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RESUMEN

Afio 2005. Siglo XXI
;Nuestra humanidad es regida por las drogas?

Reportes recientes revelan una sociedad llena de violencia, muerte (asesinatos,

suicidios, accidentes), robos, corrupcion; en resumen un mundo decadente.

Las drogas se pueden definir segin la OMS y Enciclopedia Multimedia Encarta, :
como toda sustancia quimica de origen natural o sintético, que afectan las funciones del
organismo vivo cuyo fin es afectar las funciones del Sistema Nervioso Central, en el caso
de los psicoactivos o modificar el estado animico, inhibir el dolor o alterar las percepciones

sensoriales. >

Entre las drogas mds comunes y que han tenido un mayor auge en la sociedad,
tenemos a todas aquellas que se han denominado como drogas de abuso; entre las que
encontramos a: cocaina, marihuana, benzodiazepinas, anfetaminas, meta-anfetaminas y

opidceos.

Pero, ;como y dénde poder identificar si las personas consumen estas drogas?
Partiendo de esta interrogante, surge la necesidad de incrementar la eficiencia de los
métodos analfticos (determinando las condiciones optimas de trabajo) ya establecidos para
la identificacién de los metabolitos de estas drogas; también, el implementar el uso de
nuevas tecnologias y de distintos solventes que nos ayuden a optimizar estas técnicas de

identificacion, disminuyendo con esto el tiempo de trabajo y los costos."”

Con este trabajo se desarrollé un método analitico con una gran eficiencia para la
identificacion y confirmacion de la presencia de los metabolitos de las drogas de abuso més
comunes en orina; manejindose en este trabajo los metabolitos de la cocaina y la

marihuana.



CLASIFICACION DE LAS DROGAS QUE PRODUCEN DEPENDENCIA
Una clasificacién que sigue siendo util es Ia sugerida por la OMS en 1975.%

Grupo 1° (opidceos). Opio y derivados naturales, semisintéticos o sintéticos, Morfina, herofna,

metadona, etc.
Grupo 2° (psicodepresores). Barbitiricos, benzodiazepinas y analogos.
Grupo 3°. Alcohol etilico.

Grupo 4° (psicoestimulantes mayores). Cocaina y derivados (crack), anfetaminas y derivados,

katina o norpseudoefedrina, etc.
Grupo 5° (Alucindgenos). LSD, mescalina, psilocibina y otros).
Grupo 6° Cannabis y sus derivados (marihuana, hachis).

Grupo 7° (sustancias voldtiles). Solventes volatiles como tuoleno, acetona, gasolina, éter, oxido

nitroso, etc.

Grupo 8° (psicoestimulantes menores), tabaco, infusiones con cafeinas, colas, etc.

Grupo 9° Drogas de disefio.



3. MARCO TEORICO

DROGAS DE ABUSO
3. COCAfNAM

s El nombre de coca parece que deriva de la palabra inca Kohka, que significa
“4rbol por excelencia”.’

s La cocaina se obtiene de las hojas de Erythoxylon coca, 4rboles indigenas de
Bolivia y Peni

e FEn 1855 un quimico alemén de apellido Gaedcke afsla de las hojas de coca un
alcaloide al que llama erythroxyline por el nombre genérico de la planta.

e Estimulantes: Efecto de incrementar el estado de alerta y actividad. Producen
tolerancia, gran dependencia psicolégica y un grado mediano de dependencia

fisica. Anfetaminas, Nicotina, Cafeina, Cocaina.®
3.1.1 BREVE HISTORIA.

Hasta mediados del siglo XIX la coca y sus derivados gozan de gran prestigio como
estimulantes de uso terapéutico. Tiempo después, es0s mismos beneficios comienzan a
percibirse como "riesgos seductores" que acabarfan siendo una "amenaza para la sociedad”.
De cualquier forma y sea cual sea la perspectiva desde la que se mire, sembrar coca y
comerciar cocaina (coca o perica) y otros de sus derivados siempre han sido actividades

rentables.

La cocaina, un alcaloide que se extrae de las hojas del arbusto de la coca el cual se
conoce con el nombre cientifico de Erythroxylum coca y se encuentra principalmente en
América del Sur. En Medicina se empleaba como anestésico en cirugia de la nariz y de la
garganta y como vasoconstrictor para disminuir el sangrado en las intervenciones

quinirgicas.'



El abuso de esta sustancia crecié mucho en la década de 1970 y es responsable de un

gran nimero de alteraciones fisiolégicas y psicolégicas. El crack es un tipo de cocaina
sintética muy adictiva que surgio en la década de 1930 como tratamiento de los catarros y
la fiebre del heno y mas tarde se conocié su accion sobre ¢l sistema nervioso. Durante
cierto tiempo se emplearon como adelgazantes. Su unica aplicacion médica hoy es el
tratamiento de la narcolepsia, una alteracién del suefio caracterizada por episodios diurnos

de suefio incontrolables por el paciente y en el tratamiento de la hiperactividad infantil.

Los sindromes de retiro son apatfa, largos perfodos de suefio, irritabilidad, depresién y

desorientacién.?

3.1.2. CARACTERISTICAS GENERALES Y ESTRUCTURA"

3.1.2.1. Nombre quimico o sinénimos: Metil benzoilecgonina, Neurocaina;

Clorhidrato de cocaina, Cocafna base, Crack, entre otros menos comunes.
3.1.2.2. Formula empfrica: C;; Hz NO4.
3.1.2.3. Peso molecular: 303.4,

3.1.2.4. Aplicaciones o Usos: Médicos y laboratorios recomendaban la
cocaina como un "buen alimento para los nervios" destinado a combatir habitos de
alcohol, opio o morfina, ¢ incluso para "conceder sempieterna vitalidad. En aplicacién
externa, en forma de pomada o ungiiento es un vasoconstrictor que corta hemorragias ¢
inhibe la transmisién de impulsos en las fibras nerviosas. Debido a esto ultimo se
convirtié en el primer anestésico local de la cirugia modema; se usa en intervenciones
oftdlmicas y de otorrinolaringologia hasta antes del descubrimiento de nuevos
anestésicos. Mientras que otros derivados de la coca como la benzocaina, la lidocaina y
la procaina se comercializan. En 1884 Sigmund Freud empieza a recetar la cocaina en

pequefias dosis como antidepresivo. 36814



3.1.2.5. Composicién quimica de la cocaina: La cocafna es una benzoilmetil ecgonina, La
ecgonina es una base amino alcohdlica intimamente relacionada con la tropina. La cocaina

es asf un éster de Acido benzoico y una base que contiene nitrégeno.

Las hojas del arbusto de la coca tienen la presencia de materias minerales, taninos, y dcidos

clorogénicos; flavonoides y pequefias cantidades de aceites esenciales.

El alcaloide mas importante y abundante (30-40%) es la cocaina 0 metilbenzoilecgonina,
éster del 3-(-hidroxitropano o pseudotropanol) y 4cido benzoico.

La benzoilecgonina es muy soluble en agua caliente, en etanol, insoluble en éter; soluble en
diluyentes Acidos y alcalinos." >

3.1.2.6. Presentaclén: La cocaina, se encuentra como un polvo blanco y cristalino de

sabor ligeramente amargo, en ofras ocasiones como sustancia sélida beige. En

presentacion de cocaina base, se caracteriza por tener un 95% de pureza, ripida absorcion y

10, 41

ripido aumento de los niveles plasméticos.




3.1.2.7. Estructura:

HaC

Figura 2. Estructura quimica de la cocaina.
3.1.3. DOSIFICACION

Las dosis bajas de cocafna pura rondan entre los 50 y los 100 mg; las medias entre 150 y
200 mg; y las altas entre 250 y 500 mg. En consumidores no habituados, sobrepasar el
gramo puede ser letal. Principalmente por via nasal (mucosas), aunque también se inhala o
se aplica por via oral, via endovenosa, via intramuscular, via sublingual, gingival (encfas) o
parenteral; teniendo también como vias de administracién aun pareciendo insélito, la via
genital, ocular y rectal. Actualmente se ha desarrollado una presentacién de esta droga
conocida como crack que puede ser fumada o inyectada. Provoca euforia, excitacion,
incremento del ritmo cardiaco y la presién arterial, insomnio y pérdida del apetito. Los
efectos de las sobredosis son: agitacién, incremento en la temperatura corporal,

alucinaciones, convulsiones y posible muerte.””~



Figura 3. Accesorios para suministrar cocaina y realizar cortes.*!

3.1.4. DATO CURIOSO.

Las soluciones de cocafna utilizadas en clinica (anestesia topica) variaban del 1 al
10%.

Portar menos de 2 g de CLORHIDRATO DE COCAINA o 2 g de SULFATO
DE COCAINA s¢ considera como consumo personal vy no se aplica ninguna
sancion de acuerno con leyes y normas aplicadas para la Republica Mexicana, Una
cantidad mayor sc considera como trifico y si esth sujeia a penalizacién. Una dosis
media consignada como consumo personal ¢s de 150 y 200 mg de clorhidrato de
cocaina.

En 1885 un farmacéutico americano, J.S. Pemberton del {french wine of coca, ideal
tonic}, imitecién de una preparacion comercializada, ¢l Vino Mariani. Pemberton,
cambio la formula, reemplazo el alcohol por extracto de cola y sustituyendo el agua
natural por agua gascosa: habia nacido la Coca Cola ® (A.G. Candler, 1892) que
sblo faltaba suprimir la COCAINA de la formula inicial (1903).3"*°



3.1.5. FARMACOCINETICA.

Siendo una base débil con un pka de 8.6 aproximadamente. En su forma bdsica, tanto en
sangre como en el humo, llega a los pulmones, la cocaina atraviesa las membranas
celulares en forma rapida y eficaz. Atraviesa la barrera hematoencefélica,'® '*
Absorcién: Hay diferentes formas, es absorbida rdpidamente por cualquier via,
teniendo una vida media aproximada de una (1) hora. Teniendo en consideracion que los

efectos se correlacionan con la via de administracién. Tabla. 1.

Aspirando por una fosa nasal ¢l polvo de cocaina, también puede fumarse "en base" e
inyectarse; inhalada se requieren algunos minutos para experimentar las primeras
sensaciones que suelen durar aproximadamente 40 minutos; si se inyecta o se fuma el

efecto es mds rdpido y més intenso pero dura menos tiempo. Tabla. 1

¢ Las vias de acceso mas comunes son por inhalacién o intravenosa.
e La vasoconstriccion que produce limita la rapidez de absorcion.
e Se absorbe en todos los sitios en los que se aplica incluyendo las mucosas.

* Cuando se administra por via bucal se hidroliza y pierde efectividad.

Distribucién: La cocaina se biotransforma en higado y una vez que la cocaina fue
administrada, es distribuida ampliamente por todo el organismo; variando el volumen de
distribucién de 1.5 a 2 L/kg (57% por via oral y aproximadamente 70% fumada).

Biotransformacién: La cocaina es metabolizada por la enzima: colinesterasa
plasmatica y hepética. Algunos metabolitos son biotransformados, dependiendo la via:

Fumada, la droga se polimeriza a una serie de compuestos quimicos siendo el
principal metabolito la anhidroecgonina metil ester (AEME), conocida también como metil

ecgonidina.*

Mientras que cuando es esnifada o aplicada por via intravenosa el principal
metabolito es la BENZOILECGONINA."



Eliminacidén: Aunque parte se excreta inalterada por orina, otras por heces, ufias y

pelo.

Sus metabolitos se eliminan principalmente en orina, pudiéndose detectar

hasta 48 hrs. después del consumo, mientras que en pelo o ufias, su deteccion es de semanas

o meses.*
Tabla I. FORMAS DE ABUSO.
O DE CONCENTRACION VIADE PORCENT VELOCIAD CONC. DURAGION DESARROLLO
SUSTANCIA DE COCAINA ADMINISTRACION | ENPLASMA APARCION MAGMA EFECTO8 DEPENDENCIA
DE EFECTOS PLASMA
HOJASDE | 05-16% Mascado 20-30% | LENTA 60 30-60 NO
COCA infusion oral Mirutos Minutos
CLORHID. | 12-76% topica; oculer 20-30% | RELATIY. B-10 0- 80 Sl
COCAINA genitalintranasal RAPIDA Minutos Minutos | LARGO PLAZO
(esnifar)
CLORHID. | 12-76% parenteral; 100% RAPIDA 30-46 10-20 Sl
COCAINA endovenosa Segundos | Minutos |  CORTO PLAZO
subcutansa,
intramuscular.
PASTADE | 40-85% Fumada 70-80% | MUYRAPIDA | 810 510 Sl
COCA (Sulfato de cocaina) Segundos | Minutos | CORTO PLAZO
COCAINA | 30-80% Inhalada-fumada | 70-80% | MUYRAPDA | 810 B-10 Sl
BASE. {akealoide cocaina) Segundos | Minutos | CORTO PLAZO

Tabla 1. Formas de abuso de las diferentes presentaciones de la cocaina.”




3.1.6. FARMACODINAMICA.

Es un potente inhibidor de la recaptacion de tipo 1 de noradrenalina, dopamina y
serotoning, lo que facilita la acumulacién de esos neurotransmisores en la hendidura
sindptica; debido a que la cocaina se comporta como una amina simpaticomimética de

accion indirecta.??

Si, aumenta la concentracién de noradrenalina = aumenta presién arterial,

dilatacioén pupilar, sudoracién, temblor, etc.

A nivel somdtico, el consumo de cocaina ocasiona: dilatacién de pupilas,
disminucién de la sensibilidad al frio, relajamiento muscular, aumento en la presién
sanguinea y aceleracion de la frecuencia cardiaca. Como resultado de la accion supresora
en los centros reguladores de apetito en el cerebro, también se experimenta falta de
apetencia. Como la cocaina es un vasoconstrictor, su inhalacién constante provoca la

degeneracidn del tejido local dafiando la membrana mucosa.

En caso de ser fumada habitualmente, ocasiona infecciones en las vias respiratorias
¢ incluso puede llegar a provocar un edema pulmonar. Los sintomas de abuso comienzan
pareciéndose a los de un resfriado crénico combinado con insomnio y pérdida de peso. En
casos graves de abuso, se experimentan mareos, vomitos, irritabilidad y alucinaciones con
temas recurrentes como insectos que circulan bajo la piel; ademas de perforacion del
tabique nasal en caso de inhalarla, infecciones cutdneas en caso de inyectarla o hemorragias
pulmonares en caso de fumarla. No se han detectado dafios genéticos en bebés cuyas
madres usan cocaina habitualmente.*
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3.1.7. EFECTOS FARMACOLOGICOS! * ?

Acciones y patrones de uso en los cuales presenta efectos subjetivos de acuerdo a la via de

administracion.

En dosis moderada puede producir:

Mejorfa de 4nimo
Aumento de energfa
Estado de alerta
Disminucién del apetito
Ansiedad

Locuacidad
Irritabilidad

Insomnio

3.1.8. TOXICIDAD *'1?

La cocaina puede producir toxicidad grave, a veces en forma inesperada; o una intoxicacién

aguda que se refleja por una hiperactividad de los sistemas.

Arritmias cardfacas

Isquemia miocardicas

Infarto

Miocarditis

Insuficiencia cardiaca congestiva
Coagulacion intravascular indeterminada.
Depresion respiratoria

Espasmo cerebro vascular isquémico
Rabdomiolisis con insuficiencia renal aguda
Convulsiones

Isquemia cerebral (infarto cersbral y déficit isquémico transitorio).
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3.1.9. PSICOTOXICIDAD

Aumento de la ansiedad
Ideacion paranoide
Alucinaciones principalmente visuales

Trastomos de la percepcion y pseudoalucinaciones
TOLERANCIA #

Desarrollo de 1a tolerancia

Se desarrolla tolerancia a algunos de los efectos centrales de la cocaina.

Hay tolerancia al "arrebato” de euforia,

Pequefia tolerancia a los efectos sobre la frecuencia cardiaca y presion arterial.

Es poco probable la tolerancia a las alteraciones cardiovasculares.
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3.1.11. TECNICAS DE IDENTIFICACION PARA COCAINA.'®4

Para identificar cocaina s¢ emplean las siguientes técnicas.

» Observacion macroscdpica aspecto (polvo blanco, beige, amarillento).

s Reacciones quimicas.

¢ Reaccion de Bouchardat,

e Reaccion de Tiocianato de cobalto.

e Reaccidn de Scott (modificada) (la pasta y la cocaina base dan reaccion

negativa),

¢ Reaccion de nitrato de plata.

* Cromatografia en capa fina.

¢ Espectrofotometria de infrarrojo.

CUADRO 1. PRUEBAS

precipitacién) '* 4

PRESUNTIVAS PARA COCAINA (coloracién y

REACTIVO RESULTADO GRUPO IDENTIFICADO
Tiocianato de cobalto coloracién azul Cainas

Scout Anillo azul Cainas
Bouchardat precipitado café parduzco Alcaloides

Nitrato de plata Precipitado blanco Cloruros

13



Figura 4. Técnicas de coloracidn

Fuente: http/www.pgr.com.mx
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Figura. 5. Estructura de la cocaina base — clorhidrato de cocaina




3.1.12. METODO DE IDENTIFICACION DE EI, METABOLITO DE LA
COCAINA EN ORINA (GC/MS), 1% 154141119

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 5 ml de orina (agitar)

2.- Agregar 0.5-0.7 ml de Hidréxido de amonio (agitar)

3.- Agregar 5ml de la solucién de cloroformo-etOH (70:30) 6 (80:20) y agitar
extraer fase organica.

4 - Realizar dos extracciones mas con la solucién

5.- Realizar una ilitima extraccién con puro cloroformo (agitar)

6.- Juntar los extractos y centrifugar por Smin. a 4000 — 5000 rpm

7.- Llevar a sequedad el extracto bajo corriente de nitrégeno a 60-70 °C

8.- Derivatizar* con 40pl y agitar

9.- Incubar por 30 min. A 60 °C

10.- Agitar, dejar enfriar e inyectar 1ul al el equipo de GC/MS

* El derivatizante empleado es el BSTFA con 1% de Si (CH3); * Cl
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Condiciones del equipo GC/MS

Temperatura de la columna:
Temperatura inicial 120°C mantener por un minuto
Rampa:
15°C/2min hasta 280°C
Picos caracteristicos (iones) que se ven en el Espectro de Masas:

82, 240, 361 y 256.

G
\ SICHa)s
)
Ha
|E 3‘). _SI(CHy)s 240 - 122
% P
HaG,
N 2 si
(CHa)z
0/
0
o
348

Esquema 1 .Fragmentacion de las benzoilecgonina derivatizada en el espectro de masa.
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Espectro de masas denotando los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 6. Espectro del GC/MS del metabolito de la cocaina derivatizado.
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3.2. MARTHUANA 136

Las plantas pertenecientes al género Cannabis en cualquiera de sus tres variedades:
sativa, indica y rudelaris. Las 3 variedades de Cannabis son plantas originarias de
las planicies de Asia Central, difundida a todo el globo terrdqueo gracias a la
intervencion humana.

A causa de su propagacion y adaptabilidad ambiental, la Cannabis tuvo un gran
impacto en las expresiones de diversas culturas.

Alucinégenos: Efecto de sensaciones, emociones, alucinaciones y cambios en la
percepcion; producen tolerancia y dependencia psicolégica: Acido D-lisérgico
(LSD.), Marihuana, Mezcalina, Dimetyltriptamina (D.M.T.), Dimetoxy-4-
Methilanfetamina (S.T.P.), Phencyclidine hydrocloride (P.C.P.)

3.2.1. BREVE HISTORIA.

Los asirios, conocfan la hierba y se sabe que la usaban al menos desde el siglo IX A.C.

como anestésico y para enfrentar el viaje a la muerte.

En los escritos sdncristos se habla de las “pildoras de la alegria” compuestas con goma de

ciflamo y azicar.

El cannabis ha sido utilizado profusamente desde la antigiledad en continentes como

Asia y Africa para combatir diversos males Si bien su valor comercial y terapéutico no

fue reconocido y utilizado en los Estados Unidos hasta principios del siglo XX, tras su

prohibicién en 1937, actualmente se debate la legalizacién debido a sus posibles usos

medicinales. 2
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La concentracién de sustancias psicoactivas depende de la variedad de la Cannabis:

la mas psicoactivas son la indica y la sativa y la menos concentrada es la rudelaris.

Para aquellos sujetos que han fumado marihuana por primera o hasta quinta vez han
reportado no sentir ningin cambio psicolégico perceptible a pesar de suffir los cambios
fisicos mas inherentes, o sea, alteracion cardiaca, sequedad bucal y enrojecimiento en los
ojos.; algunos otros mencionan, risa incontrolable y sentimiento de bienestar asi como
periodos de introspeccion, ademds de sensacion de extrafieza , ansiedad, paranoia o pénico,
especialmente en casos en los que la droga se consume en un lugar piiblico o bajo alguna

amenaza potencial.2% *°

El consumidor habitual deja de percibir estos efectos iniciales a medida que se
acostumbra a estar en un estado modificado de conciencia y a partir de entonces las
sensaciones que encuentra son bastante mas subjetivas como introspeccion, creatividad,
tranquilidad, relajacion, percepcién aumentada o especializada, etc. Sin que estos estados
subjetivos dejen de depender como siempre de la circunstancias del consumo y de la
cantidad de la marihuana,

A medida que los efectos van desapareciendo, suele surgir un gran apetito,
preferentemente alimentos dulces. Weil y sus colaboradores comprobaron que la teotfa de
que se debia a una hipoglucemia provocada por la accién de los componentes activos de la
hierba era un error, ya que ellos encontraron que no hay cambios de importancia en los
valores sanguineos del aziicar después de haber fumado Cannabis. Su nueva teorfa sugiere
que los alimentos dulces son oportunos para aumentar la glucosa disponible y mantener la

oxigenacién 6ptima.’’
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3.2.2. CARACTERISICAS GENERALES Y ESTRUCTURA

3.2.2.1. Nombre quimico o sindénimos: El nombre cientifico de la marihuana es
Cannabls sativa L.; de esta planta se obtienen principalmente dos productos ilicitos: la
droga como material vegetal y el hachfs. ~ Marihuana (foque, mota, hierba, chora, grifa,
chuby, churro, flexo, bacha, juanita, material).” %!

3.22.2. Composicién quimica: Posee una mezcla compleja de més de 400
componentes, 60 de las cuales estan relacionadas con el tetrahidrocanabinol A-9 THC. Son
terpenofenoles que se clasifican en varios grupos de acuerdo con su estructura; de entre los
que destacan por ser los principales, estd el A-9-THC, CBD, CBN (cannabinol). Otros
constituyentes: acido cannadidiélico, cannabigerol, canabicromeno, enire otros mas., que es
el principal psicoactivo de esta planta. También contiene otros cannabinoles como el A-8
que es el segundo activo; el resto de ellos son inactivos o activos débiles que tienen el
potencial de aumentar su actividad junto con el THC. +2"2*

La droga posee ademis flavonoides, aceite esencial, alcaloides derivados de la

espermidina.
La semilla contiene un 30-35% de aceite fijo, de uso industrial.

Solubilidad: Un aceite viscoso pricticamente insoluble en agua, soluble en 1: 1 de

etanol y 1:1 de acetona, soluble en solventes no polares.'

3.2.2.3. Aplicaciones o Usos: las semillas se usan como alimento para péjaros, al
extraer el aceite, el cual tiene propiedades secantes y se usa en pinturas. La fibra tiene uso
en la industria textil para fabricar cuerdas y alpargatas mientras que en la industria papelera
para fabricar papel de fumar y bolsas de té.

20




3.2.2.4. Caracteristicas morfolégicas de Ia planta: La altura dc la planta
adulta varia de entre uno y dos metros, es principalmente dioica, a veces también monoica;

sus hojas dentadas y en forma de palma abierta. Tieno el tallo estriado y las hojas son
palmeadas, con 5-7 foliolos, las flores son verdosas y estdn agrupadas en racimos

terminales, 2!

Figura 7. Caracteristicas morfologicas de la planta

La sftura de e
plante mcufte
varim entre uno
¥ metros.

Fuente: hittp:/’www.el-mundo.es/salud

3.2.2.5. Presentacién o apariencia: El cammabis sativa es fhcilmente
reconocible por sus hojas dentadas y en formna de palma abierta, muchos dicen que
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es como hierba de olor semejante a orégano quemado; sustancia gomosa de color

negro-café.

Figura 7.1. Cannabis sativa L.

Fipam 25. Cannabis sativa L

Referencia: 1
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3.2.2.6. Estructura del A-9- THC

CHy

N-THC A-THC-COCH

Figura 8. Estructura quimica de la biotransformacion del A-9- THC

3.2.3. DOSIS

El producto herbaceo fumado en dosis de 0.2 a 0.5 gramos; produce euforia,
inhibicién relajada, incremento de apetito y pérdida de orientacion.

3.2.4. DATO CURIOSO.

* Se quiere sugerir que la planta sea un medicamento (por sus principios activos).

e Se esta creando un inhalador para reducir problemas del sistema respiratorio. > >
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3.2.5. FARMACOCINETICA.

Hay diferentes formas de absorcién, durante afios se ponfa dérmicamente en todo el cuerpo
o en donde estaba el dolor su preparacién era sencilla y antigua por mencionarlo as,
solamente se ponia la hoja en alcohol y como se dice se aplicaba una friega de alcohol con
marihuana. En este apartado nos enfocaremos en la via de absorciéon mas conocida y

aplicada en nuestro tiempo, la fumada. > *!

Absorcién: Debido a su forma de administracion, mediante el efecto de primer
paso: llega a los alvéolos de los pulmones y posteriormente atraviesa las membranas

celulares en forma répida y eficaz. Atraviesa la barrera hematoencefalica,

Distribucién: Se distribuye rdpidamente puesto que una vez pasado por pulmones

entra a sangre (circulacion general); biotransformandose en el higado.

Blotransformacion: (Ver esquema 1). Biotransformacién del A-9-THC que se lleva
a cabo en pulmones e higado. El A-9 THC llega a los alvéolos posteriormente una vez en
sangre, este se fija a proteinas de la sangre, llega a higado y sufre un proceso de
biotransformacion de fase 1 convirtiéndose en A-9-11-carboxiTHC; este a su vez sufre otra
biotransformacién de reaccién de fase 2 en donde se enlaza al Ac. Glulucoronido para su
eliminacién.® '*

Eliminacién: Siendo una sal orgénica polar, es soluble en agua o mejor dicho en
este caso, se solubiliza en la orina. Es asf como puede ser mds fécilmente eliminada por
filtracién glomerular y secrecion tubular en rifién. Cuando es eliminacion renal (filtracién
glomerular); el intestino grueso absorbe al 11-carboxi-THC-glucorénido, en donde se

hidroliza nuevamente y se reabsorbe (absorcion entero hepética) y va a sangre. *

Otra se acumula en tejido adiposos (los metabolitos de la marihuana son lipofilicos).
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A’- Tetrahidrocannabinol (THC) 11-Hidroxi-A’- THC

O-Glucorénido

11-Nor-9-carboxi-A’- THC- mono-/diglucorénido 11-Nor-9-carboxi-A®- THC

Esquema 2. Biotransformacién del A-9-THC
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3.2.6. FARMAODINAMICA

Uno de los érganos que se ve més afectado o en el que tiene mayor accién el THC es el

cerebro:

En el cerebro, el THC activa neurorreceptores del tipo de la dopamina gue ponen en marcha
en el sistema limbico respuestas cerebrales de las consideradas de «recompensa». El
Tetrahydrocannabinol (THC), es el compuesto activo que produce varios tipos de efectos

29
en el cuerpo humano, =~

Esquema 3. Farmacodinimica del THC

Fuente: hitp: www.el-mupdo.es'sajud

La marihuana actiia sobre el hipotalamo, Este punto es el centro neurdlgico que segrega

hormonas a la hipofisis y controla el apetito.
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3.2.7. EFECTOS FARMACOLOGICOS: **

Una sobredosis produce:

e Fatiga
e Paranoia

* Posible psicosis.
Los sintomas de retiro pueden ser:

¢ Insomnio,
e Hiperactividad
* Pérdida ocasional del apetito,

La marihuana previene ataques epilépticos en algunos pacientes., es psicoactivo, esto

quiere decir que afecta a la mente
Posibles dafios al Sistema Nervioso por las sustancias usadas para su cultivo:

¢ Sindrome de desmotivacién.

¢ Disminucion de la capacidad creativa e intelectual.
o Esterilidad en el hombre.

e Trastornos en el ritmo ovulatorio de la mujer.

o Factor de riesgo para cincer 8 veces superior al del tabaco
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3.2.8. SENSACIONES FIiSICAS

Pérdida parcial de la sensacién de tiempo
Relax (relajacién) y tranquilidad
Disminucién de la ansiedad

Aumento leve de Ia libido

Desinhibicién

3.2.9. PSICOTOXICIDAD:

Los efectos psicologicos no son ficiles de describir, ya que en si, la intoxicacién con
cannabis tiene diferentes sintomas y son de cardcter impredecible. Cada individuo tiene una
experiencia diferente en cada ocasion que la utiliza. Tomando esto en consideracion, sélo
es posible mencionar algunos aspectos generales que aparecen como constantes en varias

investigaciones cientificas:

Aumento agudeza visual
Aumento en el sentido tactil
Aumento en el sentido gustativo

Aumento en el sentido auditivo

En dosis bajas:

Suele experimentarse ademas de los efectos antes mencionados.

e Un descenso considerable en el nivel de atencién

* Una sensacién de conciencia personal mas marcada.

En dosis medias los cambios son mas visibles,




En dosis altas pueden producirse:

e [lusiones visuales

¢ Lasitud

* Somnolencia que culminan en un suefio profundo.

3.2.10. TOLERANCIA:

Se ha reportado que produce tolerancia y ademas una ligera dependencia flsica.

3.2.11. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE CANNABIS SATIVA L. '*'54

e Observacién microscdpica
e Reacciones quimicas:
o Reaccién de Duquenois modificada
o Reaccién de O-Dianisidina (azul répido b)

o Reaccién de Beam

CUADRO 2. TECNICAS DE IDENTIFICACION DE CANNABIS SATIVA L.
(coloracion e identificacidn)

REACTIVO RESULTADO GRUPO IDENTIFICADO
Observacion al microscopio | Tricomas -

Dugquenois anillo violeta/azul A9 -THC
Ortodianisidina coloracién roja A-9 - THC

29



3.2.12. METODO DE IDENTIFICACION DEL METABOLITO EN ORINA
(GC/MS). +10-11,1519,41

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 5 ml de orina (agitar), centrifugar 5 min/3000rpm
2.- Agregar 1ml de KOH (10N) (agitar)

3.- Incubar 25 min a 65°C

El objetivo de la incubacion es el romper el enlace entre el dcido glucorénido con el
delta-9-THC.

4.- Agitar por 5 min aproximadamente y dejar enfriar a temperatura ambiente

5.- Agregar 2ml de 4cido acético glacial, agitar por 5 seg. aprox. y regular pH (4 +/-
0.5)

6.- Agregar 2ml de la solucién de n-heptano-acetato de etilo (80:20) y agitar por Smin
y extraer fase orgénica.

7.- Realizar dos extracciones mds con la solucién

8.- Juntar los extractos y centrifugar por 10min. a 3000 rpm

9.- Llevar a sequedad el extracto bajo corriente de nitrégeno a 50-55°C
10.-Derivatizar con 40 ul y agitar

11.- Incubar por 30 min. A 70 °C

12.- Agitar, dejar enfriar e inyectar 1 pl.
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Condiciones de Ia columna del cromatbgrafo

Temperatura inicial 130°C mantener por un minuto

15°C/2min hasta 280°C

Picos caracteristicos (iones) que se aprecian en el Espectro de Masas:

371,473 y 488
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3.2.13. ESPECTRO DEL GC/MS

Cromatograma de gases

TIC: 13581.0

,
4o , ‘»J o |"-.

~ Scan ITATEYVTRETID

1

47
3 Puuy R woMs e o ,>
oo, LT 383 Asr A e T

"348 30 375 360 388 300 306 400 408 415 415 420 425 430 438 ado 445 450 455 ido 438 410 mdo&'ﬁmuubo

A5 ey, s+ (o e e

350 450 a0 sb 5507 800 Y 1oo e 8% Qb0 950 1000 1080 1100

Espectro de masas denotando los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 9. Espectro del GC/MS del metabolito de la Mariguana derivatizado.
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3.2,

BENZODIACEPINASS®Y

Randal en 1957 encontré un compuesto con propiedades potentes como
miorrelajante, sedante y anticonvulsivo. Este descubrimiento fue fortuito. El
compuesto fue el clordiazepoxido que se comercializé en 1960 (librium).

Depresivas: efecto de reducir la ansiedad e inducir al suefio. Producen dependencia
fisica y psicolégica. Alcohol, barbitiricos, methaqualona, glutethimide;
tranquilizantes menores como Diazepam (Valium), Chordiazepoxide (Librium);
tranquilizantes mayores como Phenothiazinas (Largactil), Thioridazine (Mellarel),

Thifluoperazine (Stelazine)."

331L. BREVE HISTORIA

Randal en 1957 encontré un compuesto con propiedades potentes como

miorrelajante, sedante y anticonvulsivo, Este descubrimiento fue fortuito. El compuesto fue

el clordiazepéxido que se comercializo en 1960 (Librium). *°

Tres afios mds tarde se distribuy6 el diazepam (Valium). Desde entonces la cifra de

compuestos sintetizados supera facilmente los 2.000 y en el mercado se hallan alrededor de

40.

El diazepam fue el firmaco mds prescrito en el mundo durante un tiempo. Las

benzodiazepinas estan intimamente relacionadas con el estrés psiquico y social, de ahi que

la mayoria de las recetas son dadas por médicos diferentes a los psiquiatras.
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3.3.2. CARACTERISTICAS GENERALES Y ESTRUCTURA. 5164

3.3.2.1. Aplicaciones:

En el tratamiento del insomnio y la ansiedad
Reduce el miedo

Produce euforia

USOS:

Ansiedad: se utiliza mucho como ansiolitico y como antiemético.
Miorrelajante: en espasmos musculares.

En las reacciones extrapiramidales: como anticonvulsivante.
En la disnea.

En la mioclonfa multifocal.
En el insomnio: existen otras benzodiazepinas mas especificas.

3.3.2.2. Presentacién: *

Por lo general son comprimidos con diferentes formas farmacéuticas

VALIUM (comprimidos de 3 y 10 mg, ampollas de 10 mg)

DIAZEPAM PRODES (comprimidos de 2.5, 5, 10 y 25 mg, gotas, ampollas de 10
mg y supositorios de 5 y 10 mg)
STESOLID (microenemas de 5 y 10 mg)
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3.3.2.3. Composicién:

Son sustancias liposolubles. Poseen un nicleo quimico comiin, con los 4tomos de nitrégeno
en las posiciones 1 y 4 del anillo B (1, 4- benzodiazepinas). Son tres anillos: A-B-C. Las
benzodiazepinas con actividad farmacolégica, tienen sus modificaciones basicamente en el

anillo B. 1?

3.3.2.4. Estructura del diazepam (m#s comin):

Figura 10. Estructura del diazepam,

3.3.3. FARMACOCINETICA

La farmacocinética es esencial para prescribir estos farmacos y seleccionar uno de

ellos, cabe recordar: que son sustancias liposolubles,*?

Absorci6n:

Se absorben oralmente en forma facil (se reporta que todas las benzodiazepinas se
absorben por completo por via oral, excepto el cloracepato, que se descarboxila con rapidez
en el jugo gastrico); por ser liposoluble la absorcién por via intramuscular es errdtica (a
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excepcion del loracepam). La administracién intravenosa requiere que se haga lentamente,

en casos de urgencia, valorando el riesgo de depresion respiratoria.

Distribucion:

Circulan por sangre unidas a las proteinas plasmaticas entre 85 y 100%, atraviesan la

barrera placentaria y la excretan por leche materna.
Biotransformacién: Observar esquema: proceso de biotransformaci6n del Dizepam
Es hepético. Es importante saber que la mayoria de las benzodiazepinas tienen metabolitos

activos y la vida media de estos puede ser el doble de la sustancia de origen. La vida media

se utiliza como criterio de eleccion y clasificacion. *> 1*

Benzodiazepinas de accién larga: (méds de 24 horas). Diazepam (Valium). Bromacepam
(Lexotan), etc.

Benzodiazepinas de accién intermedia: (mds o menos 10 horas). Loracepam (Ativan).
Alprazolam (Xanax), etc.

Benzodiazepinas de acci6n corta: (menos de 5 horas). Triazolam (Somese). Midazolam

(Dormicum), etc.

Eliminacion:

La excrecion es renal basicamente, un porcentaje pequefio se excreta por bilis. Con lo que
respecta al metabolito activo de estas reacciones, se conjuga con écido glucorénico y se

elimina por la orina. %
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33.4. FARMACODINAMICA. %34

Son cuatro los efectos bdsicos: ansiolitico, anticonvulsivo, miorrelajante y sedante-
hipnético.

Mecanismo de accién. La accién principal de la benzodiazepina estd relacionada con el
GABA. El Acido gama amino-butirico es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema

nervioso central.

Las benzodiazepinas se fijan en lugares especificos de los receptores GABA y provocan un
aumento de la afinidad del receptor GABA por su neurotransmisor GABA. Esto conlleva al

paso de los iones de cloro a la neurona.

Se sabe que hay dos subtipos de receptores de las benzodiazepinas en el sistema nervioso
central (también llamados receptores W). Receptor BZ1 (W1) y BZ2 (W2). Los receptores
BZ1 posiblemente estdn més implicados con el suefio y los receptores W2 o BZ2 con la

cognicién, memoria y control motor.

Hay casos en los que existen sustancias no benzodiazepinicas, utilizadas como hipnéticos.

3.3.5. Efectos farmacoldgicos: *

Cada benzodiazepina posee una proporcién distinta, lo que determina su perfil de accién,
entre las que se tienen:

o Ansioliticos
* Sedantes o hipnéticos
e Anticonvulsivos

¢ Miorrelajantes
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Proceso metabolico del diazepam

O-Glucoronido

COOH

HO
OH

Oxazepam O-Glucoronido

Esquema 4. Proceso metabélico del diazepam '* '
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3.3.6. TECNICAS DE IDENTIFICACION PARA BENZODIACEPINAS '*4

Benzodiazepinicos

- Observacién: comprimidos, grageas, capsulas e inyectables

- Reaccion de coloracién:

Reaccion de Bratton-Marshall

- cromatografia en capa fina

- espectrofotometria de infrarrojo

CUADRO 3. PRUEBA PRESUNTIVA PARA BENZODIAZEPINAS

REACTIVO

RESULTADO

GRUPO IDENTIFICADO

Bratton-Marshall

Coloracidn azul-violeta

nitrégeno
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33.7. METODO DE IDENTIFICACION DEL METABOLITO (OXAZEPAM) EN
ORINA (GC/MS), 11115 19,41

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 10 ml de orina (agitar), centrifugar 10 min/3500rpm

2.- Agregar 3ml de [HCI] o B-glucoronidaza (agitar)

3.- Incubar 15 min a 65-70°C

4.- Dejar enfriar a temperatura ambiente y agregar 10 ml de éter de petrdleo,
(realizar 3 extracciones).

5.- Agitar por 5 min en forma manual

En caso de emulsién y generacion de gases, poner en hielo el tubo.

6.- Extraer fase orgénica.

7.- Juntar los extractos y centrifugar por Smin. a 4000 rpm

8.- Llevar a sequedad el extracto bajo corriente de nitrogeno a 50-55°C
Cuidado al llevar a sequedad pueden generarse cenizas

9.- Derivatizar con 40 pl y agitar*

10.- Incubar por 20 min. a 70 °C**

11.- Agitar, dejar enfriar e inyectar 1 ul al equipo de GC/MS.
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* y ** No tiene mucho caso, debido a que se pueden obtener los mismos resultados,

evitando asi el gasto de derivatizante y tiempo.

Condiclones del equipo
Temperatura inicial 100°C mantener por un minuto
10°C/1min hasta 230 °C
15°C/2min hasta 280°C
Picos caracteristicos (iones) que se aprecian en el Espectro de Masas:
Oxazepam: c/derivatizante:
429, 430 y 431 incluyendo los iones 415 y 401
oxacepam: s/derivatizante:
77, 205, 237, 239, 238, 267, 268, 269, siendo los m4s caracteristicos:
Por abundancia: 268, 239 y 205
Bromazepam:
57,79, 105, 179, 305, 314 y 331
Flunitrazepam

224,252,271 y 298.
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3.3.8. ESPECTRO DEL GC/MS. (Sin derivatizar).

Cromatograma de Gases
Abundance TIC: [BSB11A-11B.D
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Espectro de Masas denlotando los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 11. Espectro del GC/MS del oxacepam s/derivatizar.
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3.4. ANFETAMINAS y META-ANFETAMINAS

¢ L. Eledano sintetiz6 las anfetaminas en 1887 y no fue sino hasta 1929 Gordon Ales
descubrié el eledano (sulfato de anfetamina) y su dextroisomero con mayor
actividad el sulfato dextroanfetaminico, el cual tiene la capacidad de estimular el
sistema nervioso central, en 1931 comenzaron a estudiarla. Durante la Ley Secany
se cred un nombre comercial llamado bencedrina, cuyo principal isémero era la
dextroanfetamina .**

¢ La palabra anima, deriva de la palabra amoniaco la composicion quimica de la
anfetamina es CoHsCN tanto en el mercado legal como en el negro se venden
soluciones inyectables o tabletas (Bifetamina, Bencedrina, Erc) en México Obocel
Complex la comercializacién como Lucofen y Redotex.

e Las formas de adulteracidn se dan a través de la efedrina y cafeina y su aplicacion

intravenosa es sumamente riesgosa.

3.4.1. BREVE HISTORIA DE ANFETAMINAS

Se puede ingerir por via respiratoria, digestiva o intravenosa; en el caso de la ingesta
digestiva los efectos empiezan en 30 minutos y se prolongan durante 10 horas, en
cualquiera de las otras el efectos es casi instantdneo pero la duracién es efimera, inhibe la
recaptura de adrenalina y estimula el sistema nervioso central, afecta el hipotdlamo
ocasionando falta de apetito entre otros. Las dosis leves van de 10 a 30 miligramos, siendo
que dosis mayores de 100 gramos son extremadamente peligrosas. Los efectos son
parecidos a los de la cocaina aumentando el estado de alerta, la falta de suefio, la
disminucién de la fatiga, mejora de animo y de confianza, euforia, depresién mental y
fatiga como efectos secundarios, incremento en el coeficiente intelectual, intranquilidad,
agitacion, resequedad bucal, sabor metélico, hipertensién, visién borrosa, el uso prolongado
puede ocasionar anorexia, infartos cardiopulmonares, paranoia, delirios y problemas renales

y hepiticos, la tolerancia es extremadamente alta iniciando con una dosis baja, después de 3
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04 semanas se necesita incrementar de manera considerable la dependencia psicolégica es
bastante alto y el sindrome de abstinencia puede durar semanas, la intoxicacién se
manifiesta por enrojecimiento facial, perdida de la coordinacién, dolor toraxico,
hipertension o coma, se¢ debe de administrar leche o carbén activado para evitar la
absorcién y provocar el vémito, cualquier sobredosis debe considerarse como urgencia

. 0,35
medica.?*?

META ANFETAMINA.

e La meta anfetamina se desarrollé en Japén en 1919 y se utilizé en 1938 en la
Segunda Guerra Mundial, se comercializé con los nombres de Maxitron y
Metedrina, aparecié en el mercado negro con el nombre de Clorhidrato de Meta
anfetamina conocido como CRACK.

e En el Oriente como Shabu o Sharon, en Estados Unidos como Hielo o Ice, en
Meéxico la compaiifa Robins la comercializé como Ambar.

+ Es un polvo blanco que puede concentrarse en comprimidb o en tabletas en forma
de rocas cristalinas con aspectos de cubos de hielo con el sobrenombre de Ice, 1a
adicién de un grupo de metilo en el &tomo del hidrégeno en la anfetamina da lugar a
la meta anfetamina, su forma de adulteracion es con cafeina y con

fenilpropanolamina **



3.4.1. BREVE HISTORIA DE META-ANFETAMINAS

Aunque la Meta-anfetamina puede administrarse de cualquier manera, es importante
sefialar que comiinmente lo hacen por medio intravenoso disolviéndola en agua destilada
como si fuera herofna, cuando es por via pulmonar fuméndose los cristales dindose una
intensidad de 3 a 5 horas. Es el estimulante mas fuerte del sistema nervioso central
altcrando la barrera hematoencefalica incrementa la produccién dc dopamina y
noradrenalina, una dosis oral de 10 a 30 miligramos produce ausencia de suefio, estado de
alerta, falta de fatiga, clevacién de humor, auto confianza, euforia, aumento en la actividad
motora y habla, mayor cantidad de trabsjo, mejora el rendimiento fisico, aumenta la
opresién, dilata las pupilas, cleva el azioar, produce insomnio, produce diarrea, sudoracién
y temblor en las manos, a largo plazo el higado y los rifiones sufren de desnutricién y
aparecen dafios cardlovasculares seguido por una psicosis. Curiosamente la mayoria de los
consumidores de meta anfetaminas tione una compulsién por armar y desarmar objetos
metélicos,” 3% %°

La tolerancia ¢s muy alta y de administrarse 30 a 50 veces la dosis puede provocar una
locura furiosa, ocasiona una dependencia psicolégica importante y el sindrome de

abstinencia provoca ansiedad, ataques de hambre, suefio y violencia depresiva.

Figura 12. Presentacién de las anfetaminas®®
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3.4.2. CARACTERISTICAS GENERALES Y ESTRUCTURA %% 1%

3.4.2.1. Nombre quimico o sinénimos: a-metilbenceno etamina; dl- o-

metilfenetilamina; 1-feni-2-aminopropano.
3.4.2.2. Férmula empirica: Co H; N
3.4.2.3. Peso molecular: 135,20

3.4.2.4. Aplicaciones o Usos: como coadyuvante en el tratamiento del

sindrome hipercinético (llevado por los sentimientos) en nifios.
En el tratamiento de la narcolepsia

Se ha utilizado en la epilepsia de tipo gran mal asociada a
fenobarbital para reducir la sedacién debida a éste. En algunos casos de pequefio

mal, sola o junto a succinimidas, puede evitar los ataques

3.4.2.5. Composicién: anfetamina, fenil-isopropilamina

3.4.2.6. Usos terapéuticos o aplicaciones:

La meta-anfetamina se recomend6 contra el mareo y la obesidad. En la
actualidad se utiliza como analéptico en las sobredosis ocasionadas por sedantes

hipnéticos.
3.4.2.7. Dosiflcacién:

Las dosis bajas de clorhidrato de meta-anfetamina van de 5 a 10 mg; las medias de 20 a 40
mg; y las altas de 50 a 90 mg. Dosis mayores pueden resultar letales entre consumidores sin

46




tolerancia. 2.5 a 40 mg/dia (0.15 a 0.5 mg/kg/dia) divididos en 2 a 4 tomas (8am — y medio
dia por ejemplo).

3.4.2.8. Presentacion: polvo ligeramente soluble en agua, soluble en alcohol, éter y

soluciones dcidas.

3.4.2.9. Estructuras:

Figura 13. Estructura quimica de la anfetamina y meta-anfetamina
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3.4.3. FARMACOCINETICA . %%

Absorcién:
Se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal
Distribuci6n:

Se distribuye ampliamente atravesando la barrera hematoencefalica. Su vida media varia
de entre 10 y 30 h,

Metabolismo:

Es resistente al metabolismo por MAO y COMT; una pequefia parte se metaboliza por
hidroxilacién aromética o alifitica y desaminacién; transformandose respectivamente en
dos metabolitos activos, la parahidroxianfetamina y la norefedrina. Teniendo un periodo de
vida de 8 a 12 horas.

Eliminacién:

Entre 70-90% se excreta sin modificar por via renal. La acidificacién de la orina
incrementa su eliminaciéon. Como dato curioso, las anfetaminas y meta-anfetaminas se

excretan sin transformacion por la orina en un 34%
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3.4.4. FARMACODINAMICA ™%

Es un agente simpatico-mimético indirecto que actia mediante la liberacién del

neurotransmisor adrenérgico desde la terminal presindptico.

Su actividad simpatico-mimética alfa y beta no es muy pronunciada en el hombre,
sobre todo si se emplea por via oral, aunque pueden aparecer palpitaciones, taquicardia,

hipertension, cefalea y sequedad de boca.

Induce un notable efecto estimulante del SNC produciendo: aumento de la actividad mental
y locomotora, disminucion de la sensacion de fatiga, insomnio, anorexia, ansiedad, temblor
o irritabilidad.

Ejerce un efecto calmante en niflos hipercinéticos. La d-anfetamina ejerce menos
efectos en el sistema cardiovascular que el 1-isémero o la mezcla racémica, pero es un
excitante de SNC mds potente.

3.4.5. EFECTOS PSICOLOGICOS Y FISIOLOGICOS *

Sus efectos de la meta-anfetamina son similares a los de la anfetamina, s6]o que su potencia
es mayor. De acuerdo al doctor Brian B. Hoff Man, los resultados principales de una dosis
oral de 10 a 30 mg son los siguientes: ausencia de suefio, estado de alerta y una sensacién
disminuida de fatiga, elevacién del humor, con mayor iniciativa, auto confianza y
capacidad de concentracién; muchas veces euforia; aumento de la actividad motora y el
habla. S6lo mejora el rendimiento de las tareas mentales sencillas y, aunque puede lograrse
realizar mayor cantidad de trabajo, el nimero de errores puede aumentar. Estos efectos no
son invariables y pueden revertirse con la sobredosificacién y el uso repetido. Mejora el
rendimiento fisico, en los atletas por ejemplo, y muchas veces se hace abuso del farmaco
para ello. El uso repetido o las dosis grandes casi siempre se siguen por depresién mental y
fatiga proporcionales al nivel de consumo; como consumo personal de clorhidrato de meta-

anfetamina es de 20 a 40 mg dentro de leyes y normas regidas para la Repiblica Mexicana.
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3.4.6. TOXICIDAD:

Aumentando presion sistélica y diastélica ocasiona: taquicardia, arritmias cardiacas y

aumenta la contractilidad del esfinter vesical.

3.4.7. METODO DE IDENTIFICACION DE ANFETAMINAS EN ORINA
(GC/MS)"' 10,11,14,19, 41

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 5 ml de orina (agitar), centrifugar 10 min/3500 rpm
2.- Agregar 1ml de NaOH IN (agitar), pH= 10-13.5

3.- Agregar 3ml de diclorometano o cloruro de metileno CH,Cl,
4.- Agitar con vortex por 15 seg,

5.- Centrifugar 5min a 3000 rpm

6.- Extraer fase orgénica.

7.- Adicionar 3 ml de MeOH-HCI (9:1)

8.- Extraer fase organica, juntar los extractos

9.- Llevar a sequedad el extracto bajo corriente de nitrégeno
10.- Reconstituir con solvente.

11.- Agitar, dejar enfriar e inyectar 1 pl al equipo de GC/MS.




Condiciones del equipo

Temperatura inicial 100°C mantener por un minuto
40°C/min hasta 230°C
15°C/min hasta 280°C
Picos caracterfsticos (iones) que se aprecian en el Espectro de Masas:
Anfetaminas s/derivatizante:
44, 91, 65, 120, 77
Meta-anfetamina s/derivatizante:

58,91,42,77
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3.4.8.1. ESPECTRO DE GC/MS (anfetaminas)

Cromatograma de Gases
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Espectro de Masas denotindose los iones caracteristicos del metabolito

Figura 14. Espectro del GC/MS de la anfetamina s/derivatizante.
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ESPECTRO DE GC/MS (meta-anfetaminas)

Cromatograma de Gases
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Espectro de Masa denotindose los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 15. Espectro del GC/MS de meta-anfetamina s/derivatizar.
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3.5. OPIO U OPIACEOS.

Se define en la Real Farmacopea Espafiola como “latex secado al aire,

obtenido por incisién de las capsulas todavia verdes de Papaver somniferum

L”.l

o Con opioide se designa todo farmaco natural o sintético, no procedente del

opio, cuya accion farmacoldgica es similar.

Adormidera. Cépsulas de distintas variedades del Papaver somniferum L.

Papaveraceae.'

¢ Lamorfina es el alcaloide fenatrénico mas importante del opio y el que le da
la caracteristica predominante

e Opidceos: Efecto narcético y analgésico. Producen tolerancia, dependencia

fisica y psicoldgica. Morfina, Herofna, Codeina, Meperidina (Demerol),

Methadona.®

3.5.1. BREVE HISTORIA.

La adormidera, es originaria de las regiones que bordean el Mediterraneo Oriental y
se tienen datos de que es cultivada desde el 3500 a.C., es una planta anual, la cual llega a
medir de 1-1.5 metros de altura, con hojas alternas y oblongas, lleva flores solitarias
grandes, teniendo como fruto una cépsula esférica u ovoide, colocada sobre un pediinculo
engrosado en su unidn, con semillas muy pequefias y numerosas (25,000-30,000). Una
caracteristica de esta planta es que por incisién de cualquiera de sus partes, la planta

segrega un latex." 2%
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En 1883, Dreser, un quimico alemén, aisld un opificoo nuevo gracies a la
acetilizacién del clorhidrato de morfina, In diacetyimorfina.

La accion de esta nueva droga sobre las vias respiratorias era tal, que se creyé que
habfa sido vencida definitivamente la tuberculosis, por lo que se le dio el nombre de
heroina (herfos, remedio enérgico). La herofna sin refinar se conoce como brown sugar

(azicar moreno); y ya refinada como horse o H.

Por lo general, la herofna so disuelve en agua y se inyeota dircotamente en las venas,

aunque también puede ser inhalada

Esta planta fuc introducida a México por los cspafioles. Alll se le dio el nombre de
amapola y comenz6 a utilizarse como narcético para producir suefio, especialmente en

casos de dolor severo,?*

Figura 16. Flor de la amapola.

Referencia: 38. 41
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Tabla. 2. Descripcion y diferenciacion entre opidceos y opiodes

Tipo
‘. Morfina

! Codeina

Opiaceos
~ Tebaina

i Papaverina
" Noscapina

" Herofna,
(3,6
+ diacetylmorph
na,
diamorfina
Semi- j DAM)

sintéticos

Oplodes Buprenorfina

Sintéticos |\ oo

Analgésico

Duracion del efecto: 4-5
horas

Vida media: 3 horas
Suprime la tos
Duracion del efecto: 4-6
horas

Vida media: 3-4 horas
Sustancia a partir de la
cual se sintetizan la
naloxona, naltrexons, y
buprenorfina

Espasmolitico o

Suprime la tos sin
adiccion potencial

Analgésico obtenido de
la morfina

Duracién del efecto: 4-5
horas

Vida media: media hora

Analgésico

Inhibidor de la
abstinencia

a opidceos a dosis altas
Duracidn del sfecto: 6-8
horas Vida media: 5
horas

Analgésico

Inhibidor de la
abstinencia

a opidceos a dosis altas
Duracidn del efecto: 8-48
horas

Vida media: 15-22 horas

Referencias: 28, 32.38.
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Inirinseca
Agonista

Agonista
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Antagonista
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3.5.2. CARACTERISTICAS GENERALES Y ESTRUCTURA >

3.5.2.1. Nombre quimico o sinénimo: 6-monoacetilmorfina, Morfina,

Fenatreno, Codeina, Tebaina, Bencilsoquinolina, Papaverina, Noscapina,

3.5.2.2. Aplicaciones: Propiedades calmantes, analgésico, deprime ¢l centro
respiratorio y el de la tos, disminuye el tono y peristaltismo de la fibra lisa intestinal, biliar,

etc., disminucién de secrecion biliar, retencién urinaria

3.5.2.3. Composicién quimica del opio:

Capsulas: contiene alcaloides isoquinoleinicos de tipo morfinano en proporcién variable

segiin las variedades de la planta.

Semillas: son ricas en lipidos (40-45%), predominando los glicéridos de dcidos grasos
saturados (4cidos oleico, linoleico y linolénico), 15% de ghicidos y 20% de prétidos. No

contiene alcaloides.

Opio: Agua (10-15%), materias minerales (5-6%), taninos, mucﬂﬁgos, azicares abundantes
(20%), 4cidos orgdnicos (4cido lactico, fumarico, etc.) y sobre todo mecénico, que puede

ser utilizado como marcador de identidad." %'

3.5.2.4, Presentacién de la Heroina: La heroina sin refinar es un polvo

granulado color canela; ya refinada es un polvo blanco, fino y cristalino, *!
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3.5.2.5 Estructura:

Morphine Codeine

Figura 17. Estructura quimica de la morfina y codeina

3.5.2.6. DOSIFICACION

Las dosis terapéuticas son de 5 a 10 mg por medio de inyecciones subcutdneas o
intramusculares. Como antitusfgeno se recomienda en dosis de 1.5 a 6 mg por via oral. Para
usos extrafarmacologicos, las dosis bajas rondan los 5 mg, las medias 15 mg y las altas mas

de 25 mg. La dosis letal se calcula en 250 mg para sujetos sin tolerancia, 2*°
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Figura 18, Utensilios utilizados y presentacién de la Herona®®

3.5.3. FARMACOCINETICA >
Absorcifn:

Los opiAceos son ficilmente absorbidos en tubo gastrointestinal, también se absorben por
mucosa nasal y por los pulmones y por via subcutédnea e intramuscular. El efecto de una

dosis es mucho menor por via bucal que por via parenteral.
Distribuclén:

La morfina libre abandona répidamente la sangre y se¢ concentra en el tejido
parcnquimatoso de rifién, pulmdn e higado. La morfina no se acumula en los tejidos y a las

24 horas disminuyen ias concentraciones tisulares.
Blotransformacién:

La desintoxicacion principalmente es por conjugacién con écido ghicurdnico.
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Eliminacién:

En orina se encuentran pequefias concentraciones de morfina libre y grandes de morfina

conjugada.

Al cabo de 48 horas se encuentran vestigios de morfina en orina pero la mayor excrecion se

realiza en las primeras 24 horas.

3.5.4. FARMACODINAMICA > &%

La inyeccioén intravenosa rapida de opioide produce ruboracidn cutdnea caliente y
sensaciones que se describen como orgdsmicas que se describe como "arrebato” o "Flash” y

pueden durar 45 segundos.

En el Sistema Nervioso Central la morfina produce somnolencia, cambios del
estado de 4nimo, y obnubilacién mental. Estos sintomas ocurren al administrar pequefias
dosis de morfina (5 al0 mg) a sujetos con dolor, molestias o preocupaciones. Cuando se
administran las mismas dosis en individuos supuestamente normales o sin perturbaciones

molestas, produce disforia, que consiste en ansiedad o temor leves, nauseas, apatia, etc.

El alivio del dolor es selectivo pues no se embotan otras modalidades sensoriales.
Hay aumento considerable de la tolerancia al dolor, aun persistiendo inalterada la capacidad

para percibir el dolor.

3.5.5. TOXICIDAD:*?

* Aparece irritabilidad, midriasis anorexia, irritacién cuténea, inquietud, temblor.
¢ Debilidad y depresion pronunciadas
e Nduseas, vomitos

e Presion arterial elevada
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e Escalofrios intensos, ruboracién y sudoracién excesiva.
¢ Calambres abdominales.

¢ Muerte

3.5.6. EFECTOS PSICOLOGICOS Y FISIOLOGICOS *

Segin describe Escohotado, las primeras administraciones de herofna se reciben con
manifestaciones de fuerte desagrado, entre las cuales destacan nauseas y vomitos. La
sensacion inicial se conoce como rush, una estimulacién placentera e inmediata de los

centros nerviosos de la parte superior del cerebro.
3.5.7. TOLERANCIA

e Se desarrolla un alto grado de tolerancia a los efectos de depresién respiratoria,
sedacion, analgesia, emesis y a los efectos euforizantes de los opioides o agonistas.
La utilizacién de la droga intenta la bisqueda del "arrebato" pero para esto debe
aumentar la dosis en forma constante.
Existe un elevado grado de tolerancia cruzada entre los opioides que ejercen sus
acciones en el mismo tipo de receptor. En cambio hay poca o nula tolerancia

cruzada entre los opioides que actian en diferentes receptores.

Un par de aflos después, la Aspirina® y la Heroina®, se anuncian juntas como

insuperables analgésicos y para contrarrestar varias enfermedades pulmonares.

Gracias a las estratosféricas ventas que ambos productos reportan durante casi tres
décadas, la firma Bayer pasa a convertirse en una poderosa empresa con aitisimos fndices

de exportacion




3.5.8. METODOS DE IDENTIFICACION DE OPIO U OPIACEOQS %154

CUADRO 4. PRUEBAS PRESUNTIVAS PARA OPIO (coloracién y precipitacién)

En el Laboratorio cuando llega esta Droga, se trabaja bajo condiciones de seguridad

estricta y con equipo especializado.

REACTIVO RESULTADO GRUPO IDENTIFICADO
Buchardat (+) precipitado color café|alcaloides
parduzco
Marquis (+) coloracién morada aminas
FeCl; + HClconc. (+) coloracion  marrdn-
morada

Nota: Estas reacciones las dan positivas: Herofna, Morfina y Opio

3.5.9. METODO DE IDENTIFICACION DEL METABOLITO EN ORINA (GC/MS).

NO PUDO SER PROPORCIONADO
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3.5.1. ESPECTRO DEL GC/MS

Espectro de masas denotandose los iones caracteristicos del metabolito

rn{mm #166054: Morphing §§ Morphinan-3,6-dici, 7.6-ddshydro-4 50~ ~ N ‘

j 000

|
|
10001 : ;

1

m-» 5 40 gﬁ T '® W 1 50150 1}15&50 1oo1+o w1 %mzwm’m'ﬂomﬁ“m '

T |

Estructura quimica de la morfina tomada de la biblioteca del equipo analitico GC/MS

Figura 19. Espectro del GC/MS de la Morfina.
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:15‘.'61.L I:{JNDAMENTO Y FUNCIONES DEL EQUIPO ANALITICO (GC/MS)" ™

CROMATOGRAFO DE GASES ACOPLADO A ESPECTROMETRO DE MASAS.
(CONFIRMATIVO),

La palabre cromatografia sc remonta dando a sus orfgenes griegos, que significa
“eseribir o dibujar con colores™, y se debe 2 que cn sus inicios csta técnica s¢ utilizaba para
separar pigmentos vegetales, obteniendo bandas de diferentes colores.

Fundamento de la Cromatografia de Gases/Espectrometria de masas (GC/MS)

Figura 19. Equipo Analftico GC/MS

En o términos mhs simples el instrumemto de GC/MS representa un dispositivo que scpara
mezclas quimicas (¢! componente de la Cromatografia Gaseosa) y un detector muy sensible
{el componente del Espectrémetro de Masas). Para determinar la masa molecular es
necesario jonizer la molécula mediante diferentes téenicas como Impacto electrénico (ET),
lTonizacion Quimica (CI), ctc. Las combinacionss cromatogrificas como b GC/MS
permiten ademés determinaciones cuantitativas de compuestos volftiles en muestras
complejas, previa separacin cromatografica,

Los ioncs formados son acelerados y enfocados hacia el analizador que los separs en
funcién de su relacion masa a carga (nVz) y son recogidos en un colector o detector que
registra in sefinl producida. Estas sefiales son digitalizadas y enviadas a un sistema
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informético que nos permite estudiar las sefiales recibidas, manipularlas y compararlas con

librerias comerciales de espectros ya registrados. El espectro de masas se representa en un
sistema de coordenadas indicAndose en el eje de abscisas la relacién m/z y en el eje de

ordenadas la abundancia ionica relativa de cada uno de los iones detectados.

PRINCIPIO DE OPERACION DEL EQUIPQ**#

La cromatografia de gases consiste en que para poder separar sustancias, tienen que estar en
un estado liquido o gaseoso para que por medio del vapor pueda ser cuantificado. Es un
método de separacién de mezclas por adsorcion o reparticién de mezclas, que consta de una

fase mdvil que es un gas y una fase estacionaria.

Una vez que la solucién de la muestra se introduce en la entrada del Cromatégrafo de Gases
se vaporiza inmediatamente debido a la temperatura alta (250 °C) y barrido sobre la
columna por el gas portador (generalmente helio). Un gas portador debe de reunir ciertas
condiciones:

1. Estabilidad a la temperatura de operacién de trabajo

2. Debe ser inerte para evitar interacciones (no debe de reaccionar con la muestra ni con
la fase estacionaria)

Debe ser capaz de minimizar la difusién gaseosa

Fécilmente disponible y puro

Econdmico

Tener densidad adecuada

& w s ow
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» Columna del cromatégrafo 519
Es el lugar donde ocurre la separacion. Se dice que es el corazén de un cromatdgrafo. Los
materiales con los cuales generalmente se pueden ¢laborar las columnas son: cobre,

aluminio, acero inoxidable, vidrio ¢ teflén

La muestra atraviesa la columna que experimenta los procesos normales de la separacion.
Mientras que los diversos componentes de la muestra emergen de la abertura de la
columna, fluyen en el interfaz capilar de la columna. Este dispositivo es la conexién entre
la columna de la Cromatografia Gaseosa y el Espectro de Masas. Algunas interfaces son

separadores y concentran la muestra via ¢l retiro del portador del helio.

Los espectrometros de masas constan de una fuente de ion, en la cual se produce un haz de
particulas proveniente de la muestra; un analizador (separador de iones) que separa
particulas de acuerdo a la masa; y un detector, en el cual los iones separados son

recolectados y caracterizados.

» Fuente de ion

La muestra entonces se incorpora al compartimiento de ionizacién. Existen dos métodos
potenciales para la produccién del ion. El método que con mas frecuencia es usado
posiblemente dentro del laboratorio de toxicologia es el de impacto del electrén (EI). La

alternativa que de vez en cuando se usa es la ionizacion quimica (CI). ¥

Tonizacién por impacto del electrén (El): Un haz generado por la limpara de tungsteno o
de filamento renio se utiliza para ionizar los dtomos de fase de gas o moléculas, Se forman

iones durante la colisién del haz y las moléculas de la muestra.
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Aqui M representa la molécula del analito y M” es su ion molecular. Los iones positivos
son acelerados por un campo eléctrico y transportado al campo magnético. Al cambiar el
voltaje de aceleracion, o sea la velocidad de la partfcula o la fuerza del campo magnético,

los iones de diferentes proporciones masa-carga pueden ser recolectados y medidos.

Ionizacién quimica (CI): Una pequefia cantidad de 4tomos gaseosos es ionizada por
colisién con dtomos producidos por el bombardeo del gas reactivo. Algunos gases reactivos
mas comunes son metano, ox{geno, amonfaco e hidrégeno. Creando un radical que
alternadamente afecte la molécula de la muestra para producir iones moleculares. En lugar

del ion molecular se obtiene la protonacién del mismo o su asociacién con el gas reactivo

Menos fragmentacion ocurre con el CI que con EI, por lo tanto las producciones del CI nos
proporciona menos informacién sobre la estructura detallada de una molécula, pero rinden
el ion molecular; el ion molecular no se puede detectar a veces por el método de EI, por lo
tanto se puede complementar el método de El con el método CI. Una vez que estd ionizado,
se utiliza un pequefio potencial positivo para rechazar los iones positivos fuera del
compartimiento de ionizacion.

» Analizador o Separador de Iones

El espectrémetro de masa separa individualmente los iones cargados de acuerdo a su masa.
Tres tipos principales de espectrémetros masas se usan en comercialmente en sistemas de

ICP-MS: el cuadrupolo, el tiempo-de-vuelo, y el sector magnético,
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Cuadrupolo®

El cuadrupolo del espectrometro de masas trabaja permitiendo que solo un tipo de
masa pase a través de &1 hacia el detector en un tiempo determinado. El cuadrupolo de
hecho clasifica a los iones de acucrdo a su relacion masa-carga (a menudo referida como
m/z). El cuadrupolo hace esto preparando la combinacién correcta de voltajes y
radiofrecuencias para guiar los iones con la m/z seleccionada entre las cuatro barras del
cuadrupolo. Los iones que no tienen la m/z selecclonada pasan afuera de los espacios entre
las barras y son expulsados del cuadrupolo,

El analizador de masas tipo cuadrupolo es un “filtro de masas”flg 20. Este combina
potenciales de DC y RF sobre las barras del cuadrupolo para que pueda pasar, solamente,
una relacion de masa/carga a través de €1, Por consiguientes, el resto de los iones no tendrén
una trayectorin cstable a través del analizador de masas de cuadrupolo y colisionardn con
las barras que lo conforman y no arribarén al detector:

norvesonant lon

Figura 21. Espectro de masas (interior)




La operacién de un analizador de masas cuadrupolar es tratada en términos de un

diagrama de estabilidad que relaciona el potencial aplicado de DC (U) y el potencial RF
(V(1)) y la frecuencia de RF (w) para una trayectoria de iones estable vs. inestable a través
de las barras del cuadrupolo.fig.21.

Dos barras opuestas tendran un potencial +(U+Vcos(wt)) y el otro par -
(U+Vcos(wt)); en donde U es un potencial fijo y Vcos(wt) representa campo de
Radiofrecuencia (RF) con amplitud V y frecuencia w.
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Figura 22. Cuadrupolo.

Cuando los ciclos cos(wt) con un tiempo (t), el voltaje aplicado sobre los pares
opuestos de barras variard en una manera sinusoidal (llamada as{ porque una gréfica de la
intensidad del campo eléctrico o magnético trazada en cualquier momento a lo largo de la
direccion de propagacidn serfa la grafica de una funcion seno. La funcién y = sen x describe
la variacién del seno de dngulos medidos en radianes. Es continua y periédica de periodo

2r, (se denomina funcidn sinusoidal) Fig.22.

A a
aw N N N

Figura 23. Funcién sinusoifal.
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pero en polaridad opuesta (debido a la compensacién). A lo largo del eje central del

cuadrupolo ensamblado y también el eje entre cada barra colindante la resultante del campo
eléctrico es cero. En la direccidn transversal de los cuadrupolos, un ion estard oscilando
entre los polos en una manera compleja dependiendo de su m/z, los voltajes Uy V y la
frecuencia, w, del potencial alternante RF. Por opciones convenientes de U, V y w
solamente los iones de una m/z estardn oscilando de una forma estable a través del
cuadrupolo hacia ¢l detector. El resto de los iones tendrdn una gran amplitud de oscilacién
causando que ellos choquen con una de las barras. En la préctica, la frecuencia w es un
valor fijo alrededor de 1-2 MHz.

La longitud y el didmetro de las barras determinardn ¢l rango de masas y la
resolucion que pueda ser lograda por el ensamble del cuadrupolo.

El poder de separacién de iones de un espectrémetro de masas se obtiene mediante el
cociente entre la masa del ion y la diferencia de masas entre dos picos resueltos en un

espectrémetro de masas.

R = m/Am
+ 300 ¥ Ve ~+1suo-
+ 200 -+ 1000
™
+100 +B00 g
; oy 0
]
- 100 - 500
- - 1000
=300 - 1800
Time
0 Mam 900

Figura 24. Grafico de disefio 6ptico para iones.
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Cambiando la inclinacién de la linea de escaneado cambiard la resolucién.

Incrementando la resolucion decrecerd ¢l nimero de iones que arriban al detector (la region
de la cima de la region estable que es delimitada por la linea de escaneado). Una buena

resolucion depende de la calidad de las barras que conforman el cuadrupolo.

Las barras del cuadrupolo pueden tener otras funciones aunadas al uso como filtro de
masas. Un cuadrupolo que trabaja solamente con RF actiia como una guia de iones dentro
de un amplio rango de masas. Un cuadrupolo que trabaja solamente con DC se utiliza como

un elemento de enfoque en algunos disefios dpticos para iones.

Un cuadrupolo consiste en 4 barras de aproximadamente 20 centimetros de longitud y 1
centimetro de didgmetro

El espectrémetro de masas puede ajustarse a cualquier m/z requerida para medir los
elementos de interés en la muestra analizada. Por ejemplo, para medir un fragmento, del
metabolito de benzoilecgonina el cual tiene una masa de 240, el espectro de masa puede
ajustarse para permitir que solamente los iones con una m/z = 240/1 pasen. O bien para un
fragmento del metabolito de THC que tiene una masa de 478, el detector de masa en el
espectro puede ajustarse para que los iones con una m/z = 478/1 pasen.

Aunque el cuadrupolo del espectrémetro de masas s6lo permite una m/z para pasar a través
de las barras en un tiempo dado, e} voltaje fijado en las barras puede cambiar rapidamente.
El cuadrupolo es capaz de medir fragmentos de 50 a 600 m/z en una muestra en dos o tres

minutos.

El cuadrupolo se puede ajustar desde un valor de m/z = 45 hasta una m/z = 600 en menos
de 0.1 segundos. Esto se le llama velocidad de escaneado del cuadrupolo. Esta es la razén
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por la que el GC-MS puede determinar diferentes elementoz ripidamente axmque sélo una

masa a la vez,

En lugar de usar una reja 6ptica en un monocromador que separa fucra Ia longitud de onda
de luz para el elemento que sea determinado, el espectrémetro de masas separa los iones

acorde a la relacién de masa y carga.
» El Detector.- Contador de Iones **

Los iones que salen del espectrometro de masas golpean la superficie activa del detector ¥
genera una sefial electrénica medible. La superficie activa del detector, conocido como
dinodo (clectrodo del tubo foto rmbtiplicador cuya funcién primordial s la de producic una
emisién secundarin de electrones de forma que se obtenga amplificacién de corriente)
mismo que descarga un electrén cada vez que un ion lo golpea,

$

]

———»Signal

Figura 25. El lon golpea el primer dinodo.
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En la figura anterior fig.24. ol ién abandona el cuadrupolo y golpea el primer dinodo, que
descarga los electrones y comienza el proceso de amplificacion. Los electrones descargados
del primer dinodo golpean al segundo dinodo donde mds clectrones son descargados. Esta
cascada de clectrones continta hasta que se crea un pulso mensurable. Mediante ¢l conteo
de los pulsos gencrados por ¢l detector, el sistema cuenta los fones que golpearon el primer
dinodo. La intensidad de un pico especifico en el espectro de masas ¢s proporcional a la
contribucion del isStopo en la muestra original. El detector de pulsos puede trabajar en tres
modalidades: para concentraciones bajas (ppt y ppb), altas (ppm) y funcién dual. Por arriba
de los 600 nvz del detector.

Figura 26. 16n golpea el primer dinodo.

Comparado con una AA o un ICP-OES, los detectores usados en GC-MS no son muy
diferentes que los tubos foto-multiplicadores (un tipo de célula fotoeléctrica, que convierte
los destellos de luz en pulsos cléctricos que pueden amplificarse y registrarse
electronicamente) que son usados como detectores en estos instrumentos épticos.

En lugar de detector Ia luz emitida por un analito, se utiliza un detector de iones.

73




4. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Se han reportado infinidad de métodos y técnicas para la identificacion y cuantificacion
de metabolitos de drogas de abuso, tanto las mas comunes como las ya casi erradicadas;
teniendo en comin la mayoria, el uso del equipo{CG/MS), el método de extraccion
(liquido-liquido, solido-liquido), la igualdad o semejanza de los solventes; pero sobre todo
de la importancia de el pH del medio en que se va a manejar, debido a que cada metabolito

de cada una de las drogas tiene sus propias caracteristicas de extraccion. *°

Cabe mencionar que ¢l equipo en que se trabaja esta condicionado a las necesidades
de ese laboratorio, en donde se busca eficiencia, calidad, rapidez y economizar, Un trabajo
en donde no se pueden implementar tiempos largos de corridas y extracciones de mucho
tiempo; donde se desperdicia aparte de tiempo, reactivos, luz, gases (equipo y proceso de
secado).

Por estas y otras razones ¢s que se busco estandarizar una marcha analitica para la
identificacin y confirmacién de la presencia de metabolitos de drogas de abuso en orina, la
cual pueda ser utilizada por cualquier personal de ese laboratorio, sin la preocupacién de no
obtener los resultados deseados. Optimizando tiempos (extraccién, llevar a sequedad, al

derivatizar, corrida), economizando (derivatizante, gases), reproducibidad.

Realizando bien este trabajo, es mds fécil el desempefio en el laboratorio
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4.1. OBJETIVOS

4.1.1. Objetivo General.

Optimizar y Estandarizar los métodos para la extraccion, identificacion y
confirmacion de la presencia de metabolitos de drogas de abuso (cocaina y marihuana) en

muestras de orina mediante el uso del equipo analitico GC/MS.

4.1.2. Objetivos particulares.

Seleccionar la marcha analftica idénea para la extraccion de metabolitos de drogas

de abuso en muestras de orina

Estandarizar una marcha analitica para la identificacién de metabolitos de drogas de

abuso en muestras de orina

Determinar una marcha analitica para la confirmaciéon de la presencia de

metabolitos de drogas de abuso en muestras de orina

Realizar una marcha analftica para la extraccion, identificacién y confirmacion de la
presencia de dos o mas metabolitos (benzoilecgonina y Ag-THC) de drogas de abuso en

muestras de orina por medio de una conjuncién de pasos.
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4.2. METODOS

4.2.1. Muestras

Las muestras que se trabajaron en el laboratorio fueron muestras de individuos relacionados
con las drogas de abuso, los cuales en las pruebas presuntivas* daban positivo a uno o mas
metabolitos de drogas de abuso.

Se analizaron ciento cincuenta (150) muestras de orina, las cuales se dividieron de

la siguiente manera:

Cien (100) se trabajaron por duplicado para poder estandarizar la extraccion (modo
de agitacién), nimero de extracciones, y en el caso de la extraccién del metabolito de la

cocaina el cambio de uno de los solventes y cantidad de derivatizante.

Cincuenta (50) se emplearon para estandarizar la confirmacién de la presencia de
mas de un metabolito en las muestras; asf como determinar las condiciones optimas del
equipo (CG-EM) '

* Las pruebas presuntivas se refieren: llega la muestra de orina al Laboratorio, se trasvasa a
un vaso que contiene un kit (prueba presuntiva), donde por medio de reacciones quimicas
se marca una linea y esto es un positivo a la presencia de la o metabolito de la droga; en
caso de no marcar, es considerada negativa. En caso de dar positiva, se aplica el estudio o
anélisis confirmativo (en el GC/MS).
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4.2.2. Materiales y Solventes utilizados

-Tubos de ensaye

-centrifuga

-cloroformo

-etanol

-n-heptano

-acetato de etilo

-termoblock

-termometro

-2 microjeringas (10pl y 50 pl)
-probeta de 50ml

-sistema de secador

-nitrégeno

-derivatizante (BSTFA con 1% de Si (CH3); * Cl
-Equipo Analitico GC/MS

- dcido clorhidrico concentrado
-acido acético glacial




4.2.). Caracteristicas del equipo utilizado.

Figura 27. Equipo utilizado (del laboratorio de la PGR).

Cromatégrafo de Gases acoplado s Espectrometris de Masas (CG-EM o GC-MS). ™
Modelo:
CG.- HP 6890 series, GC System, Plus +
EM.- HP 5973, Mass Selective detector.
Caracteristicas de la columna:
Columna No polar empacada del 5% metil-fenil-silicona.
Gay acarreador:

Helio (He) ultra alta pureza.
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Caracterfsticas de presién:

Presi6n constante 12.5 psia.
Hold min:

1 minuto para la temperatura inicial
Hold min.:

Varia para temperatura final

Caracteristicas de la rampa:

5, METODOLOGIA

5.1.- Determinacién para la extraccién (modo de agitacién), identificacién y

confirmacién de la presencia del metabolito de Ia cocaina en muestras de orina. **'*

11,15,19,11,13, 24

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 5 ml de orina (agitar)

2.- Agregar 0.5-0.7 ml de Hidr6xido de amonio (agitar)

3.- Agregar Sml de la solucién de cloroformo-etOH (70:30) 6 (80:20) y agitar

NOTA: se puede utilizar 2-propanol en lugar del etanol.
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Extraer fase orgénica.
4 .- Realizar dos extracciones mas con la solucién
5.- Realizar una ultima extraccién con puro cloroformo (agitar)
6.- Juntar los extractos y centrifugar por Smin. A 4000 — 5000 rpm
7.- Llevar a sequedad el extracto bajo corriente de nitrégeno a 60-70 °C
8.- Derivatizar* con 40 pl y agitar
9.- Incubar por 30 min. A 60 °C

10.- Agitar, dejar enfriar e inyectar 1 pl al el equipo de GC/MS

* El derivatizante empleado es el BSTFA con 1% de Si (CH3)3 °Cl

Condiciones del equipo GC/MS

Temperatura de la columna:
Temperatura inicial 120°C mantener por un minuto
Rampa:
15°C/2min hasta 280°C
Picos caracteristicos (iones):

82, 240, 361 y 256.
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8.2.- Determinacién para la extraccibn (modo de agitacién),

identificacion y confirmacién de la presencia del metabolito del THC en muestras de

orina. 4,9,10,11, 15,19, 21,23, 24

Agitar muestra de orina:

1.- Tomar 5 m] de orina (agitar), centrifugar 5 min/3000rpm
2.- Agregar Iml de KOH (10N) (agitar)

3.- Incubar 25 min a 65°C

El objetivo de la incubacion es el romper el enlace entre el acido glucorénido con el
delta-9-THC.

4.- Agitar por 5 min. aprox. Y dejar enfriar a temperatura ambiente

5.- Agregar 2ml de acido acético glacial, agitar por 5 seg. aprox. Y regular pH (4 +/-
0.5) :

6.- Agregar 2ml de la solucion de n-heptano-acetato de etilo (80:20) y agitar por Smin
y extraer fase orgénica.

7.- Realizar dos extracciones mas con la solucién

8.- Juntar los extractos y centrifugar por 10min. A 3000 rpm

9.- Llevar a sequedad ¢l extracto bajo corriente de nitrégeno a 50-55°C
10.-Derivatizar con 40 ul y agitar

11.- Incubar por 30 min. A 70 °C

12.- Agitar, dejar enfriar ¢ inyectar 1 pl.
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Condiciones de la columna del cromatégrafo
Temperatura inicial 130°C mantener por un minuto

15°C/2min hasta 280°C

Picos caracteristicos (iones):

371,473 y 488

5.3.- Determinacién para la identificacién y confirmacién de la
presencia de mas de un metabolito (benzoilecgonina y el delta-9-THC) de drogas de

14,19, 21,13,
abuso en una misma muestra de orina, **1%11:1% (1.4

1.- Se toman 5ml de orina ( en caso de tomar mds ajustar los volimenes de los 4cidos y
solventes), en caso de presencia de turbidez o precipitados u sélidos, agitar y centrifugar
5min/3000 rpm.

2.- Agregar 1ml de KOH (hidréxido de potasio) 10N y agitar.

3.- Incubar en termoblok 30 minutos a 50°C. Con el fin de romper el enlace del delta-9-
THC con el 4cido glucorénido, puesto que asi es como puede salir ¢l metabolito en la orina,

de forma conjugada,
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Estructura quimica del delta-9- THC y su metabolito, para su eliminacién en la orina.

ATHC A-THC-COOH

Figura 28. Estructura del A-9-THC y su metabolito, para su eliminacién en la orina.

4.- Agitar, dejar enfriar a temperatura ambiente; posteriormente, agregar 2ml de Acido
acético glacial, agitar (obteniéndose un pH de entre 3 +/- 1), puesto que asf es como nuestro

metabolito es insoluble en este medio polar (orina).
5.- Comenzar la extraccion:

Adicionar 7-9ml de una solucién de n-heptano- acetato de etilo en las siguientes
proporciones: 1°. 80-20, 2*. 9°-10 y 3*. 70-30. Agitar vigorosamente durante 5 minutos
aprox. en forma manual para cada una de las extracciones; si se presenta una emulsion, se

puede romper por: sonicacion o bafio maria.

6.- Fase orgdnica (I), en donde se obtuvo un aproximado de 21-28ml, llevar a casi a

sequedad bajo corriente de nitrégeno v en termoblock a unos 70-75°C.
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6.1.- Dejar un aproximado de 5ml

7.- Adicionar a la fase acuosa un buffer de amonio, hasta alcanzar un pH de 9.5 +/- 1; agitar

vigorosamente; o adicionar 1.5 ml de hidréxido de amonio concentrado.
8.- Incubar 10min a 70°C, agitar y dejar enfriar.
9.- Comenzar la extraccion:

Adicionar 7-9ml de una solucién de cloroformo-2-propanol, en las signientes
proporciones: 1%.70-30,2*.80-30 y la 3, es con puro cloroformo (en caso de ser una muestra
que sus niveles estén por debajo del limite de corte, se realiza una cuarta extraccién, 1°.70-
30, 2*.70-30,3*.80-20 y cuarta con puro cloroformo), si se presenta una emulsién, se puede

romper por: sonicacién o bafio marfa.

10.- Fase orgdnica (If), en donde se obtuvo un aproximado de 21-28ml, llevar a casi a

sequedad bajo corriente de nitrégeno y en termoblock a unos 70-75°C.
10.1.- Dejar un aproximado de 5ml.

11.- Concentrar fases ( I, II) por separado, llevando a sequedad total.
12.- Resuspender con 25 pl de derivatizante cada una.

13.- Trasvasar y juntar las suspensiones a un nuevo tubo de ensaye.
14.- Incubar 25min en termoblock a 70-75°C.

15.- Dejar enfriar e inyectar 1.5- 3 pl al equipo GS-MS.
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5. CARACTERISTICAS DE LA RAMPA Y CONDICONES DEL EQUIPO, 4

MS Conditions:

Solvent Delay: 5-6 min.

MS Scan Parameters

Star time¢ | Mass ranger Threshold Scan/sec. | MS window 1 [ MS window 1
sampliny mass renger Inass renger
Low - high
Low - high |Low - high

3 50.0 500.0 | 20 1 6.10 50.0 550.0 [50.0 |550.0
50.0 450.0 | 600 |4 0.96 50.0 550.0 | 50.0 | 550.0
50.0 450.0 | 600 |4 0.96 50.0 550.0 150.0 |550.0

Tabla 3. MS Scan Parameters del equipo utili;ado

Oven:

Oven Ramp °C/ min Nex °C Hold min

/ 150 1 min

/ 15 230 3 min

/ 10 250 3 min

/ 10 280 3 min

Tabla 4. Oven (temperatures).
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Inlests:

Fron: EPC split-splitless inlet
Mode: splitless Gas: He.
Heater °C: varia

Pressure, psi.; varia

Total flow, mL/min. Varia.
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7. RESULTADOS:

1) Extraccién liquido-liquido con un sistema: donde la extraccién
(agitacion) se realiza en forma manual o en vértex para los

metabolitos de la cocaina y THC,
Extraccién de manera manual (5min aprox.).

Se noto que aun cuando se lleguen a realizar dos extracciones se puede obtener el
metabolito en algunas ocasiones. Mientras que realizando tres extracciones y agitando de
forma manual se observa la presencia del metabolito en todas las muestras. Si se realizan
las 4 extracciones, se obtienen resultados positivos hasta con las muestras que estdn con

concentraciones bajas.
Extraccién en vortex (5Smin aprox.)

En este caso no se obtuvo reproducibilidad, puesto que aun cuando se realizaran cuatro
extracciones en la mayorfa de los casos no se observa la presencia del metabolito y por lo

tanto tampoco el resultado deseado.

Cabe mencionar que el vértex, como su mismo nombre lo dice, genera un vértice y no

liegan a tener un buen choque o contacto los solventes y el metabolito.
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2) Fxtraccién liquido-liquido con un sistema de diferentes veces de extraccion

(en muestras de orina que presuntivamente son positivas) para los metabolitos de

cocainay THC:

No. De

extracciones

No se obtiene el

metabolito

No se llega a
obtener el
metabolito, en
de

obtenerlo, la

€aso

abundancia

obtenida en el
espectro de
masas es

minima

Se obtiene bien
¢l metabolito, se
aprecia definido
€n ooel
cromatograma
de gases y una
abundancia

en el

de

mayor
espectro

masas.

La presencia del
metabolito  es
mas que clara,
obteniendo un
excelente

espectro (gases

y masas).

Cuadro 5. Resultados de las extracciones.
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Figura 29. Grafico de apreciacién de la abundancia con respecto al nliimero de extracciones.

3 Extraccién liquido-liquido con un sistema de disolventes (en el caso de la

extraccion de 1a benzoilecgonina):

Cloroformo : etanol

Se obtiene el resultado deseado no hay complicaciones y se puede trabajar bien con este

sistema
Cloroformo : 2-propanol

Se observo un resultado positivo y en el caso de muestras que tienen concentraciones bajas

también se obtiene el resultado deseado, un poco bajo pero confiable.
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4) Participacién del pH en la extraccién de los metabolitos (cocaina y

THC) de drogas de abuso en orina,

Para realizar la extraccion ¢l THC es conveniente explicar que este metabolito es
eliminado de forma soluble y conjugado en la orina por lo que el primer paso de la
extraccion es romper el enlace del acido glucorénido con el delta-9-THC; posteriormente
se realiza la precipitacion del metabolito por medio del cambio de pH el cual esta reportado
que el adecuado es de entre 2 y 3, para que este no sea soluble en un medio acuoso y pueda

ser arrastrado por un sistema de solventes no polares.

Con lo que respecta a la extraccién del metabolito de la cocaina se tiene reportado
que el pH adecuado para la precipitacién y extraccion del mismo es de entre un pH de 9 y
10.

5 Extraccién liquido-liquido para la estandarizacién de la identificacién y
confirmacién de la presencia de mas de un metabolito (benzoilecgonina y el delta-9-

THC) de drogas de abuso en una misma muestra de orina.

Al realizar esta marcha analitica se identifico y confirmo la presencia de los dos
metabolitos en una misma muestra de orina. Teniendo este mismo resultado en las
cincuenta (50) muestras trabajadas y que fueron todas positivas para ambos

maetabolitos en el andlisis presuntivo (kit’s).

Con lo que respecta a las condiciones del equipo se creo una rampa adecuada
para que pudiera observarse la presencia de los dos metabolitos; teniendo bien
resueltos los picos y una abundancia notable y al momento de monitorearlos en el
espectro de masas se observan claramente las sefiales correspondientes a los iones

caracterfsticos para cada metabolito.
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ESPECTRO DE GC/MS para los dos metabolitos en una misma muestra de orina

(benzoilecgonina y delta-9-THC)
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Espectro de masas denotando los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 30. Espectro del CG/MS para los dos metabolitos en una misma muestra de orina.
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Cromatograma de gases
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Espectro de masas denotando los iones caracteristicos del metabolito.

Figura 30. Espectro del CG/MS para los dos metabolitos en una misma muestra de orina.
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8. DISCUSIONES.

1) Extraccién liquido-liquido con un sistema: donde la extraccién (agitacién)
s¢ realiza en forma manual o en vértex para los metabolitos de la cocaina y
THC.

Con este sistema se logro comprobar que la extraccidén (agitacion) manual es por
demds adecuada respecto de la extraccion con vértex; manualmente se observa la
presencia y abundancia de los metabolitos mientras que en el vdrtex solo se genera
un vértice y no se logra una interaccién suficiente entre los solventes y los

metabolitos.

Cuando la agitacion fue manual se detectaron los metabolitos en todas las muestras
que eran positivas en el andlisis presuntivo, mientras que cuando la agitacién se
realizé en el vortex se detectaron los metabolitos s6lo en menos del 45% de las
(100) cien muestras trabajadas para cada metabolito.

2) Extraccién liquido-liquido con un sistema de diferentes veces de extraccién

(en muestras de orina que presuntivamente son positivas) para los metabolitos de

cocafna y THC:

Una sola extraccion no es suficiente para que el metabolito que esta en suspensién

en orina pueda ser arrastrado a un medio de solventes en donde pueda ser extraido y

posteriormente concentrado, por lo que se recomienda que se realicen un mayor numero

(tres o cuatro) de extracciones, y asf lograr una mayor recuperacion del metabolito.
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3) Extraccién liguido-liguido con un sistema de disolventes (en el caso de la

extraccién de la benzollecgonina):

Al combinar un solvente no polar y uno con polaridad baja, se logra una mejor
condicion para facilitar la extraccién y que el metabolito sea arrastrado a la fase de
disolventes con una mayor afinidad. Este resultado puede estar relacionado con el hecho de
que los dos disolventes que se probaron son similares tanto en su estructura como en las
propiedades fisicoquimicas por lo que la afinidad del metabolito por estos disolventes es

muy similar.

4) Participacién del pH en la extraccién de los metabolitos (cocaina y THC) de

drogas de abuso en orina.

El proceso de biotransformacién de un xenobidtico consiste en una serie de
reacciones o pasos enzimaticos los cuales van a favorecer su eliminacion aumentando su

solubilidad para poder ser excretados en algin fluido bioldgico, principalmente la orina.

Por este motivo el procesamiento de las muestras esta encaminado a reducir esa
solubilidad de los metabolitos en la orina para que puedan ser extraidos con disolventes

organicos o no polares,

Esto se consigue en nuestro caso modificando el pH del medio para poder extraer

los metabolitos.

El 11,nor-9,carboxi- delta 9-THC, mono/diglucoronido es una sal orgénica polar,
por lo que es soluble en el agua o mejor dicho en este caso, soluble en la orina. Es asf como
puede ser més ficilmente eliminada por filtracién glomerular y secrecién tubular (rifién). El
objetivo de adicionar un 4cido es para des-ionizar a la molécula para asi poderla extraer con

un sistema de solventes no polares y uno ligeramente polar. Esquema 5.
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H 4cido
acido acetico
glacial)

0-Glucoronido

-Glucoronido

hidroxido ds potasi

g T° (65°C)

CHB/E]B 0 CH, A

Esquema donde se observa la des-ionizacién de la molécula.

Esquema 5. Des-ionizacién de la estructura molecular del A-9-THC/glicoronido.
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5) Extraccién liquido-liquido para la estandarizacién de la identificacién y

confirmacién de la presencia de mas de un metabolito (benzoilecgonina y el A-

9-THC) de drogas de abuso en una misma muestra de orina.

Con los resultados y analisis previos se pudo realizar simultineamente la
identificacion y confirmacion de la presencia de los dos metabolitos a analizar en todas las

(50) cincuenta muestras que se trabajaron y que fueron positivas en el andlisis presuntivo.

Con respecto a las condiciones del equipo se tuvieron que ajustar las temperaturas
para tener tiempos de retencién adecuados para ambos metabolitos en una misma corrida.
Se realizaron diferentes corridas para poder obtener sefiales con una abundancia y
resolucién aceptables de los picos en el cromatdgrafo de gases y en las sefiales del espectro

de masas.
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2. CONCLUSIONES:

La agitacién manual es la forma mas adecuada para lograr un mayor recobro del

metabolito.

Realizando tres extracciones se garantiza que los resultados obtenidos serdn los

esperados, reproducibles y confiables.

En muestras que presentan una baja concentracién de metabolitos, se recomienda
usar dos sistemas de solventes con diferente polaridad y realizar un minimo de 4

extracciones,

No se notaron cambios significativos en cuestion a la modificacién de uno de los

disolventes, en el caso de la extraccion del metabolito de la cocaina.

Al variar las condiciones del equipo (rampa, columna, tiempos) se mejora la
deteccidn de las sefiales transmitidas tanto en el cromatografo de gases y el espectro

de masas.

El derivatizante usado (BSTFA con 1% de Si (CH3)'Cl) es el adecuado y cumple
con su funcién, el proporcionar una mayor estabilidad en el proceso de incubacién e

inyeccion.

La farmacocinética de las drogas estudiadas son de gran importancia para poder

conocer sus principales metabolitos; el como y en que forma son eliminados.

Es de suma importancia conocer las caracteristicas del equipo y las propiedades
fisicoquimicas de los metabolitos, para asi poder elegir adecuadamente el medio de

extraccion, los solventes adecuados para economizar y proteger el equipo.
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11. ABREVIATURAS

GC/MS:  Cromatégrafo de Gases Acoplado a Espectrémetro de Masas.
A-9-THC: Delta-9-Tetrahydrocannabinol

BSTFA con 1% de Si (CHs); - Cl: Derivatizante comercial
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