo.

Los métodos presuntivos que se encuentran en uso actualmente son muy ttiles, ya que nos
dan una orientacién de si el firmaco de interés este presente en la muestra.

Los resultados que se esperan son muy semejantes a los obtenidos en un Cromatégrafo de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas, es decir tanto el cromatograma como el
espectro de masas, como el mostrado en la figura 14, el cual fue proporcionado por
Laboratorios Azteca S.A. de C.V.

[as vaoning e indledo propuesto son: la metodologia de extraceion es de manera muy
wenphunicnto de los métodos de TIPLC/MS son precisos y exactos, por lo que se
reduce ¢l andlisis y permite la identiticacion y cuantificacion tanto de cocaina como de sus

metabolitos de intercs.

Ademas de que estos equipos cuentan con bibliotecas electronicas de diferentes
compuestos, en donde los resultados de las muestras son identificados y comparados
inmediatamente con estas.

También deben anexarse tanto los datos del individuo, como de la sustancia que se busca:

¢ Nombre.
e Edad.
e Sexo.

e Suslancia que se busca.
» Sustancia encontrada.

* Fecha y hora del estudio.
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Finalmente con base en el Diplomado en Quimica Legal, al validar este método de
identificacién y cuantificacion de cocaina se puede dar un soporte legal en el hallazgo de la
cocaina o su metabolito principal (benzoilecgonina). Sin embargo no puede determinarse
con que frecuencia se utiliza esta droga ni el deterioro o severidad del dafio a la persona.
Pero de esta manera si se puede dar una respuesta o dictamen confiable en el marco legal
accrca del uso o consumo de la cocaina.

Chronatogram Plot
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FIGURA 14.. Cromatograma y espectro de Masas de Benzoilecgonina por GC/MS.
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