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Resumen

La eficacia de los perros para la deteccion de sustancias y mercancias ilegales o
peligrosas es indudable; para su condicionamiento se requiere de sustancias con
los olores que se pretenden buscar, para evitar los riesgos de intoxicacién por el
uso de sustancias reales, la industria ha desarrollado diversos compuestos
denominados “Sustancias de ayuda” (SAy) que pretenden imitar su olor, el presente
trabajo propone el disefio de SAy mediante polimeros de impronta molecular (MIP)
controlando la desorcion de un volatil representativo del olor de la cocaina HCI
(SOlc), heroina (SOIh) y marihuana (SOIm). Se comprobaron sus cualidades
mediante: i) Andlisis instrumental, ii) Su eficacia mediante el condicionamiento de
ratas Wistar asociando el olor de los SOI’s a una solucion edulcorada mediante un
bebedero de disefio especial, iii) Adiestramiento de perros mediante la exposicion
simultanea y el analisis del comportamiento en la exposicion de los odorantes por
separado y iv) Ensayo multicéntrico, doble ciego (DBMT) en el que se analiz6 el
comportamiento de perros previamente acondicionados con Say diferentes a las
disefiadas al exponerlos por primera vez a los olores individuales de los SOI. El
analisis instrumental comprobd la presencia del volatil caracteristico de cada
sustancia a imitar, en las ratas se observo una tasa de éxito (TE) para el olor
combinado (91,96%) y los olores individuales SOlh (97,62%), SOlc (98,81%) y
SOIm (96.82). En el condicionamiento de perros se observé en el olor combinado
TE 90.14% y separados de 100%. En el DBMT se determin6é TE 90% para SOlc y
SOIlh, y para SOIm TE de 95%. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) en la exposicion del SOlc. Se concluye que las sustancias
propuestas cuentan con caracteristicas odoriferas que podrian ser utiles en
cualquier modalidad de condicionamiento de perros detectores de cocaina, heroina

y marihuana.

Palabras clave: Polimeros de impronta molecular, drogas de abuso,

aprendizaje asociativo, asociacion hedonica de olor.



Abstract

The effectiveness of dogs for the detection of illegal or dangerous substances and
merchandise is undoubted; for its conditioning, substances with the odors that are
intended to be sought are required, to avoid the risks of intoxication from the use of
real substances, the industry has developed various compounds called "assistance
substances" (SAy) that aim to imitate its smell. This paper proposes the design of
SAy using molecularly imprinted polymers (MIP) controlling the desorption of a
volatile representative of the odor of cocaine HCI (SOlc), heroin (SOIh) and
marijuana (SOIm). Its qualities were verified by:: i) Instrumental analysis, ii) Its
effectiveness by conditioning of Wistar rats associating the odor of the SOIl's to a
sweetened solution through a specially designed drinker, iii) Training of dogs through
simultaneous exposure and analysis of behavior in the exposure of odorants
separately and iv) Multicentre, double-blind trial (DBMT) in which the behavior of
dogs previously conditioned with assistance substances different from those
designed was analyzed when exposed for the first time to the individual odors of the
SOI. The instrumental analysis verified the presence of the characteristic volatile of
each substance to be imitated, in rats a success rate (TE) was observed for the
combined odor (91.96%) and the individual odors SOIlh (97.62%), SOlc (98.81%)
and SOIm (96.82). In the conditioning of dogs, it was observed in the combined odor
TE 90.14% and separated from 100%. In the DBMT, a TE of 90% was determined
for SOIc and SOIh, and for SOIm, a TE of 95%. Were found statistically significant

differences (P<0.05) in the SOlc exposure. It concluded that the proposed



substances have odoriferous characteristics that could be useful in any modality of

conditioning cocaine, heroin and marijuana detection dogs.

Keywords: Molecular imprint polymers, drugs of abuse, associative learning,
hedonic association of odor.
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1.- Introduccién

El olor es una propiedad organoléptica formada por la estimulacion del olfato
mediante las sustancias volatiles emanadas de un compuesto o sustancia
determinada, atribuyéndole un caracter especifico [1, 2]. Esta sensacion es
percibida por el cerebro mediante la transmisibn de estructuras nerviosas
especificas, de manera que la percepcion del olor tiene elementos fisicos, quimicos
y neurolégicos, por lo que la relacién entre la percepcion y la respuesta la otorga el
individuo con un significado especifico (agradable, desagradable o neutro), por
ende, vinculando procesos emotivos y de memoria, otorgandole al individuo una

percepcion y discernimiento robusto a pesar de la existencia de otros olores [3].

En la naturaleza un elevado porcentaje de estimulos olfativos estan asociados a
mecanismos de defensa, y en menor grado a la alimentacion o reproduccion; sin
embargo; en un entorno controlado o artificial, se ha observado la capacidad de
relacionar olores sin ningun significado fisiolégico (estimulos neutros) con
experiencias emotivamente definidas, por lo que un odorifero determinado puede
usarse para inducir una respuesta de tipo heddnico o placentero; por lo que la
modificacion del comportamiento es el resultado de una asociacién previa entre ese
olor en particular y el estado emocional existente en un momento especifico, de
manera que en la siguiente exposicion al olor se repetira automaticamente la

conducta aprendida [4].

Los perros poseen un sentido del olfato extremadamente sensible, con capacidad
para identificar una amplisima variedad de odoriferos, aun en presencia de una
diversidad de contaminantes y entornos, su capacidad sensorial ha sido
aprovechada ampliamente en actividades policiales, militares, de seguridad e
incluso de cardcter deportivo [5, 6].

En la actualidad el uso de los perros detectores también incluye la busqueda de

cadaveres, personas perdidas/criminales, narcoéticos, explosivos e incluso plagas y



otros organismos. La industria ha desarrollado “Say” que imitan el olor de una amplia
gama de sustancias ilicitas o peligrosas para evitar los riesgos que entrafia el uso

de sustancias reales [7,8].

Entre los retos de su disefio, esta el identificar el olor caracteristico o firma odorifera
de la sustancia a detectar, en general formada por un conjunto de compuestos
volatiles que se encuentran en el gas sobrenadante, y que pueden ser registrados
y analizados por cromatografia de gases y espectrometria de masas. El segundo
elemento de su disefio es la conservacion y liberacién controlada del olor con el
propoésito de contar con un estimulo olfativo constante e inconfundible. Los
esfuerzos para resolver este problema se dirigen principalmente a elegir materiales
adsorbentes no especificos, sin resultados concluyentes hasta la conclusién de este
trabajo [6].

La impronta molecular es una tecnologia con abundantes antecedentes en el disefio
de compuestos con capacidad de adsorber y desorber moléculas especificas
empleando la sintesis de estructuras macromoleculares de alto entrecruzamiento
qgque forman cavidades dimensional y estructuralmente compatibles con una
molécula molde, ademas de compartir una distribucion de grupos funcionales
asociados entre si, disponiendo de un reconocimiento selectivo [9]. La tecnologia
de impronta molecular se utiliza con diversos propdésitos incluso la adsorcion de
residuos resultantes de la descomposicién de drogas ilicitas como la cocaina, por
lo que el presente trabajo propone el disefio de “Say” mediante la tecnologia de
polimeros de impronta molecular (MIP’s) con la desorcién controlada de algun
compuesto Vvolatil representativo de la descomposicion isotérmica de cocaina HCI
(SOlc), heroina (SOIh) y mariguana (SOIm), lo que representa una oportunidad de
innovacion en el uso de esta tecnologia para la desorcién controlada de odorantes
Utiles para el acondicionamiento de odorantes para el mantenimiento de perros

detectores en campo.



2.- Generalidades

El olfato es una funcion vital para la subsistencia, su funcionamiento es dependiente
de procesos quimicos que permite percibir sustancias volatiles emanadas de un
compuesto o sustancia determinada que aporta al individuo informacion del entorno.
A la composicion de gases dispersos en el aire en una concentracion y proporcion
definida se le denomina olor, es considerada como una propiedad organoléptica que
le atribuye un caracter especifico a pesar de ser o no perceptible, por lo que la
relacion entre percepcion y respuesta del individuo puede ser agradable,
desagradable o neutro, vinculando procesos emotivos, de memoria y de

discernimiento a pesar de la presencia de otros olores [1, 7, 8, 10].

2.1.- Propiedades de las sustancias odoriferas

La capacidad tensioactiva, presion de vapor, volatilidad y lipoficidad, aportan
cualidades esenciales para su percepcion, la especificidad depende del tamafio y
forma de la particula condicionando el acoplamiento e interaccion con el receptor y

neurona sensorial correspondiente.

La quimica de los odorantes se compone principalmente de carbono, hidrogeno y
opcionalmente, oxigeno, azufre y nitrogeno, con tamafio molecular entre 200 y 400
daltons, baja polaridad, capacidad de ceder electrones y estructura insaturada;
como son los derivados de benceno, algueno o alquino; ademas de poseer

cualidades de solubilidad al mucus nasal [11].

La forma de la particula se relaciona con el olor percibido; por ejemplo, los olores
alcanforados tienen una forma esférica; mientras los olores almizclados en forma

de disco y los florales se agrega una cola flexible (Figura 1) [12].
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Figura 1.- Formas estructurales de las particulas odoriferas.

Los pequefios cambios de la estructura molecular modifican la percepcion del olor;
mientras que la liposolubilidad y los grupos funcionales determinan la fuerza y
caracter odorifero al interaccionar con diferentes tipos y proporciones de receptores,
los compuestos azufrados son los mas reconocidos en el aporte de esta cualidad,
como es el caso del 3-metilbutano-1-tiol (Figura 2), olor caracteristico de la mofeta

rayada (Mephitis mephitis) [13].

HS\/\/CH3

Figura 2.- Estructura quimica del 3-metilbutano-1-tiol, cuyo olor caracteriza a
la mofeta rayada

Las modificaciones estructurales demuestran que la olfaccidén es resultado de la
interaccién entre la particula odorante y el sitio activo del receptor; sin dejar de
mencionar que los receptores tienen cierta especificidad, es decir, una misma

molécula puede ocupar varios receptores con ciertas similitudes [14].



De acuerdo a lo anterior, se comprueba que la fisiologia del sentido del olfato es
especializada, altamente sensible y sumamente compleja, con la capacidad de
distinguir entre enantibmeros o reaccionar a la variacion de la concentracion como
en el caso del indol que muy diluido en el ambiente se detecta como un olor floral y
a concentraciones elevadas se percibe como un olor similar a la putrefaccion; el
sentido del olfato se encuentra intrincadamente relacionado con el sentido del gusto
a través del sistema olfatorio accesorio (6érgano vomeronasal) siendo este
responsable de comportamientos sociales y de apareamiento; esta via también se
le denomina via retronasal, atribuyéndole una relacion muy importante con los

mecanismos de recompensa [15, 16, 17, 18].

Los estimulos olorosos perceptibles son generalmente la suma de sustancias
diferentes, sin embargo, desde la perspectiva de la quimica estas se pueden reunir en

diferentes grupos:

2.2.- Compuestos con oxigeno.

La mayoria de ésteres, aldehidos y cetonas con mas de 4 atomos de carbono tienen
olores frutales. Estos compuestos forman parte de mas de 3000 aceites esenciales
gue a su vez se integran en varios cientos de compuestos con un olor particular, se
mencionan en el Cuadro 1 algunos ejemplos de compuestos olorosos que

caracterizan diversas sustancias y materiales.

2.3.- Sentido del olfato

En los seres vivos, los sentidos son los érganos responsables de la percepcion del
entorno, clasificAndose de acuerdo a la naturaleza del fendbmeno que los activa, se
dividen en fisicos (tacto, vista, oido) y quimicos (gusto y olfato), en ambos grupos la
percepcion se lleva a cabo a partir de estructuras especializadas, que en el caso del
gusto y el olfato se denominan quimiorreceptores; cuya funcion se basa en la
capacidad de transformar la energia quimica de un compuesto en energia eléctrica

para inducir la despolarizacién de las neuronas especializadas localizadas en el



sistema olfatorio principal y el sistema olfatorio accesorio o aparato vomeronasal
[19].

2.3.1.- Importancia del olfato en la supervivencia

El sentido del olfato, permite captar sustancias dispersas en el aire, al percibir estas
sefales, se vinculan conductas relacionadas de supervivencia (alimento y habitat),

interaccién social, reproduccion o experiencias heddnicas o aversivas [18, 19, 20].

Cuadro 1: Grupos quimicos y ejemplos de compuestos que caracterizan el

olor de diferentes sustancias y materiales

Grupo Compuesto Olor caracteristico
Benzaldehido
Almendra
Cinamaldehido
Canela
Aldehidos Decanal, Octanal, Citral, Sinensal Citricos
2-metilundecanal )
Detergentes y jabones
4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido o
Vainilla
2-heptanona
Aditivo alimenticio, Cerveza, Pan
Cetona blanco, mantequilla
Metil-2-piridilcetona . .
Palomitas de maiz
Acetato de isoamilo . 3
Aceite de platano
Esteres

2-metilbutoanato de etilo

Manzanas maduras

Compuestos con
nitrégeno

Amoniaco

Animales, plantas y animales en
descomposiciéon

Aminas biogénicas

Pescado en putrefacciéon

Histamina

Putrecina

Trimetilamina

Cadaverina

Compuestos de
azufre

Acido sulfhidrico: Olor a huevo podrido, se
puede detectar a concentraciones muy
bajas

Petréleo, gas natural, gases volcanicos

Aguas termales

Aguas pantanosas, lagunas, estanques,
aceite de pescado

2-furilmetanotiol

Café

3-metilbutano-1-tiol

Mofeta

Adaptado de Colorado et. al 2014; [13]




2.3.2.- Anatomofisiologia del olfato

2.3.2.1.- Epitelio Olfatorio

El epitelio olfatorio es responsable de la percepcion de las sustancias odorantes, el
cual consta de dos capas: mucosa olfatoria y lamina propia; con base al criterio

anatomico e inmunohistoquimico, se integra de por lo menos 6 clases de células:

1. Neuronas receptoras olfatorias (ORN), en el perro se cuentan de 1 a 4 billones
de células bipolares ciliadas, la cantidad varia de acuerdo a la especie y raza, se
renueva mediante la “neurogénesis adulta” cada 40 a 60 dias. Las ORN dirigen
su unica dendrita a la superficie del neuroepitelio olfatorio, la cual posee una
terminacién engrosada llamada vesicula olfatoria, que proyecta cilios inmdviles,
donde se encuentran los receptores olfatorios [21].

2. Células de soporte encargadas de la produccion de moco que se renueva en
promedio cada 10 minutos, las cuales rodean las ORN, regulando y manteniendo
el medio i6nico apropiado para la transduccion de la sefial; en conjunto con el
mucus, contribuyen a la remocion de moléculas odorantes y sustancias toxicas,
ademas de captar sustancias odorantes mediante proteinas transportadoras
especializadas (OBP, olfactory binding protein) y el barrido de moléculas dafinas.

3. Células con microvellosidades ubicadas en la superficie epitelial, cuya funcién
aun es desconocida.

4. Células basales globosas y 5. Las células basales horizontales, ambas son las
progenitoras del epitelio olfatorio, participan en el recambio celular normal y
permiten la regeneracion de componentes dafiados. Las células basales
horizontales se encuentran directamente unidas a la lamina basal, siendo
precursoras directas de casi todos los tipos celulares del neuroepitelio olfatorio,
excepto de las neuronas, de donde son precursores indirectos, ya que diferencian
a las células basales globosas y estas a su vez en neuronas olfatorias, ambos
grupos son responsables de la regeneracion del epitelio en periodos de 40 a 60
dias.



6. Las glandulas submucosas o de Bowman son la principal fuente de mucus,
producen inmunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) y proteinas antimicrobianas
(lisozimay lactoferrina) con propésitos de defensa de patégenos potenciales
y concentraciones importantes de citocromo P450 que protege el epitelio del
estrés oxidativo, removiendo componentes citotoxicos del mucus nasal con
fines de desintoxicacion local, también expresan acuaporinas y canales
ionicos, lo que contribuye al flujo de agua y iones dentro del lumen ductal. El
conjunto de secreciones bafa los cilios neuronales regulando su funcion el

sistema nervioso vegetativo [22].

Las OBP se sintetizan en las glandulas de Bowman, difunden a la mucosa nasal,
alcanzando el 1% de las proteinas solubles del mucus, se componen de dos
cadenas peptidicas idénticas de 19 kD, cuentan con una afinidad micromolar por las
sustancias odorantes, contribuyendo al transporte de los odorantes hidrofébicos a
través de la capa hidrofilica de moco hasta contactar con los receptores de la
membrana de los cilios olfatorios; por lo que juegan un importante rol en el
reconocimiento del complejo ligando OBP-receptor neuronal, que promocionan la
union, amplificando la sefal olfatoria y la posterior remocion de los odorantes
presentes en los receptores para el cese de las sefiales y proteccion del exceso de
estimulacion de los receptores [12, 19].

La agudeza olfatoria esta directamente relacionada con la especie, en los perros no
solo muestra una mayor dimension sino también un mayor grosor y nimero de ORN
(60-80% mas), lo que asume un mejor refinamiento, el epitelio olfatorio cubre los
cornetes, incrementando la superficie del epitelio, por lo que su amplitud es
dependiente de la raza. Por ejemplo, en el pastor aleméan, la mucosa se extiende
hasta 200 cm?, mientras que en el cocker spaniel ocupa 67 cm? [23, 24, 25].

Las ORN son células bipolares formadas por una dendrita apical dirigida hacia el
epitelio con una terminacion ciliada en donde se encuentran los receptores, su axén

amielinico atraviesa el etmoides por la placa cribiforme para integrar el bulbo



olfatorio. Los quimiorreceptores son proteinas con siete dominios transmembranal
en el punto de union que pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (Golf), tienen la misma estructura general, con siete regiones
hidrofébicas fuera de la membrana, y difieren en su secuencia de aminoacidos,
especialmente en la tercera, cuarta y quinta regiones transmembrana, las cuales
podrian ser los lugares de unidon de las moléculas odorantes [14], estas son
codificadas por una superfamilia que comprende del 3 al 5% del total del genoma,
una proporcion de ellos son pseudogenes no funcionales que varian en cada
especie (Cuadro 2, Figura 3). Por lo que se cree que su evolucion fue a partir de un

gen comun que se manifestd de manera particular en cada especie [19, 26].

Cada gen codifica para un receptor individual con selectividad quimica especifica
de cada proteina receptora; asi; cada neurona expresa solo un tipo de

quimiorreceptor transmembranal [16].

Cuadro 2.- genes funcionales (intactos) y pseudogenes (defectuosos), se
incluyen como funcionales aquellos genes sin mutaciones efectivas, pero
aparentemente truncados por alguna secuenciaincompleta en humano, ratay
perro. Adaptado [26].

Estructura Olfativa Vomeronasal Gustativa

Especie i
> Genes Olfativo | AS0€1240 |\pq  |yR2 | Tipo 1 | Tipo 2
a aminas

Funcionales 388 6 5 0 3 25
Humano

Pseudogenes 414 3 15 20 0 1
Rata Funcionales 1259 17 106 79 3 37

Pseudogenes 508 2 66 142 0 5

Funcionales 822 2 8 0 3 16
Perro

Pseudogenes 278 2 33 9 0 5




2000

Funcionales Pseudogenes Funcionales Pseudogenes Funcionales Pseudogenes

Humano Rata Perro
Gusto Tipo 2
Gusto Tipo 1
m 0. Vomeronasal VR2
O. Vomeronasal VR1
®m Mucosa olfatoria Receptor asociado a aminas

Figura 3.- Genes y pseudogenes codificadores de quimiorreceptores en
humano, ratay perro. Adaptado [26]

2.3.2.2.- Neuronas Olfatorias

Cada olor debe inducir un estimulo independiente y particular; por lo que cada
neurona expresa solo un tipo de quimiorreceptor, con capacidad de reconocer un
grupo de odorantes en particular, las moléculas odorantes tienen una estructura
compleja con diferentes grupos funcionales, haciendo posible que diferentes ORN
identifiguen un grupo de odorantes con caracteristicas en comun o la capacidad de
activar diferentes ORN’s por los grupos funcionales que posee la una molécula
odorante. De esta manera cada odorante es reconocido por multiples receptores en
un patrén unico de activacién neural; cualidad a la que se le atribuye la capacidad

de discriminacion olfatoria [27].

Un fendmeno atribuido a la elevada concentracion del odorante, es la identificacion
de un olor como una sustancia diferente causado aparentemente por la suma de
receptores activados, lo que desencadena un cambio del patron neural y por tanto
la identificacion de un olor diferente; como sucede con las concentraciones de indol

en el medio ambiente [15, 19].
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2.3.2.3.- Organizacion de las neuronas olfatorias

Diferentes trabajos en roedores han demostrado la existencia de una agrupacién de
neuronas topoldgicamente circunscritas en el epitelio olfatorio, mezcladas
aleatoriamente con una menor proporcion de neuronas con diferentes receptores;
asi, el sistema olfatorio se sectoriza en unidades anatémicas y funcionalmente
discretas, que permite que cada zona exprese solo un subconjunto del repertorio
completo de receptores, por lo que la exposicién de odorantes activa ciertas zonas
especificas del epitelio, haciendo posible trazar mapas anatomicos de activacion
[28].

2.3.2.4.- Interaccion del odorante—receptor

La transduccion del estimulo desencadena la disociacidon de la subunidad alfa de la
Golf, mediante la activacion de la Adenil ciclasa Ill; enzima exclusiva de las
neuronas olfatorias; convirtiendo el ATP en AMP ciclico, la cual se incrementa en el
espacio intracelular induciendo la apertura de los canales idnicos regulados por
nucledtidos, promoviendo el ingreso de sodio y calcio, lo que provoca la
despolarizacion local transitoria, especifica de las neuronas olfatorias originando
una corriente hacia el interior de iones sodio y calcio. Las ORN mantienen una
elevada concentracion intracelular de iones cloro, el incremento de calcio
intracelular origina la apertura de canales de cloro con su consiguiente salida,
contribuyendo a la despolarizacion de la ORN (potenciales lentos del receptor),
promoviendo la apertura de canales de sodio y potasio dependientes de voltaje, que
dan lugar a un incremento graduado de la frecuencia de descarga, de tal manera
gue estimulos fuertes incrementan el potencial de receptor y la frecuencia de

descarga, que es la informacion que se conducira hasta el bulbo olfatorio [29, 14].

La mayor concentracion de cloro en el espacio intracelular de las ORN se debe a la
presencia de una proteina estructural de intercambio de cloro, bicarbonato y a la

presencia de un cotransportador de Na-K-Cl [14, 19].
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La conclusion de la respuesta olfatoria, se puede atribuir a uno o varios factores
conjuntados, como la difusién del odorante durante la separacion de los receptores,
su degradacion por las enzimas presentes en el moco o la existencia del AMP
ciclico, que activa a las kinasas, la fosforilacibn de los canales iodnicos,
disminuyendo la sensibilidad de los canales dependientes de nucleétidos, lo que
permite cesar el mecanismo de transduccion retornando el calcio al espacio
extracelular por los intercambiadores sodio-calcio, el mecanismo de los canales

reguladores de cloro el interior de la célula [19].

2.3.2.5.- Adaptacion sensorial

Ante la estimulacién continua, la respuesta neural disminuye progresivamente hasta
desaparecer, posiblemente causado por un mecanismo de inhibicion retroactiva,
suprime la transmision de las sefiales a través del bulbo olfativo, activando las fibras
nerviosas centrifugas que retroceden desde las regiones olfativas del cerebro por el
haz olfativo y termina en las células granulares que funcionan como neuronas
inhibidoras; actuando sobre el calcio intracelular en interaccion con la Calmodulina;
y estimulan las fosfodiesterasas degradando el AMP ciclico, disminuyen la actividad
de los canales i6nicos dependientes de nucleétidos, activando a las kinasas
inactivando la Adenil ciclasa Il mediante la fosforilacion o incluso activando a la
Adenil ciclasa A fosforilan a los receptores de odorantes, disminuyendo la
sensibilidad a la enzima ciclasa o permitiendo el reclutamiento de proteinas 3

restrinas que inactivan el dominio intracelular del dominio [14, 19].

2.3.2.6.- Bulbo olfatorio

El bulbo olfatorio es una estructura bilateral, simétrica, localizada en la parte ventral
del I6bulo frontal del cerebro, en las cuales se hallan diferentes tipos de neuronas
con arreglos dendriticos Unicos, sinapsis reciprocas exclusivas con presencia de
diferentes tipos de neurotransmisores; en cada bulbo los axones olfatorios
periféricos hacen sinapsis dentro de los glomérulos olfatorios con las neuronas de

segundo orden.

12



El bulbo olfatorio conduce la informacion desde las ORN’s hasta las estructuras
centrales y la corteza olfatoria. En este sitio los axones se reinen para formar haces
de fibras nerviosas que se extienden hasta el bulbo olfatorio, en donde terminan en
una arborizacion libre y ondulante; cada fibra queda incluida en una formacion
redondeada llamada glomérulo olfativo. En esta formacion hacen sinapsis con la
arborizacion dendritica de las células mitrales presentes en la zona interna del
bulbo, las cuales emiten los cilindroejes que avanzan hacia la region posterior del
bulbo olfatorio para constituir la cinta olfativa, que se divide y conecta a uno de los
centros corticales del olfato [30].

Las neuronas de segundo orden, células mitrales o neuronas gigantes y en
penacho, constituyen las neuronas eferentes del bulbo olfatorio siendo
responsables de conducir la informacion hacia las estructuras superiores, llevando
sus axones a través de la cinta olfatoria lateral hasta las estructuras de la corteza
olfatoria que comprende varias regiones cerebrales, incluido el ndcleo olfativo
anterior, la corteza piriforme, partes de la amigdala y la corteza entorrinal y estas
areas a su vez se interconectan con muchas areas del cerebro, incluidas la
neocorteza, el hipocampo, el talamo mediodorsal, el area predptica, el hipotdlamo y
otras partes del sistema limbico. En cada glomérulo, la convergencia de estas
neuronas receptoras establece sinapsis excitatorias reguladas por los mediadores
glutamato y carnosina; existiendo también interneuronas inhibitorias reguladas por

GABA, que corresponden a las células periglomerulares y granulares [31, 32].

De manera que se observan cuatro formaciones diferentes:

Capa plexiforme externa, formada por dos subtipos de células en penacho: medias
e internas. La dendrita primaria de ambas conecta con un solo glomérulo, y sus

axones se proyectan a la corteza olfatoria por el tracto olfatorio.

Capa de células mitrales o neuronas gigantes que se integra por somas; cada célula

mitral tiene una dendrita apical que termina en un solo glomérulo, y varias dendritas
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basales que terminan en la capa plexiforme externa. Los axones de las células
mitrales son mielinicos y dejan axones colaterales recurrentes que se distribuyen
difusamente por la parte profunda de la capa granulosa para terminar en la corteza

olfatoria.

Capa plexiforme interna se forma por axones de las células granulosas y unos pocos

somas celulares.

Capa de células granulares son las mas abundantes del bulbo olfatorio, no tienen
axones, cada una da lugar a una prolongacion periférica gruesa que se ramifica y
termina en la capa plexiforme externa, y varias finas que se distribuyen por la parte

mas profunda de su misma capa [14, 32, 33].

Los axones que tienen receptores con un alto grado de similitud molecular
convergen en los glomérulos cercanos; los odorantes individuales tienden a activar
grupos de glomérulos cercanos, en lugar de glomérulos individuales ampliamente
dispersos. Lo que sugiere que la topografia de los receptores de olor también se
refleja en una topografia funcional, que se extiende organizadamente a diferentes

clases de moléculas de olor [34].
En sintesis, el bulbo olfatorio se caracteriza por:

a) Selectividad: Cada axon olfatorio hace sinapsis en un solo glomérulo, sin
ramificaciones distales, contactando con las células mitrales y en penacho.

b) Sensibilidad y discriminacion: Existe una convergencia de hasta 25 000 axones
olfatorios en un solo glomérulo compuesto de cerca de 100 neuronas de segundo
orden, teniendo un fendémeno de alta convergencia de informacién neural.

c) Organizacién espacial: Cada glomérulo recibe sefiales de un solo tipo de
receptor, los receptores se distribuyen topograficamente (dorsoventral y medio
lateralmente), lo que indica que la expresién de tales receptores se divide en

zonas [14].
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d) Codificacién espacial: Se ha demostrado por diversos trabajos de mapeo de
activacion, que cada odorante genera un patron unico de activacion en neuronas
receptoras, glomérulos especificos y en consecuencia en proporciones
espaciales semejantes en el bulbo [28].

e) Codificacién temporal: La discriminacion olfatoria puede depender del numero,
patrén temporal, ritmicidad y sincronia de los picos de actividad, es decir no solo
cuales neuronas sensoriales disparan sus sefiales, sino también el momento de
su actividad [35].

f) Informacion sensorial refinada: El bulbo olfatorio tiene la capacidad de refinar la
sefial olfativa debido a la existencia de sinapsis reciprocas excitatorias
axoadendriticas entre la dendrita apical de las células mitrales y de la célula en

penacho, e inhibitorias con las interneuronas periglomerulares.

El refinamiento de la sefial olfatoria por medio de enfoques reciprocos depende del
balance entre los procesos excitatorio e inhibitorio entre las células granulares
mitrales y de las proyecciones centrifugas, que modulan cada patron neural que
sale a las areas centrales a partir de la excitacion causada por la neurona olfatoria
de la célula mitral y de la periglomerular que tiene como funcion inhibir en el
glomérulo a la misma célula mitral excitada previamente, realizando una inhibicion
recurrente, la neurona periglomerular y otro grupo de neuronas denominadas de
axones cortos que conectan los glomérulos adyacentes estableciendo sinapsis
axodendriticas con células mitrales de las estructuras adyacentes contribuyendo a
la inhibicion de estas células. Las células granulares inhiben a la célula mitral
responsable de la excitacidn inicial y a otras células mitrales conectadas en la capa

plexiforme interna con sinapsis dendrodendriticas laterales [32].

La mayoria de las sinapsis estan organizadas en pares reciprocos de sinapsis
dendrodendriticas, la sinapsis desde la célula mitral a la célula granular es de
caracter excitatorio, mientras que las sinapsis desde la célula granular a la célula
mitral es inhibitoria, siendo esta ultima la Unica salida de las células granulares; la

proporcién de células granulares por cada célula mitral es de cerca de 100:1, cada
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célula granular tiene de 50 a 100 gémulas reciprocamente conectadas a las
dendritas de las células mitrales, lo que aporta un elevado parametro de contacto e

interaccion funcional entre ambas neuronas.

Las células del glomérulo también reciben sefiales de las zonas centrales mediante
las proyecciones centrifugas que participan en la modulacion de las sefales,
mediante la excitacion de las células granulares que inhiben a la célula mitral y las
adyacentes, asi como fibras que son dirigidas al glomérulo en donde puede modular
el grado de excitacion de la célula mitral, mediante sinapsis dendrodendritica [14,
32].

2.3.2.7.- Via olfatoria central

Los axones de las células mitrales y de penacho se agrupan en la cinta o tracto
olfatorio lateral que se proyectan a cinco regiones denominadas en conjunto corteza
olfatoria primaria, cuyo principal papel es la codificacion de la intensidad del
odorante, estas no tienen un relevo talamico como en el resto de las estructuras
sensoriales por lo que los axones olfatorios se proyectan manera directa con el
nacleo olfatorio anterior, nucleos corticales anteriores de la amigdala, nucleos

corticales posteriores de la amigdala, tubérculo olfatorio y corteza entorrinal.

La corteza piriforme; es la estructura de mayor area, y es la encargada del
procesamiento olfatorio de la memoria y reconocimiento de los olores, es una
especie de arquicorteza, constituida por tres capas, respecto al resto de la corteza,
se considera filogenéticamente como una de las estructuras mas primitivas, se
compone principalmente de células piramidales cuyas dendritas apicales terminan
en la primera capa, a su vez se divide en dos subcapas la primera que corresponde
a los axones de las células mitrales superficiales y la subcapa b compuesta por los
axones de asociacion originados desde las capas rostrales (segunda capa) y
caudales (tercera capa) de las células piramidales. Antes de entrar a la primera

capa, los axones de asociacion hacen sinapsis con las dendritas basales de otras
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células piramidales, por lo que se puede apreciar una intrincada red de sinapsis con
las dendritas basales de otras células, ademas, contiene neuronas inhibitorias que
reciben el ingreso de la sefal olfatoria, las cuales terminan sobre las dendritas
apicales de las células piramidales cerrando un circuito inhibitorio, en la segunda y
tercera capa se localiza el penacho dendritico de las dendritas basales, distribuidas
alrededor de los cuerpos celulares. En la tercera capa existen, un segundo circuito
inhibitorio, integrado por pequefas interneuronas y axones largos que regresan al
bulbo olfatorio, otras areas de la corteza olfatoria y estructuras terciarias de la via
olfatoria. Excepto el tubérculo olfatorio el cual esta considerado como un elemento
del nucleo estriado ventral, las demas estructuras cuentan con una configuracion

muy similar, cuya principal variacion es la conectividad externa [19, 31, 32].

Respecto a la corteza olfativa secundaria; hipocampo y amigdala son activados
durante la discriminacion, identificacion y memoria. La corteza orbitofrontal participa
en la percepcion y significancia heddnica del olor, siendo el principal receptor de las
proyecciones olfatorias directas desde la corteza olfatoria primaria y la via indirecta
desde el nucleo dorso-medial del talamo. La insula esté relacionada con el sistema

l[imbico.

Es importante destacar que la funcién olfatoria involucra una compleja y extensa red
neuronal, por lo que las funciones antes descritas no son exclusivas de cada
estructura sino del conjunto. Ademas, la informacion olfatoria aparece basada en
dos principales maneras de procesamiento, uno serial con la participacion sucesiva
de las areas olfatorias primaria y secundaria, y otro paralelo (hemisferio derecho
versus hemisferio izquierdo) donde las estructuras en el hemisferio derecho se
encuentran mas involucradas en la memoria, mientras que las del hemisferio

izquierdo, en los procesos emocionales.

La disposicion de la via olfatoria inicia con la proyeccion del bulbo a través del tracto
a las regiones de la corteza que se caracteriza por la dispersion de las regiones

corticales de la corteza olfatoria secundaria.
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La codificacion de la informacion olfatoria cambia perdiendo el patrén espacial como
el que sucede en el bulbo olfatorio, encontrando una dispersion aleatoria de
actividad, por lo que a la fecha se desconoce los patrones de codificacion neuronal
del olor a nivel de la corteza, sin embargo, si se observan diferencias de actividad
cuando el individuo se expone a diferentes odorantes [19].

2.3.2.8.- Organo Vomeronasal (OVN) y Feromonas

El segundo componente del sistema olfatorio es el 6rgano vomeronasal (OVN) que
esta dividido en un area ventral y una dorsal, encontrando dos diferentes receptores
(VIR y V2R), estructuralmente son muy similares a los receptores del epitelio
olfativo. Jackobson se dedico a describir el OVN, en forma detallada, en diferentes
especies de mamiferos, advirti6 la falta de desarrollo del OVN en humanos,
sefialando que: "EI OVN es un 6rgano sensorial del cual los seres humanos no
tienen conciencia” [35, 36, 37, 38].

Al OVN se le atribuye la capacidad de detectar sustancias quimicas volétiles
producidas por el organismo modulando conductas parentales, sociales o
reproductivas, desencadenando respuestas con cierta similitud a las respuestas
motoras viscerales como nausea o salivacién, motilidad géstrica, en el caso de las
feromonas el componente volatil que parece ser el responsable de la atraccién
sexual entre ambos sexos y la conducta de monta en el macho es el dimetil sulfoxido
o Bisulfito de Metilo, el componente no volétil, es una proteina denominada
afrosidina [35].

Existen fuentes que documentan la sincronizacién menstrual de grupos de mujeres
a partir de la emanacién de cierto tipo de olor provocado por la exposicion a
feromonas, detectadas por receptores (GPCR) del OVN, también son receptores
acoplados a Golf; el trabajo de Clive Jennings-White demuestra la induccion de
respuestas organicas mediante la exposicion a cierto tipo de esteroides epiteliales
[35].
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El OVN puede percibir sefiales quimicas liberadas en el medio ambiente y del sabor
de los alimentos, también esta relacionado con la "reaccion de Flehmen”, una
retraccion peculiar del labio superior. Las neuronas que lo integran estan
estrechamente relacionadas con el hipotalamo y participan en su activacién a través

del bulbo olfativo accesorio (BOA) y la amigdala [38].

El OVN consiste en un par de conductos mucomembranosos ciegos, tubulares, de
epitelio olfativo que se encuentran a cada lado de la base rostral del tabique nasal,
se comunica con la cavidad nasal a través de un orificio situado en el borde anterior
del hueso vémer. Esta rodeado por una delgada placa de cartilago y se abre
rostralmente en el conducto incisivo del mismo lado que conecta las cavidades nasal
y oral, se encuentra parcialmente recubierta por un epitelio que contiene neuronas
receptoras bipolares. El acceso de los estimulos hacia los receptores, esta regulado
por un mecanismo de bomba vascular autbnomo, consistente en grandes vasos
sanguineos que, al contraerse por la accién vasomotora, expanden el lumen del

organo, atrayendo los estimulos a través del pasaje [35, 38, 39].

Embriol6gicamente se observa el llamado primordio vomeronasal como un delgado
epitelio bilateral ubicado en el &rea del septum nasal; el cual sufre una invaginacion,
formando una estructura tubular, en el sector medial de la placoda olfatoria, en
donde se observa desde el primer trimestre de la vida intrauterina en humano, una
intensa migracion de neuronas inmunorreactivas a la accion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en direccion al cerebro a través de la zona

del tabigue nasal, proveyendo las conexiones entre dicho 6rgano y el SNC [39].

Hay una segunda familia de quimiorreceptores que también se expresan en el
epitelio olfatorio, son los denominados TAAR (GPCR) o “receptores asociados a
trazas de aminas” también acoplados a Golf, su secuencia peptidica es diferente y
solo se han encontrado en humanos, ratones y peces, se encargan de reconocer
aminas volatiles presentes en la orina por lo que posiblemente estén vinculadas a

las relaciones sociales y reproductivas, similar a las feromonas.
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Estos receptores no dependen de la Adenil ciclasa lll ni activan al AMP ciclico,
siendo el principal mecanismo de activacion los canales de receptores de potencial
tipo 2, que regulan la permeabilidad Ca-Na, el receptor V1R regulado por el Diacil
glicerol, mientras que en el V2R aun no se tiene claro el mecanismo de regulacion.
Las diferencias V2R tiene un dominio extracelular muy grande comparte dominios

con proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad.

La transduccion de la sefial de la neurona olfatoria del OVN activa una region del
bulbo olfatorio accesorio (BOA) en donde termina también en compartimentos
separados de los glomérulos; sin embargo; a diferencia del glomérulo olfatorio; en
el BOA las células mitrales se ramifican recibiendo informacion de varios

glomérulos, existiendo una interconexion [35].

Las neuronas de segundo orden se proyectan a estructuras limbicas: Hipotalamo y

amigdala mediando las respuesta sexuales y reproductivas.

Las rutas de olfaccion coinciden, evidenciando la importante influencia del BOA en
la amigdala, hipotdlamo, algunas areas de la paleocorteza especialmente el nicleo
del tracto olfatorio lateral y por lo tanto en la corteza cerebral; por lo anterior ambas
rutas tienen ciertos patrones en paralelo, existiendo informacion de que el aparato
vomeronasal puede identificar ciertos odorantes comunes y viceversa algunas
feromonas pueden ser detectadas por el epitelio nasal; existiendo la capacidad de

expresion comun de receptores en el OVN y en el epitelio olfativo [39].

2.3.2.9.- Otros componentes neurales

Existen estructuras complementarias cuyas funciones aun no se encuentran

plenamente identificadas:

Sistema trigeminal, que inerva toda la cavidad nasal destinada a la sensibilidad

somatica de las fosas nasales encargada de la percepcion de sensaciones no
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olorosas evocadas por las sustancias olientes: prurito, escozor, hormigueo, frescor,

ardor o pinchazos.

Nervio terminal que inervan receptores olfatorios, trigeminales y vomeronasales.
Hasta la conclusion del presente trabajo, no se encontré6 material que sustente
documentalmente su funcién, aunque se asume que €S un quimiorreceptor
complementario del sistema vomeronasal, cuyo origen embrionario esta en la
placoda olfatoria, su trayecto sirve de guia para la migracion de las neuronas
hipotalamicas que secretan la hormona liberadora de hormona luteinizante y
estimulante de los foliculos (LH, FSH). Dichas neuronas se originan también en la
placoda olfatoria, durante el desarrollo embrionario, terminan alojandose en los
ndacleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo, areas que controlan la
secrecion hipofisaria de la hormona luteinizante (LH) y hormona estimulante de los

foliculos (FSH) (ambas controlan el desarrollo y la funcion gonadal) [14].

Organo septal de Masera, presente en algunos mamiferos, con aferencias que
terminan en el bulbo olfatorio y cuyas proyecciones centrales son desconocidas, al

igual que su papel funcional [14].

Ganglio de Gruneberg, se ubica en la punta rostral de la nariz, consiste en un grupo
de neuronas, que expresan la proteina marcadora olfatoria, sus axones se
proyectan a los glomérulos del area caudal del bulbo olfativo principal, se expresa
un gen V2R y algunos TAAR; recientemente se ha observado la existencia de
conexiones neuronales con el prosencéfalo olfatorio, pero su funcién no ha sido
definida del todo, algunos trabajos han demostrado que las neuronas existentes en
esta estructura poseen caracteristicas termosensoras especializadas que detectan
la disminucién de la temperatura dentro de una ventana dada, concluyendo que su
funcion sensorial esta abocada a la deteccion del frio y posiblemente a otras sefales

sociales quimicas relacionadas con el estrés o el miedo [40].
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2.3.2.10.- Neurogénesis adulta

La mucosa olfatoria es un tejido adulto que, durante toda la vida esta en proceso de
regeneracion y reparaciéon con la finalidad de mantener la integridad fisica y
funcional del sentido del olfato, de manera que cuando las neuronas olfatorias
mueren, son reemplazadas por la proliferacion de células madre asistidas por las

células olfativas envolventes (COE) [19].

En la ldmina propia, se han identificado células madre multipotentes con capacidad
para diferenciarse en células neurales. Mediante el empleo de diferentes
marcadores especificos, se observd que estas células madre de la mucosa nasal
estan muy relacionadas con las células mesenquimales de la médula 6sea. Se pudo
apreciar que estas células madre olfatorias presentan un alto grado de proliferacion,
e inclinacion a la diferenciacibn en células Oseas y poca propensiéon a la
transformacion en condrocitos y adipocitos. Por las caracteristicas de estas células
madre olfatorias recientemente se ha propuesto llamarlas células madre olfatorias

ectomesenquimales [30].

Las COE, provienen de la cresta neural, son células gliales que solo se encuentran
en el sistema olfativo con caracteristicas parecidas a las células de Schwann,
recubren los axones de las neuronas olfativas periféricas o primarias, conformando
canales perineurales continuos llenos de liquido, desde la capa epitelial hasta el
bulbo olfatorio, donde se encuentran restringidas al nervio olfatorio y a los
glomérulos del bulbo olfatorio a donde migran durante su desarrollo. Estas células
retienen caracteristicas que favorecen la neurogénesis, tanto en axones intactos
como lesionados induciendo neuroproteccion, engrosamiento de axones, activacion
de la angiogénesis e induccién de la remielinizacion axonal después de lesiones
desmielinizantes [41, 42, 43].

La via rostral migratoria (VRM) es la Unica estructura del cerebro que posee una

ruta larga de migracion. Se inicia en la zona subventricular con la partida de las

22



células tipo Ay finaliza con la llegada de las nuevas interneuronas al bulbo olfatorio.
Los neuroblastos presentes en la VRM forman cadenas entre ellos, facilitando su
migracion hacia el bulbo olfatorio; desplazandose entre estructuras tubulares
integradas por células gliales (astrocitos), las cuales secretan factores de
crecimiento que favorecen el proceso de migracion. Los tubos de células gliales
(conocidos también como glia radial o glia de Bergmann) sirven de soporte
direccional y contribuyen a la supervivencia de los neuroblastos, presentan conos
de crecimiento muy desarrollados y en proceso activo de extension y retraccion, lo
que sugiere que estas células utilizan los mismos mecanismos de locomocién
usados por los axones en crecimiento. Distintos estudios han demostrado la
importancia de las moléculas de adhesién (como las integrinas) y de la matriz
extracelular (como la tenascina y el sulfato de condroitina) en la migracion de los
neuroblastos a lo largo del proceso de migracién; al parecer las isoformas
polisialiladas de la Molécula de Adhesion Celular Neural estan implicadas en el
establecimiento de contactos entre los neuroblastos de las cadenas migratorias y
las células gliales que forman los tubos de neuroblastos; en el area septal estan
presente factores quimiorrepulsivos (inhibidores migratorios Slits) que previenen la
migracion de los neuroblastos hacia ciertas zonas cerebrales. Estas interneuronas,
presentan potenciales de accién de forma espontanea, reciben contactos sinapticos
hasta que se integran a la red neuronal del bulbo olfatorio. Las nuevas interneuronas
gue se integran a la capa periglomerular expresan marcadores neuronales y reciben

contactos sinépticos una vez que se integran en los circuitos neuronales.

En el caso del bulbo olfatorio accesorio las nuevas interneuronas generadas se
incorporan de manera asociada al comportamiento sexual, existen reportes del
incremento de la neurogénesis durante la fase estrogénica, como respuesta a la
prolactina secretada a finales del embarazo y por factores hormonales asociados
con el comportamiento sexual por el incremento de la liberacion de feromonas,

reguladas por el sistema limbico o por el hipotalamo.
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El continuo recambio de las interneuronas del bulbo olfatorio se modifica por
cambios en el microambiente o por modificaciones significativas en los olores
percibidos; de tal manera que no solo hay una renovacion celular continua, sino una
modificacion acorde a las condiciones ambientales mejorando la sensibilidad
olfativa, en funcion de las experiencias previas [44].

3.0.- Olfato y aprendizaje

En la naturaleza un elevado porcentaje de estimulos olfativos estan asociados a
mecanismos de defensa, en menor grado a la alimentacién o reproduccion; sin
embargo; en un entorno controlado o artificial, se ha observado la capacidad de
relacionar olores sin ningun significado fisiolégico (estimulos neutros) con
experiencias emotivamente definidas, por lo que un odorifero determinado puede
usarse para inducir una respuesta de tipo heddnico o aversivo; por lo que se asume
gue la modificacion del comportamiento ante la presencia de un olor es el resultado
de una asociacion previa entre ese olor en particular y el estado emocional existente
en ese momento especifico, por o que en la siguiente exposicion al olor se repetira

de manera automatica la conducta aprendida [6, 44].

Harper propone que la combinacion simultanea entre un estado emotivo especifico
y un olor determinado, induce al sistema nervioso a otorgarle un significado Unico,
influyendo asi en la percepcion hedonica, de manera que después de una primera
experiencia la siguiente exposicion al olor tendra un impacto en el estado de a&nimo
y en consecuencia la modificacidbn espontanea del comportamiento; esta es la
explicacibn fundamental del aprendizaje emocional asociado al olor (AEA);

mostrando un comportamiento afectivo o aversivo [46].

Desde el punto de vista neuroanatomico el sentido del olfato esta especialmente
preparado para aprender, debido al involucramiento en el procesamiento olfativo de
la corteza orbitofrontal haciendo capaz al individuo de asignar valor afectivo
(heddnico o aversivo) a estimulos odoriferos especificos, otra estructura vinculada

con el olfato es la amigdala, estructura especialmente ligada con el AEA [47].
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Los experimentos con la rata marrén comdn (Rattus norvegicus) demostraron que
pueden aprender a exhibir comportamientos de alerta Unicos al identificar una
variedad de olores, otros estudios con la rata gigante de Africa (Cricetomys
gambianus) demostraron que el uso de estas para evaluar el riesgo de minas

terrestres es un método de deteccion de minas muy prometedor [2, 48].

En los animales no humanos los procesos de aprendizaje cumplen una funcion
adaptativa y de supervivencia con el propdsito de mejorar la interrelacién con el
entorno al facilitar la clasificacion de diversas experiencias con un "significado
similar”, sustentadas en asociaciones comunes, mediante diversos tipos de

aprendizaje:

Conceptual, basado en la percepcion de semejanzas que permiten clasificar los
estimulos que comparten propiedades fisicas comunes. El desarrollo de conceptos
perceptivos parece ser en gran medida bajo el control de los principios conductuales

de la generalizacion del estimulo primario y discriminacion.

Relacional, que implica la comparacion entre objetos o estimulos bajo el concepto
de igualdad/diferencia, en donde se ha observado que los animales cuentan con
una habilidad de usar conceptos de este tipo y,

Asociativo que involucra la capacidad de formar categorias en condiciones
especificas, debido a la asociacion previa con un evento, respuesta o resultado
comun, consecuencia de estimulos ajenos desde el punto de vista de su percepcion,

con la capacidad de ser intercambiables entre si [48].

Por lo que el AEA puede explicar la respuesta de agrado o desagrado de un
individuo como consecuencia de la asociacion simultanea de un olor y una
experiencia; lo anterior se ha demostrado en diferentes trabajos en humanos, por

ejemplo, la exposicion de adultos al olor caracteristico de los consultorios dentales
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(eugenol), manifestando miedo fisiol6gico solo de aquellos individuos que habian

declarado previamente su miedo al dentista [3, 45].

Gerritsen y Haak, registraron en perros cuatro patrones de inhalacion, los cuales
estan directamente relacionados con la presencia y dificultad de localizacion del olor
(Figura 4):

E = Exhalacidodn
= &=
S

= E Reducida

= / \/\MA/LV\A/L/\/\ /\J\J\/\"“;,T,ew-r-cwn

1:-1 respiraciédn buco-nasal masal

= [LA,W\WWNWWJ\,\MMW

Olfateo continuo por Ta mariz

Figura 4.-Patrones de inhalacion en perros relacionados con la presenciay
complejidad de localizacion de algun olor. [51]

1. Para rastreos sencillos (por ejemplo, detectar rastreos de un olor de 30 minutos
de antigiedad del guia bajo condiciones favorables) la imagen mostraba
inhalaciones regulares durante el rastreo. Las ondas de las diferencias de presion
son mas pequefias, lo cual indica que la velocidad del aire que pasa por la nariz es
baja. Las exhalaciones en si son intensas y regulares. En casi todos los rastreos

sencillos este patrén de la respiracion fue consistente desde el inicio hasta el fin.

2. El patrén de respiracion anterior se desvanece cuando el rastreo incrementa su
dificultad. Las ondas de las rafagas de exhalacion a través de la nariz se hacen mas
pequeias y el tiempo entre ellas incrementa. En otras palabras, el perro olfatea mas

prolongadamente, generando mas presion del aire en la nariz.
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3. La siguiente fase muestra en principio el mismo patréon que el anterior. Los
periodos de olfateo son, ain mas prolongados dandose periodos cortos y
caracteristicos en los que el perro esta visiblemente respirando a traves de la boca

y la nariz. No fue inusual ver algunos perros exhalar por la nariz en rafagas dobles.

4. En las partes dificiles del rastreo, la imagen de la respiracion mostraba que el

perro estaba olfateando casi sin interrupcion [51].

La exhalacion por la nariz probablemente realiza una especie de limpieza de las
células olfativas en la membrana mucosa de la nariz, que aparentemente es menos
necesaria para concentraciones de olor mas bajas. Parece como si los perros
respirasen al olfatear de la misma manera que lo hacen al jadear bajo temperaturas
calidas. Pero a diferencia del jadeo, que es mas una ventilacion sin respiracion, aqui
la alta frecuencia de olfateo contribuye de hecho a la inhalacion. En rastreos
sencillos, los perros logran facilmente combinar la respiracion y el escaneo de
olores. La inspiracion que tiene lugar durante el olfateo y la exhalacién ocurre en
forma de rafagas a traves de la nariz. Cuando el olor del rastreo disminuye, entonces
el perro resuelve este problema de dos maneras: la velocidad de la corriente de aire
en la nariz aumenta, aumentando asi la capacidad. El perro también prolonga la
duracién total del periodo de olfateo. La exhalacion retardada tiene lugar en parte a
través de la nariz y en parte a traveés de la boca ligeramente abierta del perro de
rastreo. La tendencia a retrasar la exhalacion perjudica la respiracion. Pero al
olfatear durante mas tiempo, crea una ventaja al obtener mas informacion sobre los
olores entrantes. Cuando la dificultad del rastreo aumenta debido a condiciones mas
extremas, la exhalacion por la nariz se suprime por completo. Durante rastreos con
un minimo de olor, la exhalacion se realiza con mayor frecuencia por la boca. La
menor resistencia y la mayor apertura de la boca permiten que pasen un mayor
volumen de aire que mediante la exhalacién por la nariz. Por eso, la exhalacion lleva
menos tiempo. Y, por lo tanto, rastrear con la boca abierta es una ventaja, en la
medida en que ahorra tiempo para oler y analizar olores. Por su parte Settles

determino que el volumen de aire inhalado por unidad de tiempo durante la
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busqueda (= 60 mL*s ~ /5 Hertzios), equivalente a 300 mL de aire muestreado por
segundo [50, 51].

En la actualidad, el AEA se relaciona a olores que se vinculan con diversas
actividades; por ejemplo en humanos el disefio de firmas odoriferas que identifican
una organizacion, productos comerciales, religiosos e incluso politicos [52, 53]; en
el caso de los animales esta principalmente dedicado al uso de la capacidad olfativa
de los perros para la busqueda y localizacion de olores caracteristicos de personas,
sustancias y mercancias, esto a partir de la similitud de la quimica de vapor y firma
molecular de las sustancias diana y en funcion de la conservacion de las
propiedades fisicoquimicas de la sustancia o compuesto problema [46], durante su
uso se expone a los perros a diferentes materiales existentes en los distintos
entornos en donde se desenvuelven; lo que representa un reto por la exposicion a
una infinidad de variaciones de olor, por lo que los perros deben tener la capacidad
de discriminar entre los diferentes efluvios y el olor de la sustancia o mercancia a
detectar [54, 55, 56], el uso de las sustancias reales representa en algunos casos
riesgos toxicos y legales por su posesion, transporte y almacenamiento, en otros
casos la posible presencia de contaminantes odoriferos que interfieran el proceso
de condicionamiento [57, 58]. Una segunda condicién es la necesidad de animales
sensibilizados a méas de un olor; es decir; que identifiquen o localicen los olores

caracteristicos de diferentes sustancias o mercancias [59, 60, 61].

Los sistemas de condicionamiento de perros detectores estan basados en el AEA
al olor y un elemento satisfactor de algun impulso como comida (técnica ingestiva)
o la caceria o recobro de un objeto (técnica predatoria), la inclusion de los olores a
detectar se puede llevar a cabo mediante la asociacion de un olor a la vez o bien
mediante un método de asociacion simultanea de varios olores; denominado
generalizacion que consiste en la exposicion de un estimulo compuesto por un
procesamiento de asociacion codificando respuestas similares para cada elemento
del estimulo original; en el caso del proceso olfativo, si la combinacion de dos o mas

olores no altera sus propiedades individuales y conservan la cualidad de
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estimulaciéon de cada elemento, las respuestas condicionadas a cada uno de los
olores deben generalizarse. Si los odorantes que se combinan crean una nueva
sefial con caracteristicas individuales que alteran a cada odorante creando la
percepcion de un olor nuevo y Unico, el condicionamiento de la mezcla no produce
generalizacion; de manera que el compuesto es percibido como una nueva
configuracioén; el grado de generalizacién es influenciado por diversos factores entre
ellos las propiedades fisicoquimicas de cada compuesto, las cualidades del
estimulo emanado de cada elemento o el enriqguecimiento olfativo [56, 59]; ejemplos
de aplicacion de la generalizacion son el sistema denominado 4:1; desarrollado por
Felix Fisher y Bernard Pauly en 1981, consistente en la exposicion de cuatro olores
a la vez; cuyo argumento principal de los creadores es la considerable reduccion
del tiempo dedicado al condicionamiento de olores, mejorando la eficiencia del
proceso [60].

Otro sistema que recurre a este supuesto son los productos denominados Sokks
MPTS®, creado por Wolf A. Kafka; dentro de sus caracteristicas son contener todos
los olores de la especialidad en un solo producto, formando perros capaces de
detectar diversas proporciones aromaticas y por lo tanto obtener un mayor

rendimiento del canino adiestrado [61, 62].

4.0.- Sustancias de ayuda para el condicionamiento olfativo

En 1965 Francia se constituydé como el pais fundador en el uso de equipos hombre-
perro especializados en la deteccion de narcoéticos; a partir de 1970 se difundio a
nivel mundial usando como odorantes de referencia principalmente drogas de abuso
[4], en la actualidad la busqueda y localizacién de mercancias y sustancias abarcan
drogas llicitas, armas de fuego, artefactos explosivos, personas desaparecidas,
restos humanos, fosas clandestinas, olor del responsable de un acto criminal
mediante la conservacion de evidencias que contienen la huella odorifera
perteneciente al posible culpable, plagas (Chinches (Cimex sp), Polillas (Hylotrepus

bajulus)), etc.; existiendo evidencia abundante de la versatilidad, economia y
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confiabilidad en su rendimiento [4, 58, 63]. En 1989 la empresa Sigma Aldrich®
desarroll6 odorantes imitadores de cocaina, heroina y marihuana con el fin de
brindar una mayor seguridad de la salud de los caninos y eliminar las

responsabilidades juridicas por su posesion y transporte [64].

Las Say para el condicionamiento son disefiadas con el propdsito de emanar un
vapor formado por uno o varios de los componentes de la “firma odorifera” de la
sustancia objetivo; la cual se integra del conjunto de “compuestos organicos
volatiles” (COV) que forman parte del “gas sobrenadante”, estos, tienen la

capacidad de producir respuesta en métodos instrumentales y biolégicos [57, 65].

Las Say se clasifican por diferentes criterios, en primer lugar, por su estado fisico,
sélido (polvos o granulos), liquido y semisdlido este ultimo mediante el uso de
petrolato como vehiculo [66], un segundo criterio es el nUmero de olores contenidos
en cada producto; al respecto hay marcas cuyos compuestos contienen un olor por
cada presentacion; otros incluyen varios olores en un solo producto [67, 68, 69].
Desde el punto de vista de las fuentes de olor, las Say pueden clasificarse en tres
grupos: muestras reales (grupo 1), esencias imitadoras (grupo 2 y 3) y “pseudo”

esencias (grupo 4).

El grupo 1 lo integran los compuestos o muestras reales, son sustancias de no facil
acceso debido a las regulaciones en su posesion, uso y riesgos toxicologicos [71,
72]; ademas de contener muchos otros olores en el vapor que emanan, algunos de
estos pueden ser mas definidos que el ingrediente objeto del condicionamiento.
Estos otros olores provienen de subproductos y rellenos que son parte de la imagen
de olor ofrecido al perro para su condicionamiento; generando imprecisiones en el
resultado final; un ejemplo de este tipo de ayuda son los productos destinados a la
deteccion de explosivos de las marcas NESTTMR, Truescent k9 MR y en el caso de
drogas el producto de la marca SOKKS® [66, 69].
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Los grupos 2 y 3 denominados sustancias imitadoras y el grupo 4 denominadas
“pseudos”, tienen una disponibilidad comercial, facil adquisicion, manejo y minimas
restricciones legales lo que los convierte en una opcion atractiva para los
manejadores y entrenadores de perros. Sus principales desventajas son el elevado
costo y en el caso especifico de México la complicada gestion para su importacion.

Grupo 2: Contiene uno de los subproductos mas importantes de la descomposicion
de la sustancia; por ejemplo, el metil benzoato es el subproducto de la
descomposicion isotérmica de la cocaina (benzoilmetilecgonina), este compuesto
no tiene restricciones legales, ni efectos psicoactivos o toxicos, ademas de ser de
bajo costo; las marcas que se encuentran dentro de este grupo son los productos

para entrenamiento canino de la empresa Sigma Aldrich® (Cuadro 3) [73, 74, 75].

Grupo 3, Contiene uno de los elementos aditivos de las sustancias ofrecidas a la
venta de manera ilegal (adulterantes, sustancias de corte, diluentes, etc.) estos
productos se encuentran en diversos materiales de uso comun, por lo que el
resultado en el condicionamiento es la generacion de respuestas falsas en los

perros condicionados [28].

Grupo 4 o pseudo es un "quimico alternativo o sustituto", a diferencia de un imitador
tipo 1, 2 0 3, el imitador Tipo 4 es a menudo un compuesto protegido por una patente
se disefia intentando imitar “el olor" del producto o sustancia objetivo, su
composicidn no es necesariamente un integrante directo del compuesto a detectar.
En general; la bibliografia menciona que muchos de estos productos no han sido
probados o evaluados de forma independiente o cientifica; por lo que es limitado el

acceso a informacion de su composicion, desarrollo y eficacia [76, 77, 78].

Se ha demostrado que el cono de olor integrado por COV en muestras reales como
en compuestos relacionados, es muy similar, por ejemplo, existe evidencia que el
metil benzoato es la firma de olor dominante del analisis del vapor sobrenadante

(Vapor que reside sobre una muestra en un vial sellado) de la cocaina por lo que
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los detectores biol6gicos muestran un comportamiento condicionado (alerta) similar
ante su presencia, a continuacion en la Cuadro 3 se muestra una lista de otras

drogas ilicitas y sus olores dominantes [69, 76, 79].

Cuadro 3.- Compuestos del olor primario y secundario imitadores de drogas,
Adaptado de Macias, 2009; Macias et. al., 2008 y Lorenzo et. al. 2003. [57, 64,
78].

Sustancia Fase gaseosa Olor primario Olor
identificada secundario
Cocaina Metil benzoato Metil benzoato Acido
Acido Benzoico benzoico
Heroina Acido Acético Acido Acético
Marihuana Hidrocarburos  poli | a-pineno; B-pineno; mirceno; limoneno; y,
ciclicos aromaticos en muchos casos, [3-cariofileno

Las fuentes odoriferas de adiestramiento contienen uno o varios COV’s de las
sustancias que se pretenden localizar, su composicion es acorde a una necesidad
denominada “especialidad” (drogas, explosivos, cadaveres, etc.), los productos
existentes se componen de acuerdo al criterio del fabricante o equipo técnico que
colabora en el disefio de los formulados [78], existiendo en el mercado productos
elaborados a partir de la obtencién de los COV's de drogas reales o de “imitaciones
olorosas” de cada sustancia, cuya condicion mas importante es el significado del
estimulo emanado para el olfato del perro [57, 61], por lo que técnicamente es viable
el uso de drogas reales; siempre y cuando no exista incorporacion organica por
ninguna via de administracion; sin embargo; los riesgos a la salud y de la potencial
presencia de una multitud de contaminantes ajenos a la sustancia que se pretende
condicionar representan riesgos y/o factores de error durante el proceso de
condicionamiento; y por otro lado existe una responsabilidad legal por la posesion

en cualquiera de sus modalidades [66, 79, 72].

Una Say es en esencia un “perfume” constituido principalmente por una mezcla de
sustancias odorantes que genéricamente son denominamos esencias, combinadas

con disolventes y fijadores; siendo estos ultimos los que permiten que el tiempo de
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volatilizacion se extienda y por tanto resulte mas duradero; por lo que se requiere
del disefio de “perfumes” u odorantes que contengan el o los olores primarios o
secundarios (Cuadro 3) de las drogas que se mencionan; cuyo comportamiento
odorifero permita que las formulaciones de olores remplazados coincidan con el
impacto odorifero de los compuestos clave de la droga que se intenta “imitar” [70,
80].

Un primer objetivo del presente trabajo fue realizar formulaciones de las esencias
de cocaina, heroina y marihuana (Cuadro 3) sobre una matriz formando un odorante
sélido con fragancia persistente buscando la liberacion proporcional inmediata y el
sostenimiento de emanacion odorifera posterior, hasta alcanzar el equilibrio en el
medio en el que se encuentre [80]. Por lo que los disefios de estos compuestos
estaran integrados por las sustancias que emanan una fraccidon caracteristica de la
“firma odorifera” de las drogas objetivo y una matriz o excipiente sélido que conserve
y condicione la liberacion del olor, siendo medular esta ultima parte en las primeras
fases del presente trabajo, con el fin de seleccionar un excipiente con presion de

vapor baja, alta capacidad de absorcion y retencion de COV's [82].

5.0.- Disefo del sistema odorifero integral (SOI)

En el presente trabajo se incluyeron los olores imitadores de cocaina, heroina y
marihuana en presentaciones de cada sustancia problema con la concentracion
suficiente para alcanzar el umbral del estimulo olfativo, evaluando la capacidad de
moldear el condicionamiento mediante la presentacion simultanea de los olores
(generalizacién), y asegurar la ausencia de conductas condicionadas por la
emanacion de olor del excipiente [69], con la posibilidad de reducir el tiempo de
adiestramiento, e incrementar la eficiencia, eliminando factores de error por la
presencia de componentes ajenos a la “firma odorifera”, eliminando los riesgos de
salud y legales, por lo que un objetivo complementario de este trabajo es el disefio
de “matrices especificas” cuya principal funciéon es permitir la emanacion de un

estimulo odorifero nitido, constante e inconfundible, cuyas caracteristicas
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principales son la conservaciéon de las sustancias odorantes, control de liberacion
del olor, los enfoques actuales para resolver este problema estan dirigidos a la
eleccion de materiales adsorbentes inespecificos como lo son la silica, derivados
de celulosa, polimeros inespecificos, polipropileno, principalmente, solos o
combinados [82, 83, 84], cualidad que permite en algunos casos el disefio de
productos con olores compuestos [69, 85]. La propuesta del presente trabajo es el
diseii6 mediante tecnologia de impronta molecular, con liberacién mixta, es decir,
una desorcion parcial inmediata, seguida de una prolongada de sostén hasta

alcanzar el equilibrio que permita un estimulo constante [25].

6.0.- Polimeros de impronta molecular (MIP’s)

La tecnologia del disefio de MIP’s se basa en la confeccion de preparados para el
reconocimiento selectivo de un sustrato, se lleva a cabo compartiendo una
geometria dimensional, estructural o incluso una correspondencia electrostatica con
una estabilidad dependiente de grupos funcionales mediante el disefio de una matriz
polimérica a partir de una molécula denominada horma, molde o plantilla; su disefio
esta basado en los modelos de funcionamiento de los sistemas biolégicos de los
seres vivos con relacion al reconocimiento molecular selectivo como lo son la
relacion antigeno-anticuerpo (Ag/Ac), enzima-sustrato, hormona-receptor; cuya
relacion molecular se da por su especificidad geométrica o eléctrica; otro ejemplo
con cierta similitud es la huella que produce la inclusién de un organismo en un
sedimento antes de su desintegracion, dando lugar a un fosil paleontoldgico [9, 86,
87].

Los MIP se obtienen mediante la sintesis de una estructura macromolecular de alto
entrecruzamiento por polimerizacion en torno de una molécula plantilla que al
extraerla genera la existencia de cavidades compatibles dimensional y
estructuralmente; asi como; por la distribucién de grupos funcionales; lo que hace
posible un reconocimiento selectivo; esto se da debido a que moléculas con mayor

peso molecular no son capaces de incorporarse en estos espacios y las de menor
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masa atdbmica no cuentan con las caracteristicas geométricas de la molécula
plantilla que permita su interaccion, por lo que la interaccién entre el MIP vy la
molécula plantilla se encuentran en condiciones de interaccion optima,
generalmente de caracter reversible debido a que el disefio mas usual es mediante
relaciones no covalentes, donde la molécula a improntar funge como un
complemento de uno o varios monomeros funcionales a través de relaciones
electrostaticas no covalentes, por lo tanto reversibles, generalmente mediante una
relacion entre dipolos, electrostatica, o enlace de hidrégeno, etc. [88, 89],
interactuando con mondmeros funcionales a manera de una estructura
preorganizada, a la cual se expone a un entrecruzador y un iniciador de la
polimerizacion, formando estructuras por la relacion entre radicales libres, de tal
manera que el resultado de retirar la molécula plantilla mediante lavados especificos
es la permanencia de espacios o poros definidos para la molécula utilizada;
conociendo la capacidad maxima de retencibn y mediante procedimientos
especificos conocer con elevada confiabilidad y precision el comportamiento de
desorcion; el principal parametro que describe la eficacia del proceso de impronta
se llama factor de impresion; que se define como una relacién de la capacidad de
union de la plantilla en el polimero impreso con respecto a la capacidad de unién de
la plantilla en el polimero de referencia no improntado. Por lo tanto, la sintesis del
polimero no improntado tiene que llevarse a cabo en las mismas condiciones
omitiendo la adicién de la molécula horma [90]. Como se comenté anteriormente los
MIP cuentan con uniones preferentemente reversibles, elevada afinidad y
especificidad por la molécula plantilla [91, 92]; otras ventajas que ofrecen los MIP
son su elevada estabilidad quimica que permite una vida media prolongada,
capacidad de reutilizacion, sintesis relativamente sencilla, reproducible y econdmica
[93].

Los polimeros de impronta molecular han demostrado ser un método poderoso de
separacion de especies y catdlisis [86]; si bien su selectividad y especificidad son

caracteristicas que identifican esta técnica, también cuentan con excelente
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versatilidad, robustez, resistencia y estabilidad a cambios fisicos (temperatura y
presion), en general son quimicamente inertes a acidos, bases, iones metalicos y
disolventes organicos; otro beneficio es su bajo costo. Los MIP son compuestos
sélidos que se pueden disefiar en forma de particulas molidas, particulas esféricas
regulares, nanoparticulas, monolitos en una columna de acero inoxidable o en
capilar, capas tubulares abiertas en capilares, capas delgadas unidas a la superficie
y membranas por lo que son un instrumento muy valioso en el area del analisis
quimico, aplicaciones para el cuidado ambiental, disefio de productos
farmacoldgicos y de la salud. Constituyéndose en una herramienta til para la
identificacién, recoleccion o control de liberacion de sustancias especificas como
proteinas, derivados de aminoacidos, azucares y otros derivados, vitaminas,
nucledtidos; en relacibn a contaminantes ambientales, pesticidas; respecto a
productos farmacéuticos se cuenta con MIP’s se han disefiado presentaciones de
liberacion controlada de teofilina, morfina, diclofenaco, ciprofoxacina, ibuprofeno
diazepam, naproxeno, cortisol, pentamidina, butilparabenos. a continuacion, se dara
una breve resefia de estas aplicaciones y se hara énfasis en su uso como

preconcentradores de muestras cualidad Util para el objeto de este invento [94, 95].

6.1.- Utilidades de los Polimeros de impronta molecular (MIP's)

Sensores: Se han desarrollado tecnologias selectivas de identificacion cuantitativa
y cualitativa de compuestos de interés medioambiental como pesticidas, hormonas,
antimicrobianos y quimicos contaminantes, incluso con una sensibilidad mayor a la

establecida por las normas establecidas.

En ciencias forenses se han utilizado para colectar trazas de sustancias ilicitas en
los entornos en donde se cometid algun crimen con el fin de determinar si el delito
esta vinculado al uso o trafico de drogas [96, 97], principalmente como agentes
adsorbentes enfocados a la deteccion de trazas de metil benzoato principal
compuesto resultado de la degradacion de la cocaina en fluidos organicos, mediante

un MIP luminiscente; también existen propuestas para el disefio de MIP con cristales
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de cuarzo para la detecciébn de marihuana dado el contenido de terpenos que
contiene el espacio de cabeza de esta sustancia de abuso [98]. A pesar de estos
antecedentes a la fecha no se ha reportado el uso de polimeros de impronta

molecular como sistemas de liberacién de olores.

Catalizadores: Se han utilizado como catalizadores en diversas reacciones
guimicas imitando a las enzimas, utilizando como molécula molde un anélogo
estructural del estado de transicibn o intermedio de una reaccién quimica,

mostrando un efecto catalitico analogo al de las enzimas [99].

Formas farmacéuticas de liberacion modificada de farmacos: En los ultimos afios se
han enfocado los esfuerzos de la investigacion a la utilizacion de los MIP’s como
controladores de la liberacion de principios activos; cuyos objetivos son asegurar
qgue el farmaco llegue al lugar, en la dosis y lapso de tiempo correctos. Los MIP’s
tienen las cualidades fisicoquimicas para resistir los diferentes compartimentos
organicos, sus limitaciones estan vinculadas con la solubilidad y compatibilidad
organica, dentro de ellas estan las limitaciones por la presencia de puentes de
hidrogeno en su estructura y su predisposicion a las interacciones electrostaticas
con el agua, reduciendo la afinidad por el analito, se han utilizado en el control de
liberacion de nicotina en parches transdérmicos y asi como en la investigacion en
formas farmacéuticas de presentaciones de insulina de liberacion controlada [59,
95].

Cromatografia: Esta es una de las principales actividades vinculadas con los MIP's
especialmente en la técnica de extraccion de fase sdlida (SPE) la técnica
cromatografica en donde mas se ha investigado y desarrollado; al respecto existe
una técnica especifica de estos compuestos denominada MISPE (Molecularly
Imprinted Solid Phase Extraction), usando los MIP’s como fase estacionaria para la
adsorcién, preconcentracion y purificacion de compuestos, especialmente

importante en la extraccion, disefiada para el andlisis de mezclas complejas que
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requieren un tratamiento complejo previo. Otra técnica en donde se han ocupado
MIP’s es HPLC [9].

Pre concentradores: Usando los MIP’s en la fase de analisis que requiere de la
extraccion y purificacion del analito problema; en ocasiones esta es la parte mas
complicada del analisis por lo que es esencial el disefio de MIP’s altamente
selectivos que recolecten el analito a detectar, en fechas recientes se han
desarrollado técnicas para la deteccién de trazas contaminantes como hormonas,
farmacos, especialmente antimicrobianos, analgésicos, pesticidas, iones e inclusive
metales pesados cuya residualidad tienen un impacto en diversos tipos de entornos
e incluso aplicado en organismos que presentan concentraciones que ponen en
riesgo la salud, reteniendo el téxico y eliminandolo del plasma o por excrecién

urinaria [9].

Se ha encontrado que los MIP pueden ser agentes adsorbentes de sustancias en
fase gaseosay liquida; incluso se han utilizado con fines de control de la calidad del
aire, deteccion de sustancias psicotropicas, explosivas o agentes utilizadas en la
guerra; también se han utilizado para el disefio de filtros con alta especificidad de
alcoholes y acidos grasos denominados MIFA; mediante capas de MIP’s para la
discriminacion de olores mediante la combinacion de un adsorbente
(polidimetilsiloxano) combinado con acido poliacrilico (PAA) y acido metacrilico
(MAA) [96, 97]. Su selectividad y relacién no covalente entre un MIP y la molécula
molde motivo el disefio de MIP’s que permitieran a una molécula plantilla presentar
un comportamiento de liberacion de COV similar a la emanacion de la firma
odorifera de cocaina (metil benzoato), heroina (acido acético) y marihuana,
adicionando al bajo costo y resistencia a los factores del medio ambiente, posibilidad
de rehuso y garantia en la calidad de estimulo olfativo [64, 78].
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7.-Hipotesis y Objetivos

7.1.- Hipétesis:

Si se disefian Polimeros de Impronta Molecular capaces de controlar la desorcion
de los COV propios de las firmas odoriferas de narcéticos (cocaina, heroina y
marihuana), permitird el aprovechamiento zootécnico de perros detectores de

drogas mediante su adiestramiento y mantenimiento en condiciones de campo.
7.2.- Objetivo General

Desarrollar un Sistema Odorifero Imitador (SOI) mediante Polimeros de Impronta
Molecular que controlen la desorcibn de COV caracteristicos de las firmas
odoriferas de narcoticos para el aprovechamiento zootécnico de perros detectores

de drogas con insumos inocuos Yy eficaces.
7.3.- Objetivos Especificos

1. Identificar los COV’s caracteristicos de las firmas odoriferas de narcoticos
(cocaina, heroina, marihuana) que faciliten el adiestramiento vy
mantenimiento de perros detectores.

2. Seleccionar los componentes para el disefio de Polimeros de Impronta
Molecular capaces de adsorber y desorber los vapores sobrenadantes de
narcoticos.

3. Determinar en un modelo biologico (ratas) las cualidades odoriferas para el
condicionamiento conductual.

4. Determinar en un modelo biolégico (ratas) las cualidades atoxicas de los
formulados propuestos.

5. Evaluar en grupos de perros no adiestrados y adiestrados con Say diferentes
a las propuestas, la respuesta condicionada ante la presencia de los

compuestos propuestos (SOI).

39



7.4.- Justificacion

Siendo la industria quimica internacional la principal productora de los insumos con
mejores cualidades odoriferas; ocasiona que México dependa principalmente de
tecnologia extranjera para disponer de estos insumos; lo que entorpece y encarece
la formacion y mantenimiento de los caninos detectores utilizados en los diferentes
niveles de gobierno e iniciativa privada, representando una seria deficiencia de
recursos para la tarea de busqueda y localizacién de drogas de abuso, actividad

importante para la seguridad.
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8.0.- Material y métodos (Figura 5)

1)

2)

3)

4)

Investigacion y recopilacion de informacién del disefio y manufactura de
sustancias similares a los propuestos en el presente trabajo; asi como de los
reactivos y sustancias utilizadas para su manufactura, con énfasis en la
determinacion de las cualidades de los excipientes potencialmente Utiles.
Caracterizacion de formulaciones determinando su viabilidad mediante pruebas
de carga odorifera, comportamiento de liberacion de odorante, estabilidad.
Aplicando el andlisis del vapor sobrenadante contenido en una matriz [100],
haciendo uso de la tecnologia de caracterizacion de la fraccion volatil mediante
tecnologias Utiles para el desarrollo del presente trabajo.

Evaluar en un modelo biologico la inocuidad y la eficacia de los odorantes
desorbidos para el condicionamiento de los compuestos propuesta.

Comparar en la especie blanco la inocuidad y respuesta inducida por los

odorantes emanados.

1. Investigacion ¥ recopilacién

de informacion.
a.  Productos existentes.
b, EReactivos.
c. Excipientes

2.- Disefio d e las propuestas.
a.  Pruebas de carga
odorifera.
b Comportamiento de
liberaci dra.
c. Estahilidad

3.- Modelo animal “A”
Rata Wistay (Aaus norvergicus)
a.  Condicionamiento.
b, Toxicidad

4.- Campo Especie Blanco
Perro ( Canis fomiBaris)
a.  Condicionamiento.
b, Inocuidad.
c. Confrontacidn petros
for el arn erite

Figura 5.- Metodologia del ensayo: Fases que integraron el disefio y
caracterizacion de los Sistemas Imitadores de Olor (SOI) de cocaina, heroina
y marihuana.
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Para los SOI cocaina y heroina, se sintetizaron dos polimeros impresion molecular,
uno para cada sistema odorifero imitador (SOI):

8.1.- Reactivos y equipos

Acido acetilsalicilico (AAS) 90%, 5200-500, Reactivos Quimica Meyer® , 4-
vinilpiridina (4-VP) al 97%, Thermo Fisher Scientific®, Dimetilacrilato de etilenglicol
(EGDMA) al 98%, Sigma-Aldrich®, Gel de silice 60 para Cromatografia Merck®,
Acrilamida (AA) al 98% Thermo Fisher Scientific®, Azobisisobutironitrilo (AIBN) al
98% Marca Sigma-Aldrich®, Metil benzoato (MB) al 99% Marca Alfa Aesar, Acido
acético glacial (CH;COOH) 99.7% Thermo Fisher Scientific®, Acetona 99.5%,
Marca Carl Roth®, Etanol (EtOH) 99.91%, J.T. Baker®, Acido fosforico 65%,
Reactivos Quimica Meyer®, Metanol (MeOH) grado QP, Merck Millipore®, CBD
Isolate (Cannabidiol) 97.87%, tetrahidrocannabinol por debajo del 0.2% ICAN
VETS® de la empresa ICAN GREEN S.A. de C.V., Silica Gel 60, Merck, para
Cromatografia, 0.063 — 0.2 mm.

8.2.- Propiedades de los compuestos usados

Los compuestos responsables de la desorcion de los COV’'s que integran el
estimulo odorifero son el metil benzoato (Cocaina), acido acetil salicilico y acido
acético (Heroina) incluidos cada uno en una estructura polimérica especifica y a-
pineno; B-pineno; mirceno; limoneno y [B-cariofileno contenido en CBD amplio
espectro 97.8% de pureza, THC 0.05%, ICANVETS, lote IMT0006339 incluido en
silica gel 60, son los compuestos que tienen contacto directo con los perros
destinados al adiestramiento y del personal responsable del manejo de los
animales; el resto de los componentes que se mencionan a continuacion se utilizan
para la formacion de los polimeros o la inclusiéon de las moléculas improntadas; por
lo que los riesgos de contacto desaparecen; sin embargo a continuacion se

mencionan las cualidades de todos los compuestos utilizados en el disefio.
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8.2.1.- Acido acetilsalicilico (NGmero CAS: 50-78-2) [103]

Otros nombres: AAS, Ester salicilico del acido acético, Acidum acetylsalicylicum,

Acido -2-(acetilhidroxi) benzoico.
Formula: CoHg O,

Se usa en el tratamiento de condiciones inflamatorias diversas, también tiene
efectos antitromboticos Utiles para la prevencion de infarto y ataques transitorios de
isquemia, también reduce el riesgo de cancer de colon por sus efectos

antiproliferativas (igb.es/cbasicas/farma/farma04/a015.htm).

o) OH

OH

Nombre IUPAC: Ester salicilico del acido acético
Solubilidad y miscibilidad con agua a 20 °C: 3,3 g/|

Toxicidad aguda: no; Corrosion/irritaciones cutaneas: Si; Lesiones oculares
graves/irritacion ocular: Si; Sensibilizacidn respiratoria o cutanea: Si; mutagenicidad

en células germinales: No; (Hoja de seguridad del acido acetil salicilico)

8.2.2.- 4-vinilpiridina (CAS: 100-43-6) [104]

Sinonimos: 4-VP, PVNO; Poli vinil piridina-N-6xido, PVNO

Formula: C;H; N
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Nombre IUPAC: Poli vinil piridina-N-6xido

Toxicidad: puede causar irritacion muy leve de la piel, los ojos o el sistema
respiratorio en personas sensibles. No se observo sensibilizacion de la piel; aunque
se observé que los efectos sobre la salud relacionados con este compuesto son
minimos. (Hoja de seguridad 4-vinilpiridina)

8.2.3.- Dimetilacrilato de etilenglicol (CAS: 97-90-5) [105]

Otros nombres: EGDMA, &cido metacrilico, éster de etileno; 1,2-Bis (metacriloiloxi)
etano; dimetacrilato de 1,2-etanodiol; dimetacrilato de diglicol; dimetacrilato de
etanodiol; dimetacrilato de etileno; bis etilenglicol (metacrilato); Dimetacrilato de

etilenglicol; metacrilato de etileno.
Formula: C;yH14 0,

Descripcion: Es un diéster formado por la reaccién de condensacion de dos moles

de acido metacrilico con uno de etilenglicol.

El dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) es un monémero metacrilico difuncional
insoluble en agua que se emplea bastante como agente de entrecruzamiento
de copolimeros, sobre todo en algunos hidrogeles que se usan como lentes de

contacto y materiales absorbentes.

Es una materia prima Util para la sintesis quimica, porque experimenta facilmente
reacciones de adicibn con una amplia variedad de compuestos organicos e

inorganicos.
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El EGDMA ya se ha comentado que se utiliza como un agente entrecruzante para

polimeros acrilicos o copolimeros

Estructura quimica:
CH, o)
O CH
H,C ~"o 2
O CH,

Nombre IUPAC: 2-(2-Metil-acriloiloxi) etil 2-metil-acrilato
Toxicidad: DL50 rata: 3,300 mg/kg (RTECS),

Sintomas: Irritaciones de las mucosas en la boca, garganta, eso6fago y tracto
estomagointestinal., Existe riesgo de aspiracion al vomitar, posible obstruccion
pulmonar tras aspiracién del vomito. Toxicidad aguda por inhalacién puede causar
irritacién de las mucosas, Tos, Insuficiencia respiratoria, Consecuencias posibles en
las vias respiratorias, no irrita los ojos (Ficha de datos de seguridad Merck

Dimetilacrilato de etilenglicol)

8.2.4.- Acrilamida (CAS: 7774-29-0) [106]

Otros nombres: Amida acrilica, etilencarboxamida, propenamida
Formula: C3Hs; NO

Descripcién: Es una sustancia sélida cristalina, incolora e inodora que puede
reaccionar violentamente cuando se derrite. Cuando se calienta, puede emitir
vapores penetrantes. La acrilamida se usa para fabricar poliacrilamida, la cual se
usa principalmente para tratar descargas de aguas residuales de plantas de
tratamiento de aguas y procesos industriales. Ademas, la acrilamida y las

poliacrilamidas se utilizan en la produccion de tinturas y sustancias quimicas
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organicas, lentes de contacto, cosméticos y articulos de tocador, telas que no se
arrugan, papel y textiles, en la produccion de pulpa, en el procesamiento de
minerales, en la refinacién de azucar, y como agente quimico en la lechada y como
estabilizador de suelos para la construccion de tuneles, alcantarillas, pozos y
embalses. La acrilamida se forma en alimentos ricos en carbohidratos cuando éstos

se frien o al asarse en la parrilla o en el horno.

Estructura quimica:

O

NONH,

Nombre IUPAC: prop-2-enamide

Toxicidad: Inhalacion: Puede ser nocivo si se inhala. Provoca una irritacion del tracto
respiratorio. Piel: Nocivo si es absorbido por la piel. Provoca irritacion de la piel.
Ojos: provoca irritacion de ojos. Ingestion: Nocivo por ingestion (Hoja de datos de
seguridad del INR: Acrilamida)

8.2.5.- Azobisisobutironitrilo (CAS: 78-67-1) [107]

Otros nombres: AIBN; 2,2"-azobis(2-metilpropionitrilo); 2,2"-azobisisobutironitrilo,

genitron, aivn.
Formula: CgH1, N,

Descripcion: A temperatura ambiente, el azobisisobutironitrilo es un sélido que
suele presentarse como polvo o cristales columnados de color
blanco.https://es.wikipedia.org/wiki/Azobisisobutironitrilo - cite_note-ChemBook-4 A

102 °C funde y se descompone, desprendiendo nitrogenoy otros nitrilos. Tiene
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una densidad mayor que la del agua, p=1,110 g/cm3. Es
practicamente insoluble en agua pero  soluble en la mayor parte de
los disolventes organicos como alcoholes, acetona, éter y anilina; su solubilidad

en metanol es de 50 g/L y en etanol 20 g/L.

El azobisisobutironitrilo se descompone lentamente a temperatura ambiente, por lo
gue debe ser almacenado a una temperatura inferior a 10° C. Es explosivo si se
mezcla con oxidantes e igualmente explosiona cuando se calienta con heptano o

acetona.

Es un excelente iniciador de radicales libres, pues a unos 70° C el nitrégeno es
liberado y se forman dos radicales 2-cianoprop-2-il de acuerdo al siguiente

esquema:

HA;C
NQ\\ H3C CH3 3 X
Pl e L

H,C~ 'CH, N

Estructura quimica:

HsC. CHs

N
X INT Oy

H,C~ CHs,

N e

Nombre IUPAC: 2-(2-cianopropan-2-ildiazenil)-2-metilpropanonitrilo
Solubilidad: en agua 0.3 g/L, metanol 50 g/L

Toxicidad:
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El azobisisobutironitrilo es un compuesto inflamable que puede arder faciimente si
entra en contacto con chispas o flama. Arde de forma intensa y persistente v,
durante su combustion, puede generar 0xidos toxicos de nitrégeno. El polvo de esta
sustancia puede formar una mezcla explosiva con el aire. Su descomposicion
también puede provocar una explosion o fuego. El azobisisobutironitrilo alcanza

su temperatura de autoignicién a 260 °C.

En cuanto a su toxicidad, es muy peligroso en caso de contacto con piel, ojos y
pulmones debido a su efecto irritante. La inflamacion de la piel se caracteriza por
picazon, descamacion, enrojecimiento Yy, ocasionalmente, ampollas. La
sobreexposicidbn severa puede causar la muerte. En organismos Vivos,
se metaboliza en 4cido cianhidrico en la sangre, higado, cerebro y otros tejidos de

animales (https://es.wikipedia.org/wiki/Azobisisobutironitrilo)

8.2.6.- Metil benzoato (CAS: 93-58-3) [108]

Otros nombres: Benzoato de metilo, Ester metilico del acido benzoico, Esencia de

niobe

Formula: CoH,( 0,

Descripcion: Es el éster formado por la condensaciéon de acido benzoico y el etanol.
Es un liquido incoloro que es parcialmente soluble en agua, pero miscible en

solventes orgénicos.

Como con muchos ésteres volatiles, el benzoato de etilo tiene un olor agradable
descrito como dulce, gaulteria, frutal, medicinal, cereza, y uva. Es un componente
de algunas fragancias y sabores de fruta artificial. Compuesto utilizado con

frecuencia en perfumeria y pesticidas por su olor agradable.

Estructura quimica:
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0
OCHj

Nombre IUPAC: Benzoato de metilo
Solubilidad: En agua a 30°C 0.157 g/L

Toxicidad: Toxicidad oral aguda DL50 Rata: 1.625 - 2.000 mg/kg, sintomas son
trastornos del estdbmagol/intestinales, Nausea, Vomitos; no irrita la piel (Ficha datos

de seguridad Merck Metil benzoato)

8.2.7.- Acido acético (CAS: 64-19-7) [109]

Otros nombres: Acido metilcarboxilico o acido etanoico
Formula: C,H, 0,

Descripcion: Se usa enapicultura, se utliza para el control de
las larvas y huevos de las polillas, en laindustria quimica van muy ligadas a
sus ésteres, como son el acetato de vinilo o el acetato de celulosa (base para la
fabricacion de nylon, rayon, celofan, etcétera).

Son ampliamente conocidas sus propiedades como mordiente en soluciones
fijadoras, para la preservacion de tejidos, en el revelado de fotografias en blanco y
negro, era utilizado en una solucion muy débil como "bafio de paro": al sumergirse
en él material revelado, se neutralizaba la alcalinidad del bafio revelador y se
detenia el proceso; posteriormente el bafio fijador eliminaba el resto de material no
revelado. También se usa en medicina como tinte en las colposcopias para detectar
la infeccidén por virus de papiloma humano, cuando el tejido del cérvix se tifie de

blanco con el acido acético es positivo para infeccion de virus de papiloma humano,
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a esta tincion se le conoce como aceto blanco positivo. También, mezclado con
alcohol, es util para la prevencion de otitis externa; sirve en la limpieza de manchas

en general y en radiologia en las procesadoras de revelado de placas radiograficas.

Estructura quimica:

H 0O
I //
H—(|3—C\
H O—H

Nombre IUPAC: acido etanoico

Toxicidad: Oral (LD-50) 3310 mg/kg (rata), Dermal (LD-50) 1060 mg/kg (conejos),
Inhalacion (LC-50) 5620 ppm /1h (ratones), 16000 ppm/4h (rata).

Inhalacion: Irritaciones en vias respiratorias. Puede provocar bronconeumonia,
edemas en el tracto respiratorio. Piel: Provocar quemaduras. Ojos: quemaduras,
trastornos de vision, ceguera (lesion irreversible del nervio 6ptico). Quemaduras en
mucosas. Ingestion: Quemaduras en esé6fago y estdbmago. espasmos, vOmitos,
dificultades respiratorias. Riesgo de perforacion intestinal y de es6fago. Riesgo de
aspiracion al vomitar. No se descarta: shock, paro cardiovascular, acidosis,
problemas renales a las dosis anteriormente citadas (Hoja de datos de seguridad
del INR)

8.2.8.- Acetona (CAS: 67-64-1) [110]

Otros nombres: 2- Propanona, Acetona, Dimetil acetona, DMK, Propano cetona.

Formula: CH;COCH,;
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Descripcion: Toxicidad agua: Peligroso para la vida acuatica aun en condiciones

bajas. Mortal para peces.

Corrosion/irritacion cutanea, lesiones oculares graves e irritacion ocular,
sensibilizacion respiratoria, mutagenicidad en células germinales en bacterias y
levaduras, carcinogenicidad no clasificable en humanos ni animales, toxicidad para
la reproduccién, toxicidad sistémica especifica de oOrganos diana, peligro por
aspiracién en vias de exposicién, piel mucosa oral y respiratoria con efectos

inmediatos.

Estructura quimica:

O
|

C
H,C” “CH,

Nombre IUPAC: Propanona

Toxicidad: Oral (LD-50) 5800 mg/Kg (rata), Dermal (LD-50) 20 mg/Kg (conejo),
Inhalacion (LC-50) 76 mg/L (rata) (Hoja de seguridad Acetona MSDS)

8.2.9.- Etanol (CAS: 64-17-5) [111]

Otros nombres: Alcohol anhidro, Metil carbinol, Alcohol Desnaturalizado
Formula: CH;CH, OH

Descripcion: Disolvente para resinas, grasa, aceites, acidos grasos, hidrocarburos,
hidroxidos alcalinos. Como medio de extraccion por solventes, fabricacion de

intermedios, derivados organicos, colorantes, drogas sintéticas, elastomeros,
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detergentes, soluciones para limpieza, revestimientos, cosméticos, anticongelante,

antisépticos, medicina.

Estructura quimica:

!
H
H\\,O
C/
-\ H
LENRY

Nombre IUPAC: Etanol
Toxicidad:

Inhalacién: Altas concentraciones del vapor pueden causar somnolencia, tos,
irritacién de los ojos y el tracto respiratorio, dolor de cabeza y sintomas similares a

la ingestion.

Ingestidon: Sensacién de quemadura. Actlda al principio como estimulante seguido
de depresién, dolor de cabeza, vision borrosa, somnolencia e inconsciencia.
Grandes cantidades afectan el aparato gastrointestinal. Si es desnaturalizado con

metanol, puede causar ceguera.

Piel: Lavar la piel con abundante agua. Retirar la ropa contaminada y lavela con
abundante agua y jabon.

Ojos: Lavar con abundante agua, minimo durante 15 minutos. Levantar y separar
los parpados para asegurar la remocién del quimico. Si la irritacion persiste repetir

el lavado. Buscar atencion médica.

DL50 (oral, ratas) = 7.06 g/kg (Hoja de seguridad Acetona MSDS)
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8.2.10.- Acido fosférico (CAS: 7664-38-2) [112]

Otros nombres: Acido ortofosférico, Acido fosférico blanco, Acido monofosférico
Formula: H;PO,

Descripcion: Fertilizantes, detergentes de polifosfatos, quimicos farmacéuticos,
carbon activado, ceramicas, aditivos para comidas, procesamiento de comidas,

tratamiento de aguas, limpieza de metales.

Estructura quimica:

(I)H
O=FI’—OH
OH
Nombre IUPAC: Acido tetraoxofosférico

Toxicidad:

Inhalacion: Los vapores son corrosivos; pueden causar problemas severos en la

garganta y los pulmones.

Ingestion: Quemaduras en la boca, garganta y estbmago. En caso severo, diarrea

con sangre, dificultad respiratoria, colapso, shock e incluso la muerte.
Piel: Es corrosivo. Puede causar severas quemaduras.
Ojos: Es corrosivo y puede causar dafios permanentes e irreversibles.

Efectos cronicos: Se ha reportado dermatitis (Hoja de seguridad Acido fosférico
MSDS).
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8.2.11.- Metanol (CAS: 67-56-1) [113]

Otros nombres: Carbinol, Alcohol metilico, Alcohol de madera, Hidrato metilico,

Monohidroximetano, Alcohol o Espiritu de madera
Formula: CH,0

Descripcion: Solvente, combustible, plastificante, reactivo de laboratorio, extraccion
de aceites vegetales y animales, anticongelante, elevador de octano, manufactura
de productos quimicos y farmacéuticos, agente de extraccién, produccion de
formaldehido, monometil, dimetilamina, sulfato dimetilico, matil antraquinona y metil
ésteres, desnaturalizacion de etanol, deshidratacion de gas natural, en la

produccion de pinturas, barnices, cementos, tintas.

Estructura quimica:

H

|
H—C—OH
H

Nombre IUPAC: Metanol

Toxicidad: ElI envenenamiento puede efectuarse por ingestion, inhalaciébn o
absorcion cutanea. Y se debe, posiblemente, a su oxidacion a acido férmico o
formaldehido, esta oxidacién se sabe que puede ser inhibida por etanol, pues el
etanol es metabolizado de manera muy especifica y desintoxica al organismo de
metanol por medio de la respiracion. Después de la muerte, el efecto mas grave de

este producto, es la ceguera permanente.

Oral (LD-50) 5628 mg/kg, Dermal (LD-50) 64000 ppm/4h, Inhalativa (LC-50) 15800
mg/kg (Referencia: Hoja de seguridad metanol MSDS).
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8.2.12.- CBD Amplio Espectro (10G) Lote JMT0006339.
Andlisis del perfil de compuestos volatiles de una muestra de 10 gramos de CBD de
amplio espectro, solido con caracteristicas de granulado, contenido en un envase

solido de color negro con la etiqueta:

La documentacion del compuesto report6 la siguiente informacion (Anexo 1):
Denominacion de la muestra: 104.2 After Roto

Tipo de Prueba: Destilado (Sample Type: Distillate)

Lab. ID: 1911132

Fecha de recepcidn: diciembre 12 2019

Fecha de andlisis: diciembre 13 2019

Total (%): THC LOQ

Total (%): CBD 97.87

8.3.- Equipo de laboratorio

Multiagitador IKA modelo RO5PS1, centrifuga Gilson GMC Lab modelo F Moledora
Cole Palmer. Espectrofotbmetro UV/visible Ocean optics DT-mini 2GS. Termo
agitador Biobase modelo BJPX-1008.

8.4.- Equipo condicionamiento

Bebedero para ratas (SDRD) de disefio propio, consistente en un soporte de madera
para bebedero cuenta con un bajo relieve circular de 2 mm de profundidad que
permite el alojamiento de los sobres conteniendo los SOI’s de cada olor y un orificio
en medio de donde sale el tubo de acero que suministra el agua del bebedero que
contiene como fuente de hidratacion enriquecida con sacarina sodica a una
concentracion de 0,005 M (Figura 6), exponiendo simultaneamente los olores para

el condicionamiento y el reforzador [62].
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Figura 6.-Bebedero para ratas (SDRD) especialmente disefiado para exponer
los olores durante el condicionamiento. Disefio del autor.

Pelota de bote irregular manufacturada en caucho (JBB) (Figura 7) [7, 101].

Figura 7.-Pelota de bote irregular manufacturada en caucho (JBB)

Cajas de condicionamiento odorifero (CCO) manufacturadas en MDF (Medium
density fibreboard), madera y plastico rigido, todas con un orificio en una cara de 10

cm de diametro (Figura 8).

Figura 8.-Cajas de condicionamiento odorifero (CCO) manufacturadas en
MDF, maderay plastico rigido, con un orificio en una cara de 10 cm de
diametro.
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8.5.- Revision ética:

El estudio fue revisado y aprobado por el subcomité institucional para el cuidado y
uso de animales experimentales de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(SICUAE.DC-2019/1-3).

8.6.- Método de polimerizacion

Se disefaron dos polimeros de impronta molecular (MIP), uno con base en el
monomero 4-vinil piridina, para el control de la desorcion de metilbenzoato con el
fin de imitar los “espacios de cabeza” de cocaina, otro usando la acrilamida como
monomero para el control de la desorcion de acido acético por ser uno de los
principales componentes del “espacio de cabeza” de la heroina; validando y
caracterizando la desorcion de ambos compuestos, confrontando su
comportamiento contra los obtenidos de una silica impregnada con los mismos
compuestos, con el fin de determinar las diferencias entre un material especifico
(MIP) y un adsorbente inespecifico [114, 115].

El método de sintesis de MIP se llevd a cabo por radicales libres, usando la
estequiometria de monoémero, entrecruzador y horma para adsorber metil benzoato:
4:20:1 denominado MIP4.ve (SOlIc) para adsorber &cido acetilsalicilico 3:15:0.5 para
el denominado MIPaa, (SOIh) mediante la siguiente reaccion (Figura 9) [116].

AIBN

4{4-VP)+20(EGDMA)+1MB .
( P20 ) 6524 H MPayp

3(AA)+15(EGDMA)+0.5 (AAS) (JABN . mip,,
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Ensamble Polimerizacion PIM Lavado

cargado
Molécula + Monomero + Entrecruzador Iniciador '
molde r\
2 Qt P
(:“3) “;‘&P (20 M) AIBN
(15 M) 65°/124 h
AAS AA
(0.5 M) (3 M) \J}
Iniciador
Experimenta de radicales libres
reacciones £ 70" C libera e 6 veces®

de adicion nitrégenc

Figura 9.-Reaccion de polimerizaciéon para el disefio de MIP’s imitadores del
olor de cocainay heroina. Adaptado [116, 131]

MB: Metilbenzoato; AAS: Acido acetilsalicilico; 4-VP: 4-vinilpiridina; AA: Acrilamida;
EGDMA: Dimetilacrilato de etilenglicol; AIBN: azobisisobutirinitrilo [116, 117, 119].

8.6.1.- Polimerizacion
La relacion del monémero-entrecruzador-horma utilizada fue 4:20:1, proporcion mas

utilizada en el disefio de MIP’s. La horma es quien genera el poro dentro de las
cavidades, una vez extraida la horma se espera que permanezca el poro en la
matriz polimérica (Figura 17), el mondmero se coloca en exceso respecto a la horma
para asegurar las interacciones, el entrecruzador se coloca en una alta proporcion

ya que forma la mayor parte del cuerpo del polimero [116].

Se disuelve el monémero, entrecruzador, plantilla e iniciador de la polimerizacién en
recipiente resistente a temperaturas mayores a 70°C, conforme al esquema 1

Se cubre con un tapon de rosca.

Sonicacién durante un minimo de 10 minutos.

Desoxigenacion con nitrégeno durante 5 minutos.

Incubacién a 65°C durante 24 horas.
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8.6.2.- Molienda y tamizaje

Posterior a la incubacion, se obtiene el monolito, se tritura en el molino y se lava con
etanol y acetona para eliminar los residuos sin reaccionar. El polvo resultante se

tamiza por una malla de 250 micras.

8.6.3.- Lavado:

SOlc

Se remueve la horma por sucesion de lavados con etanol a temperatura ambiente
durante 3 horas.

La presencia de MB eliminada se monitorea mediante espectrofotometria UV a
longitud de onda 273.75 nm

SOlh

Se remueve la horma en un aparato Soxhlet con una mezcla de MeOH/ CH;COOH
(7: 3, v/v) durante 48 h a 105°C.

La presencia de AAS eliminada se monitorea mediante espectrometria UV a
longitud de onda 274.66 nm.

8.6.4.- Carga de la Molécula Molde:

SOlc

Solucién en agua destilada de metil benzoato a 0.6uL/mL

Proporcion de 9 mL de volumen de solucion de metil benzoato por 20 mg de
polimero durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Con una carga maxima de 103.633mg*g™*
MIPsvp(MB) <«—— MIPsvp + MB *

MIP4.vp: Polimero formado a base de 4 Vinilpiridina
MB: Metilbenzoato
SOIlh (MIPaa)
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La mayor parte del espacio de cabeza de heroina consiste en &cido acético, los
estudios de Macias, encontraron que los perros reconocian como heroina la
combinacion de acido salicilico con acido acético, por lo que se plantea tener un
sistema de liberacion modificada ya que el acido acetilsalicilico produciria &cido
acético como producto de degradacion y dejaria el acido salicilico, un compuesto
gue también es objetivo de discriminacion odorifera para perros detectores, las

estructuras estan mostradas en la figura 10 [63, 64].

La sintesis del polimero de impronta molecular se realiz6 utilizando el método de

polimerizacion para remocion de AAS en sistemas acuosos [119].

- "o -~ e
_:-__:::"' HHH |:I :.._-__-',.-"' o
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H::::"-\. - -~ HH"'\-»,\_ ~ -~ E\"‘"\-\. ﬂh '|— h H:H'\-\. .___.-"-'--. -
T GI . . H I::II___.-"'-- .HH"'\-\. DH
o, -~
_-_'__‘:':'-- Hﬁ"m‘ _;:.'.:"" H“*H_
. O OH Acido acético D’ OH
Acido acetilzalicilico ({AcOH) Acido salicilico

Figura 10.- Descomposicion isotérmica del acido acetilsalicilico. [119]

La carga del polimero se llevo a cabo en dos fases, debido a la capacidad de
interaccién similar de la molécula del acido acético con la acrilamida y la relacion

acido acétilsalicilico-acrilamida que se muestra en la figura 11.
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Figura 11.-Posible interaccion de enlaces de hidrégeno del monémero
acrilamida con acido acético dentro de la matriz polimérica. Adaptado [116,
131].

Fase 1. Acido acético:

Se realiz6 la carga del polimero a razén del 10% v/p de acido acético, mediante una
solucion de acetona y acido acético, incorporando el soluto por inmersion y posterior
evaporacion del solvente durante 24 horas, para alcanzar una concentracion

maxima del 12% y el equilibrio esquematizado a continuacion
MIPaa -CH3;COOH—  MIPaa + CH;COOH
Fase 2. Acido acetilsalicilico

Solucion de &cido acetilsalicilico 1000 mg/Lt en agua destilada ajustada a pH=3
para asegurar que la mayoria de las moléculas de AAS estén protonadas en el
medio. Incluyendo a una proporcion de 20 mg de polimero por 9 mL de solucién en
movimiento constante con multiagitadores magnéticos a temperatura ambiente

durante 7 horas. Concluyendo con un filtrado de la solucion.

MIPaa -AAS > MIPaa + AAS
Fase 3: Mezcla
Combinacion de polimeros a razon de MIPaa - CH;COOH/ MIPaa -AAS (1:1) p/p.
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8.6.5.- Caracterizacion del MIP imitador de Cocaina (SOlc)
La capacidad de adsorcion del MIP y el NIP se realiz6 en un sistema acuoso en un

multiagitador magnético con control de temperatura a 25°C, determinando la

concentracion de equilibrio a lo largo del tiempo; de acuerdo a la siguiente reaccion:

MIPsve +MB «—— MIPsve-MB

Se depositaron en un vaso de precipitados muestras de 20 mg de MIP y NIP con 9
mL de una solucion en agua destilada de metil benzoato a una concentraciéon de 0.6
pL/mL durante 3 horas, se tomaron muestras de 2 mL del sobrenadante en cada
tiempo y se centrifugaron durante 3 minutos a 6000 RPM, se filtraron con filtro
pirinola 0.22 uym y se monitorearon los cambios a través del tiempo mediante
absorbancia por espectroscopia UV visible. Para la determinacion de la
concentracién se prepard una curva de calibracion que oscilo entre 0.075 y 0.018
puL/mL a una longitud de onda de 273.75 nm y un coeficiente de determinacioén (r?)
>99.87 (Figura 12).
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Figura 12.-Curvay espectro de calibracion de soluciones de metil benzoato
en agua
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8.6.6.- Adsorcion:

Se observé la capacidad de adsorcion mediante la interpolacién en la curva de
calibracion, interpretada como mg de soluto adsorbidos por gramo de MIPy;
determinando la concentracion final de la concentracion inicial de la solucion

conforme a la siguiente ecuacion;

1.08mgmb
1—ﬂ5)*volumen envaso  mgadsorbidos

g NIP/MIP g MIP/NIP

[(concentracién inicial—concentracion a t™]x(

Nota: El volumen se corrigio de acuerdo con el volumen que habia en el tubo antes

de la toma de muestra.

Medidos por triplicado (n = 3) a diferentes intervalos de tiempo. Las desviaciones
estandar se representan como barras de error (Figura 8).

Los perfiles de adsorcion de metil benzoato se llevaron a cabo utilizando una
concentracién inicial de metil benzoato a 0.6uL/mL en agua destilada, puesto que
se encuentra cercano al limite de solubilidad lo que permite que se favorezca la

interaccion MIPs-vp-metil benzoato, como se muestra en el siguiente equilibrio:

MIPsvp(MB) <— MIPsvp + MB*

8.6.7.- Desorcién:
Se evalud la liberacion del metil benzoato desde la matriz polimérica a través del

tiempo, como se muestra en la siguiente reaccion:
MIPsvp - MB <«— MIPavpt+ MBT

En el entendido que la cantidad liberada o desorbida es la diferencia que existio
entre la cantidad inicial adsorbida y la cantidad adsorbida a un tiempo “n”.
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Se verti6 sobre el SOIc 70% de metilbenzoato con respecto al peso de la muestra
de polimero disuelta en 3 partes de etanol, se dejo evaporar durante 24 horas hasta

secar la matriz.

Se colocaron muestras de 40 mg de SOlc, bajo las siguientes condiciones:
temperatura ambiente en envase abierto, en el cual se monitored la desorcién de 0-
9 horas el primer dia y el resto cada 24 h hasta completar una semana, en
refrigeracion y a temperatura ambiente en envases cerrados, se evalud la desorcion

durante 7 dias.

Se colocé cada muestra de 40 mg de SOlc cargado, en un saco de celulosa, se
introdujo en un vaso de 50 mL donde se adicionaron 20 mL de una solucion metanol:
agua (1:1), posteriormente se sellé el vaso con parafilm y se metié en un agitador
orbital a 100 rpm a temperatura ambiente, cada dos horas se tomé una muestra de
2 mL, se determind la concentracion de metilbenzoato por espectrofotometria UV y
se reemplazé el medio, repitiendo el procedimiento hasta que no se detecto el

sustrato.

Preparado del compuesto de cotejo: Se impregno silice gel 60 mediante la adicion
de una solucion de metil benzoato en acetona a una concentracion similar al del
MIP, se prepararon muestras para la determinacién de la desorcion en las mismas
condiciones del MIP [82].

Con el objeto de beneficiar la interacciéon entre MIP-metilbenzoato se eligié una
concentracion cercana al limite de solubilidad (0.6uL/mL en agua destilada), la
cantidad adsorbida se interpreto en mg de metil benzoato por gramo de SOlc,
determinado mediante la sustracciéon de la concentracion final de la concentracion

inicial de la solucién, mediante la siguiente ecuacion:

f e . . 1.08mgmb
[(concentracion inicial—concentration a tn]*(l—n;gl

g NIP/MIP g MIP/NIP

)xvolumen en recipiente _mg adsorbidos
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Con el fin de observar el comportamiento de desorcion, se desarroll6 un método de
determinacion del metilbenzoato, mediante la remocion del sustrato remanente al
exponer el MIP a una solucion de H20:Metanol (1:1) mejorando la solubilidad del
sustrato, se evita por un lado una evaporacién rapida de la solucién y por otro la
generacion de pequefias sefales adicionadas a las longitudes de onda [97], durante
el ensayo, se controlaron factores como la agitacion, temperatura que tiene un
efecto directamente proporcional con la cinética molecular y por ende la
volatilizacion del metilbenzoato, lo que arroja resultados erréneos, también se
estandarizd a tres lavados del polimero para extraerlo por completo, se calculd la

cantidad adsorbida del sustrato mediante la siguiente ecuacion:

[(ZTi,i]*v _ mgMmB
gMIP g MIP

En donde i es la concentracion de cada lavado

Se calculo el porcentaje de desorcion de metilbenzoato mediante la siguiente

formula;

Concentracién total t™

Perdida (%): 100-[( )*100]

Concentracion inicial t=0

8.6.8.- Espectrofotometria de infrarrojo de 4 vinil piridinay SOlc

Se utilizé un estudio de FT-IR con el fin de caracterizar el MIP mediante la
evaluacion de la incorporaciéon de grupos funcionales en el polimero y su
comparacion con los espectros de polimero y monémero funcional mediante la
reduccion o eliminacion de sefiales, como estiramiento de doble enlace de carbono
de un mondmero con funcionalidad vinilo, como resultado de la polimerizacion del

grupo polimerizable del monémero [99].
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8.7.- Caracterizacion del MIP imitador de heroina (SOIlh)

8.7.1.- Capacidad maxima de retencién MIP imitador de heroina (SOIlh)

En los estudios de adsorcién se determiné la cantidad de molécula molde adsorbida
por el MIPaa al llegar al equilibrio en sistemas acuosos, de la misma forma se utilizé
para evaluar el efecto de impronta comparando su capacidad de adsorcion contra

un polimero no improntado. Los equilibrios referidos se muestran a continuacion.
MIPaa+ AASET> MIPaa-AAS

Se realizaron estudios por triplicado en un multiagitador magnético con control de
temperatura a 25°C con muestras de 20 mg de MIP o NIP en un vaso con 9 mL de
solucion estandar de AAS para el polimero de poliacrilamida (1000 mg AAS/L),
monitoreando mediante espectroscopia UV-visible lo cambios registrados en la
absorbancia a través del tiempo hasta que no hubo un cambio en la misma. El
experimento se siguié de acuerdo a las siguientes condiciones: Curva de calibracion
de AAS entre 50-160 mg/L en agua destilada ajustada a pH 3 con acido fosforico,
con una soluciéon estandar de 1000 mg AAS/L en agua destilada ajustada a pH 3,
observando el comportamiento a lo largo de 7 horas; con muestras de 2mL en cada
tiempo, siendo centrifugadas a 6000 rpm durante 3 minutos, y filtrado del
sobrenadante con filtro de pirinola de 0.22 L, se usé una dilucion 200 pL/2000 pL,

usando espectrofotometria UV/vis a una Longitud de onda de 274.66 nm.

8.7.2.- Cromatografia de espacio de cabeza para analisis de acido acético.

Se realizo estudio cromatografico en un cromatografo de gases Agilent
Technologies serie 7890A equipado con un detector de ionizacion de flama (FID) y
con una columna capilar Stabilwax-DA (1:30 m, DI:0.25mm,Df:25um.) a una
temperatura de inyector a 250°C, temperatura de horno a 145°C, temperatura de
detector 250°C., gas acarreador nitrogeno, presion constate, velocidad linear de 40
cm/sec., inyeccion manual de 500 pL de muestra en fase gas. La inyeccion fue en

modo split con un radio de 1:50 y tiempo de la corrida de 5 minutos.

66



Se tomé una muestra de 1 g de MIPaa, colocandolo en un vial de 10 mL, cerrado
mediante un septum de PTFA, ajustado con un arillo metalico mediante una pinza
engargoladora, sumergiendo en un bafio de aceite a 85°C controlada por un
termopar durante 10 minutos, transcurrido el tiempo se inserta la jeringa
cromatografica Hamilton (modelo 750N) a través del septum para tomar un volumen
de 500 pL de gas del espacio de cabeza el cual se inyecta inmediatamente al
cromatografo. La jeringa se debe mantener a la misma temperatura del horno para

prevenir la condensacion en la pared.

8.7.3.- Infrarrojo de acrilamida y MIPaa

Se compararon los espectros de infrarrojo por ATR de muestras de acrilamida y

SOlh a fin de detectar la existencia o no de bandas entre ellos.
8.7.4.- Estudios de adsorcion de AAS a MIPaa

Se determind la capacidad maxima de carga o adsorcion que del polimero SOIh,
usando como referencia el trabajo de Meischl, determinando las lecturas de los
muestreos mediante espectrofotometria UV interpolando los valores de absorbancia

con la curva de calibracidon mostrada en la figura 13 [119].
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Figura 13.- Curva de calibracion de AAS en agua ajustada pH=3
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Se utiliz6 agua destilada ajustada a pH=3 con el fin de asegurar que las moléculas
de AAS estén protonadas en el medio (pKa de ASA es 3.49) como se muestra en la
figura 14, a una concentraciéon de 1000 mg/L*; misma que se utilizé para la
determinacion de la adsorcion del AAS, lo anterior debido a que la cercania del valor
del limite de solubilidad agua-AAS favorecié el equilibrio AAS-polimero; el proceso

de adsorcion se realizo a 25°C de temperatura durante 7 horas.

O O
)J\ e )J\
—
O - O
©
@) @) 0 OH

Figura 14.-Protonacion del acido acetilsalicilico en un medio acido. [116,
131]

8.8.- Imitador de cannabis (SOIm)

Con el fin de imitar los “espacios de cabeza” de la marihuana (Cannabis sativa) y
sus derivados se realizé la impregnacion hiumeda de silice gel 60 usando etanol
como solvente, a fin de controlar la desorcién de los COV’s producidos por una brea
de CBD amplio espectro 97.87% de pureza [63, 120].

Para determinar la concentracion de brea capaz de emanar un estimulo odorifero
capaz de provocar una respuesta, se realizé una evaluaciéon con muestras de 2
gramos en 3 concentraciones diferentes (5%, 10%, 20%) exponiendo una sola
ocasion cada preparado a tres perros previamente condicionados a la deteccién
marihuana mediante el uso de almohadillas de algodén impregnados con sustancia

real.
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8.9.- Fase Bioldgica

8.9.1.- Fase bioldgica

Se analizé la calidad odorifera y toxicidad de los compuestos propuestas por medio
de:

Modelo bioldgico “A” Se utilizaron ratas macho adultas raza Wistar (300-360 g de
peso corporal), donadas por el Instituto de fisiologia celular de la UNAM; se alojaron
en un area ventilada, limpia, seca, en condiciones ambientales bajo los siguientes
parametros (18-26 ° C y 40-70 % de humedad relativa), con luz natural no
modificada, permanecieron en cajas con cama (tipo Aspen), respetando los
requerimientos de espacio (387 cm? y 18 cm de alto), satisfaciendo las necesidades
nutricionales mediante el aporte de alimento comercial balanceado formulab Diet
5001 (LabDiet St. Louis, MO)® Meéxico, alimento y agua a libre acceso [102],
excepto cuando se priva para aprendizaje y pruebas como se describe mas
adelante, para los SOIlc y SOIlh: en 12 ratas, dividido en un grupo de 8 animales
sometidos a condicionamiento asociado al olor y un segundo grupo de 4 animales
como testigo, a la conclusion del procedimiento se comparé el estado fisioldgico y
organico mediante estudios de hematologia.

Para el imitador de marihuana en 8 ratas, 6 animales sometidos al condicionamiento
asociado al olor y un grupo de 2 como testigo para la comparacion del estado
fisiol6gico y organico mediante estudios hematoldgicos y patoldgicos a la conclusion
del procedimiento.

Se determiné la seguridad de los SOI's, mediante la toma de muestra de sangre,
en el caso de las ratas por puncién cardiaca directa, induciendo previamente un
estado anestésico profundo con pentobarbital sédico de Lab. Pisa®, a una dosis de
60 mg/kg, por via intraperitoneal, a la conclusién de la toma se administré una
sobredosis del farmaco para inducir la eutanasia, comparando el resultado de un

grupo control y las ratas expuestas a los odorantes.

Modelo biolégico “B” en perros sometidos a un proceso de condicionamiento

odorifero por el método de recompensa directa (Integracion del satisfactor y las
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fuentes odorantes por el método 4 en 1 del método de 4 en 1 desarrollado por Felix

Fisher y Bernard Pauly [60].

Modelo Bioldgico “C”: Desafio de la respuesta de los diferentes imitadores en perros

previamente adiestrados con Say diferentes a las disefiadas en el presente trabajo.

Los ejemplares del modelo biolégico “B” y “C” provienen de cuatro empresas
especializadas en el adiestramiento y uso de perros detectores (Cuadro 4), para el
DBMT se utilizaron 20 caninos (quince machos y cinco hembras), de entre 1y 5
afos de edad de las razas cobrador de labrador (1), pastor aleman (5), pastor belga
malinois (13), pastor holandés (1), Los animales estaban adiestrados para la

deteccion de narcaticos.

Modelo Bioldgico “B”, Condicionamiento (CO), se utilizaron 3 ejemplares (machos
de entre 1 y 3 afios de edad), uno de la raza pastor belga malinois y dos pastores
alemanes, sin adiestramiento previo de deteccion, con una marcada tendencia a
perseguir y poseer una pelota de bote irregular manufacturada en caucho (JBB) [7,
101].

Los caninos fueron resguardados en estancias individuales secas, ventiladas en
condiciones ambientales dentro de los parametros (18 - 29 °C y 40-70% de
humedad relativa), luz natural no modificada, administrando alimento concentrado
superpremium y agua a libre acceso acorde a los lineamientos de experimentacion

animal y normatividad mexicana sobre bienestar animal [102].

Al grupo CO al inicio y final del proceso de condicionamiento se tomo una muestra
de 5 mL de sangre por puncion de la vena cefalica mediante sujecion fisica de cada

ejemplar.
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8.9.1.- Fase modelo animal A (Ratas)

Condicionamiento de ratas Wistar (Modelo biolégico “A”), mediante un proceso de
aprendizaje asociando el olor emanado de los imitadores y una solucion endulzada
contenida en un bebedero con un disefio especial, considerando como éxito la
permanencia en el bebedero que contiene el olor/reforzador permitiendo el contacto
e hidratacion durante un periodo de 10 segundos cada vez, después de 14 dias de
condicionamiento, a la conclusién se realizaron estudios de hemograma y quimica
sanguinea con el propodsito de detectar cambios que sugirieran algun efecto

colateral adverso relacionado.

Los objetivos de esta fase son validar la capacidad de condicionamiento de los
SOI's en las diferentes fases de aprendizaje mediante el analisis de la tasa de
aciertos/repeticiones (SR), conocer la solidez del aprendizaje por medio de la
observacién de la persistencia de la conducta adquirida y evaluar la inocuidad de

los productos propuestos a partir de analisis hematoldgico.

Durante catorce dias se someti0 a ratas machos de la raza Wistar al
condicionamiento a los olores emanados por los MIP’s disefiados, asociados a una
solucién edulcorada [62] usando muestras de 20 + 1.6 mg de cada producto (SOlh,
SOlc) conservados por separado en envoltorios de una capa de papel filtro,

realizando un proceso similar Unicamente con el preparado SOIm.

Para la exposicidon de los estimulos odoriferos, se utiliz6 un BBCO que contenia
como reforzador agua edulcorada a base de sacarina de sodio (0.005 M), los SOI’s,
en el bajo relieve circular de 2 mm de profundidad ubicado en el centro del soporte
se colocd la muestra del odorante de donde emana el olor, las muestras se
protegieron con una malla de polietileno con abertura de 3 X 3 mm, para impedir la
ingestion de los odorantes durante las sesiones de condicionamiento (Figura 6),
teniendo al alcance la fuente de hidratacion edulcorada y los olores emanados por
los SOI's. [62, 121].
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8.9.2.- Fases de aprendizaje

El proceso de condicionamiento olfatorio, se llevé a cabo mediante la exposicidon

simultdnea de los odorantes [60, 61], se compuso de las siguientes las fases de:

Preestimulacion: Con el fin de predisponer la a la conducta de busqueda de la fuente
de hidratacion las ratas fueron privadas de agua 8 horas antes de los ejercicios de

cada sesion.

Asociacion (Dia 1-4; 8 repeticiones por sesion): Se induce la asociacion entre los
olores y “reforzador” al ofrecer como unica fuente de hidratacion el BBCO (Figura
6) con los odorantes, una vez que tienen contacto con el bebedero se mantiene la
exposicion por un periodo de 10 segundos, se retira y se cambia aleatoriamente la
ubicacién en alguna posiciéon de la reja, variando la duracién de los tiempos entre
cada exposicion y ubicacion del BBCO, estimulando la conducta de investigacion y
localizacion de la fuente de hidratacion, estimulando la asociacion del olor contenido
en el BBCO [46, 62, 121, 122,]. Los primeros 4 dias, se utilizd el reforzamiento de
grupo, haciendo uso de la habilidad de la Rattus norvegicus de adquirir, aplicar y

transferir conocimiento estructural a sus congéneres [123].

Verificacion (Dia 5-6; 8 repeticiones por sesién): Se comprobd la existencia del

comportamiento con el fin de continuar con el ensayo.

Discriminacion (Dia 7-9; 8 repeticiones por sesion): Fase de exposicion a la fuente
de olores asociados al reforzador gustativo (BBCO), con el incremento gradual de
hasta cuatro bebederos sin olor ni “reforzador”, variando aleatoriamente la ubicacion
de todos los BBCO, asi como de los tiempos de exposicion, por lo que se incrementé
la duracion de las sesiones. En esta fase el ensayo de SOIh/SOlc se formaron dos
grupos de ratas compuestos de tres y cuatro animales. En el caso del SOIm se

formaron dos grupos de tres animales.

72



Individualizacién de los olores para el ensayo de SOIh/SOlc (Dia 10; 4 repeticiones
por sesion): para los MIP’s SOIh/SOlc, se separaron los olores de la mezcla en
bebederos similares con “reforzador gustativo” (BBCO), variando la ubicacion de los
BBCO, los tiempos de exposicion, ademas de la duracion entre sesiones; evaluando
el comportamiento de cada olor, en sesiones de cuatro repeticiones. Respecto a
SOIm, se extendi6 la fase de discriminacion para iniciar el proceso de extincion del
reforzador a partir del dia 11. En esta fase los compuestos SOIh/SOIc se formaron
tres grupos de ratas: dos con dos animales y uno con tres y para SOIm se integraron
3 grupos de 2 animales cada uno.

Extincion (Dia 11-14; 4 repeticiones por sesion): Durante los dias once al trece se
llevé a cabo la reduccién gradual del reforzador gustativo (solucién edulcorada)
hasta su completa eliminacion, sustituyéndola por agua potable, realizando

sesiones por cada olor de cada uno de los grupos.

El dia catorce, se llevo a cabo la evaluacién de la respuesta de cada olor por
separado en ausencia de sacarina, con el objetivo de evaluar si existe diferencia de
la respuesta y persistencia del comportamiento, aun en ausencia del estimulo

reforzador (solucion edulcorada).

8.9.3.- Modelo Biologico “B” (Especie blanco): Condicionamiento de perros
(CO)

Se sometieron a condicionamiento de perros (Modelo biologico “B”) mediante el
método de exposicion de olores multiples y separacion progresiva, evaluando la

eficacia del condicionamiento y la toxicidad por la exposicion repetida a los

odorantes después de 14 dias.

Con el proposito de escalar el rendimiento de los compuestos propuesta se
implemento una fase de evaluacién del condicionamiento en la especie blanco, bajo
criterios muy similares a las del modelo biolégico “A” se evalué mediante analisis

hematoldgico la inocuidad de los productos propuestos, en esta fase se sometié al
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grupo al condicionamiento durante catorce dias con la exposicidén simultanea de los
tres compuestos. Al inicio y a la conclusion del proceso se obtuvieron muestras de
sangre por puncion de la vena cefalica mediante sujecion fisica de cada ejemplar.
El grupo se compuso de 3 machos de entre 1 y 3 afos de edad, uno de ellos de la
raza pastor belga malinois y dos pastores alemanes, sin adiestramiento previo de
deteccidn, cuya caracteristica comun era una marcada tendencia a perseguir y
obtener una pelota de bote irregular manufacturada en caucho (JBB) (Figura 7) [7,
101].

Usando muestras de 120 + 3 mg de cada producto (SOIlh, SOlc, SOIm) contenidos
en frascos de cristal con tapa de acero inoxidable con siete orificios de 1 mm de
diametro cubierta en su interior con una capa de espuma polietileno de baja
densidad de 2 mm de grosor. Se almacenaron en refrigeracion (4°C) con una capa
de Parafiim “M” sobre la cara externa de la tapa, cada uno dentro de un segundo
frasco plastico rigido con cerrado hermético al cual se le adiciono un segundo
empague de espuma de polietileno para mejorar el sellado.

Para la exposicion de los estimulos odoriferos, se utiliz6 un BBCO (Figura 8) que
contenia como reforzador agua edulcorada a base de sacarina de sodio (0.005 M),
los SOI's se colocaron en el bajo relieve circular de 2 mm de profundidad ubicado
en el centro del soporte de donde emana el estimulo odorifero, protegidos con una
malla de polietileno con abertura de 3 X 3 mm, para impedir la ingestién de los
odorantes durante las sesiones de condicionamiento (Imagen 1), teniendo al
alcance la fuente de hidratacion edulcorada y los olores emanados por los MIP’s
[62, 121].

8.9.4.- Proceso de condicionamiento

a) Preestimulacion: (14 dias de adaptacion/repeticiones por sesion 10) Durante el
periodo de adaptacion los caninos fueron sometidos a sesiones individuales de

lanzamiento y recuperacion a la vista del JBB (Figura 7) [7, 101].
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b) Asociacion: (Dias 1-4/repeticiones por sesién 8) A cada ejemplar se le expuso
a un conjunto de 4 CCQO’s agrupadas (Figura 8), en donde solo una contiene los
tres imitadores (SOIlh, SOIlc, SOIm) y un JBB. En cada repeticion, a la vista del
ejemplar, se simul6 el ocultamiento del JBB en las CCO’s agrupados estimulando
el impulso de olfacion e inspeccion del grupo de objetos (Estimulacion previa),
permitiendo posteriormente que el canino inspeccione las CCO’s. Cuando el canino
olfatea y permanece atento al orificio de la CCO que contiene los odorantes e
incluso intenta extraer el JBB que se encuentra en el interior, se le otorga un
segundo JBB simulando que el reforzador sale de la fuente de emanacion de los
olores, promoviendo la permanencia e insistencia para obtener el JBB contenido en

la CCO con los SOI’s, en cada repeticion se cambia el punto de inicio del ejercicio.

c) Extincion: (Dias 5-11/repeticiones por sesion 8) Una vez que el ejemplar ubica
olfativamente la CCO con los odorantes se reduce gradualmente el tamafio del JBB
que se encuentra en su interior, hasta eliminarlo, continuando con la entrega externa
del reforzador cuando el canino localiza el area de emanacion de los odorantes. A
partir de esta fase, se alinearon los CCQO’s junto a un muro con el fin de promover
el orden de inspeccidn de los objetos, realizando la estimulacién previa referida en
el péarrafo anterior. Durante esta fase también se indujo que los ejemplares
adquirieran la posicion estética (Indicacion), preferentemente la posicion de
sentado, otorgando el JBB cuando el ejemplar adquiere una postura inmavil,
extendiendo progresivamente el tiempo de entrega del JBB y en consecuencia

incrementando el periodo de permanencia en el foco de emanacion del odorante.

d) Discriminacion: (Dias 5-11/repeticiones por sesion 8) Simultaneo a la fase de
extincion, se cambid aleatoriamente el tipo de material de construccion de la CCO
que contiene los odorantes, ademas de incrementar progresivamente el nimero de
CCO’s vacios, con el fin de evitar que el tipo de material, las dimensiones o la

ubicacién del olor sean factores que predispongan a la respuesta del ejemplar.
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e) Separacion: (Dia 12-14/repeticiones por olor 4) Se inici6 realizando ejercicios
similares a la fase de asociacién con CCO por cada SOlI; si el ejemplar muestra una
conducta similar a las fases anteriores se incremento progresivamente el nimero y
tipo de CCO’s vacias. Durante esta fase se realizaron sesiones de adiestramiento
por separado con 4 repeticiones por cada olor [3, 56, 57, 60, 63, 124, 125, 126, 127].

8.9.5.- Modelo Biolégico “C” (Campo): Ensayo DBMT
Los 20 ejemplares usados provienen de cuatro empresas especializadas en el

adiestramiento y uso de perros detectores (Cuadro 4), de los cuales quince fueron
de sexo macho, cinco hembras, con una edad que oscila entre 1 y 5 afios, respecto
a las razas uno era cobrador de labrador, cinco de la raza pastor aleman, trece de
la raza pastor belga malinois y un pastor holandés, todos ellos estaban adiestrados
para la deteccibn de narcoticos, para su condicionamiento se utilizaron 3

modalidades diferentes:

A) Say comercial y materiales impregnados con sustancias reales.
B) Materiales impregnados con sustancias reales.

C) Sustancias comerciales.

Cada uno de los centros de adiestramiento, aplican normas de condicionamiento y
criterios de operacion con adecuaciones propias incluso en el tipo de reforzador

usado.

8.9.6.- Estimulos odoriferos:
Se usaron los SOI’s para retener benzoato de metilo (SOlc), acido acético/acido

acetilsalicilico (SOIh) y brea de CBD (SOIm), con un tamafio de muestra de 120 +
3 mg contenidos en frascos de cristal de 6 por 4 cm con tapa de acero inoxidable
con siete orificios de un mm de diametro cubierta en su interior con una capa de
espuma polietileno de baja densidad de dos mm de grosor. Se almacenaron en
refrigeracion (4°C) con una capa de Parafiim “M” sobre la cara externa de la tapa,

cada uno dentro de un segundo frasco plastico rigido con cerrado hermético al cual
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se le adiciono un segundo empaque de espuma de polietiieno para mejorar el
sellado [116, 131].

Desafio de la respuesta de los imitadores propuestos a perros previamente
adiestrados con otras fuentes aromaticas. Con el propésito de validar la respuesta
a la exposicién de los odorantes propuestos (SOlh, SOlc y SOIm) en una sesion de

adiestramiento rutinario en los entornos en donde comiUnmente son adiestrados.

La prueba se efectud en el entorno donde normalmente desarrollan su actividad
detectora, el orden de localizacion se llevdo a cabo aleatoriamente, colocando
muestras individuales en 3 ubicaciones diferentes, dando un tiempo de reposo que
oscilo entre 5y 20 minutos. La colocacion se hizo de acuerdo al procedimiento de
cada instructor, ya sea realizando la inspeccion olfativa en un solo recorrido o bien

efectuando una inspeccién por cada olor.

Previo a la busqueda y localizacién de los compuestos propuesta, se realiz6 una
basqueda con una fuente de olor con la que comunmente son condicionados,
retirando posteriormente el objeto y la muestra testigo. Se solicité a los conductores
de los caninos evitar manejos y emitir voces que ayuden a la localizacion,

recomendando que solo se acomparie al ejemplar en las areas de busqueda.

El estudio se llevo a cabo observando una de tres conductas posibles ante las
fuentes de olor:

Alerta e indicacién (Completa) Respuesta del canino al primer contacto con el olor
(alerta) con la posterior sefalizacion del area de donde emana el efluvio

(Indicacion).
Alerta: (Parcial): Respuesta del canino al primer contacto con el olor (alerta).

Deficiente: No mostrar ninguna de las conductas anteriormente mencionadas.
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Cuadro 4.- Relaciéon de caninos (Modelo biolégico “B” y “C”) y su procedencia

Material usado para el

Centro Nombre | Raza | Edad | Sexo condicionamiento
Drago PH 3| M
SSIAICA Chueco | PBM 3| M Combinacion de Say comercial y
exposicion
SSIA/AICM | Perry CL S| H con sustancias reales
Asia PBM 3| H
SSIA/SLP | Farbeg | PA 3| M
Fasar PA 3| M
Khabiv PBM 1M Materiales impregnados con
Abel PBM 1M sustancias reales.
Hassan | PBM 3| M
CIKAN Once PBM 3| M
Aida PBM 3| H
Nala PBM 1| H
Drako PBM 2| M
Chance | PBM 21 M Say comerciales
Prototipo Max - PA 2| M
Naenia PBM 2| H
Reyes PBM 2| M
Jako PA 21 M Combinacion de Say comercial y
PD Chaco PA 2| M exposicion
con sustancias reales
Reno PBM 5 M
Jako | PA 1M SOl
(CO) Chaco |l | PA 1| M
Reno | PBM 2| M
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9.- Resultados

El presente trabajo evalud la eficacia y seguridad del olor emanado por los
imitadores de clorhidrato de cocaina, heroina y marihuana (SOlh, SOlc y SOIm),
disefiados y caracterizados instrumentalmente para el control de la desorcién de los

principales compuestos volatiles de su firma odorifera.

9.1.- Fase Instrumental:

Se obtuvieron granulados que emanaron un olor caracteristico y perceptible al
olfato, los monolitos obtenidos del proceso de polimerizacién se trituraron y
tamizaron permitiendo un granulado homogéneo, los estudios de
espectrofotometria de ambos MIP’s arrojaron registros que sugieren afinidad e
interaccién reversible entre el monémero y la molécula horma, asi como
preservacion de las cualidades de las moléculas que integran el compuesto. En los
tres preparados se observé una adsorcion dependiente de la concentracion, lo que

sugieren amplia superficie de unién inespecifica entre las matrices y odorantes.

9.1.1.- Caracterizaciéon del Imitador (SOlc)
DOI: 10.3923/ijp.2022.171.181
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The use of trained dogs to detect illegal or dangerous
substances and goods 5 a tool used by government
institutions in charge of public safety’. The origin of this
activity dates back to the sixties of the last century’®, to
achieve conditioning as a consequence of the simultaneous
connection of an odoriferous stimulus emanating from the
“aid substances” (conditioned stimulus) and a satisfier that
triggers an emotion from which a determine behavior or is
mokded. At the beginning of the conditioning, the smell has a
neutral physiclogical meaning but in the end, the close
association between the two elements will induce the nervous
system to give it a particular meaning, the odorant must
guarantee an appropriate quality, constant intensity and
purity that avoid confusion in the learner and consequently a
successful change of emotion, so that the succession of
exposures, causes the individual to spentaneously repeat the
learned behavior, until the consolidation of conditioning?.

To date, a sector dedicated to this activity is inclined
towards using real substances, which represents several
inconveniences: Risks ofingestion and intoxication of canines,
presence of contaminants, special storage requiremnents, legal
risks derived from its possession, transfer and use. Another
sector shows a marked interest in developing “aid odorant
substances® that allow inducing optimal conditioning with
less complex conditions of use and storage, avoiding the
risks of using real substances®. There are different “helper
substances” on the market, designed for the conditioning of
different specialties, such as the search and bocation of drugs,
explosives, people and pests: bed bugs (Cimer sp.), moths
(Hylotrupes bajlus), etc®. A first challenge in the design of
mimicking substances is toidentify “the characteristic odor™ or
“odoriferous  signature” of the substance to be detected,
which is made up of a set of “dominant volatile compounds®
that are part of the “supernatant gas,” these have the ability
to produce a response in instrumental and biological
methodss, Cocaine, the drug of interest in this study, is
composed of an ester of benzoic acid and a base that
contains nitrogen, its maximum stability is presented at a
pH close to 3.0, so depending on the temperature and pH, it
undergoes hydrobysis reactions**. In various works of gas
chromatography and mass spectrametry, it is reported as the
miain product of the decompasition of cocaine hydrochloride
to methyl benzoate, which is highly detectable since it has a
very high vapor pressure, 0.38 Torr at 25°C, a dissipation rate
of 62 ng min~" at 40°C and with 80% relative humidity 2",

The second challenge for the design of aid substances
are the so-called "matrices” whose characteristics are the
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preservation and control of odor release, its main function is
to allow the emanation of a constant and unmistakable
odorous stimulus, the appreaches to solve this problem are
directed to the choice of non-specific adsorbent materials
such as silica, cellubose derivatives or non-specific polymers,
alone or in combination™*, the quality that in some cases
allowss the design of products with compound odars, with
imitators with one and with several odors contained in the
same product ="

Malecular Imprint Pelymerization (MIP] i a technology
that has existed since 1931% which consists of the design of
compounds  that have the ability to adsorb and desorb
specific molecules, through the design of high-crosslinking
macrormobecular structures for the selective recognition of a
substrate, its design is based on the functioning models of
biclogical molecular  recognition systems such as the
antigen-antibody ratia (Ag / Ac), enzyme-substrate, hormone-
receiver, ete." " MIPs are obtained by the pelymerization of
amonomer around a template molecule that, when extracted,
generates dimensionally and structurally compatible cavities
as well as a distribution of functional groups, which makes
passible a selective recognition, so that molecubes with
different miolecular weight, which do not hawve the geometric
characteristics or functicnal groups of the template malecule,
they are not capable of being incorporated into these spaces,
0 the MIP and the template molecule are in optimal
interaction conditions, generally reversible because the most
frequent design is through non-covalent relationships.

The malecule to be imprinted acts as a complernent to
one or more functional monomers through reversible non-
covalent electrostatic relationships, such as the relationship
between dipoles, ebectrostatics o hydrogen bonding, ete '+
that interacts with functional manomers, in the manner of a
precrganized structure, which is exposed to a crosslinker and
a polymerization initiator The relationship between free
radicals forms structures, when the template molecule is
rernoved, the spaces or pores specifically to the molecule used
will rermnain. Its selectivity allows to know the maximuom
retention capacity and through specific procedures, it i
possible to know the desorption behavior with high reliability
and precision the desorption behavior. MIPs are adsorbent
materials par excellence due to their affinity, specificity and
generally reversible binding with the substrate, they allow
efficient adsorption and prolonged or controlled desorption
through specific washes, in additicn to offering high chemical
stability, they are generally inert to acids, bases, metal ions and
organic salvents, high stability to physical changes such as
termiperature and pressure, giving them a long halfife with
reuse capacity?5. MIPs are solid compounds that can be
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designed in-ground particles, reqular spherical particles,
nanaparticles or monoliths of relatively simple, reproducible
synthesis, with excellent versatility and robustness®s.

This technologyis used in the design of sensors, catalysts,
maodified release pharmaceutical forms, chromatography,
amoang others, even the adsorption of residues resulting from
the decomposition of illicit drugs such as cocaine, this wark
represents an opportunity for innovation in using this
technology for the controlled desorption of cdorants wseful
for the edaorant conditioning of biosensors®®

The proposed MIP is considered an imitator because the
odorant emanated is the product of the isothermal
decompesition of real drugs, so the lack of legal restrictions,
the absence of psychoactive or towic effects, represents
extremely interesting elements for its use s

In the present study, a Maolecular Imprinting Palymer
(MIP] based on the monomer 4-vinyl pyridinewas designed to
control the desorption of methyl benzoate to imitate the
“headspaces” of cocaine, it was validated and characterized
the desorption of methy| benzoate and was compared against
that obtained fram silica, to determine the differences
between a specific material and a non-specific adsorbent.

MATERIALS AND METHODS

Study area: The design of the molecular imprinting palymer
as a cocaine odor mimic was carried out in Laboratory 100 of
the Department of Inorganic and Nuclear Chemistry of the
Faculty of Chemistry of UMAM, The rheological study
Department of Pharmacy, Faculty of Chemistry, Mational
Autonomaus University of Mexico, Mexico City, Mexico, frem
January, 201 8-Decembser, 2019,

The releasze study was carried out at the Department of
Physiology and Pharmacology, Faculty of Veterinary Medicine,
Mational Autonomous University of Mexico, Mexico City,
Mexico, from January-November, 2020.

Auseroisle
Medicul: + Mlasainer + s Coisy
makd
ME (1 M) 4-NP (4 M) EGDMA (15 M)
Experene
el
addition

Materials

Reagents: 4-vinyl pyridine (4-WF) 97%, Silica gel &0, brand
products Sigmia Aldrich, [DEU. GER), ethwlene glycol dimethyl
acrylate 98%, (EGDMA), Acetonitrile 99.5% (ACN), Methanol
(MaOH) QP grade, brand products Merck, (DARM, GER),
acrylamide 98% (AA), Fluka analytical, etharal (EtOH)
reagent grade, brand products 1T Baker, [MJ USA),
Ambisisobutyronitrile 98% (AIBN) Akzonobel (CaAL, COL),
Methyl benzoate 99% (MB) Alfa Aesar, (MA, USA), acetane,
phosphoric acid 85%, Supelco, (DEU. GER) were used. The
reagents and solvents were not purified before use.

Equipment: Multi-shaker IKA, RO-5-P-51{ILM, USA), centrifuge
Gilson GMC Lab, model F (W, USA), Grinder Cole Palmer
(IL, USA), Spectrophotometer UV/vis Ocean optics, DT-mini
ZGS(NY, USA), Thermo shaker Biobase, BJPX-1008(Braunschw,
GER).

Experimental method
Synthesisof MIP: The polymerization method was carried out
by free radicals, using the stoichiometry of monomer,
crosslinker and last (4: 20: 1), the synthesis was carried out by
the following reaction:

4[4 = VP)» 20( EGDMA )+ IMB w’;":—'.:":-‘.h-_-r MIP,

The 4-vinyl pyrdine palymer was prepared from the
solution of the monomer ($-vinyl pyridine) (00181 pl), with a
template mobecule (Methyl benzoate) (66 pL), cross linker
[Ethylene glycol dimethyl acrylate) (1.84 pl) and initiator of
polymerization (Azobisisobutyronitrile] (1762 ma).Ina 10 mL
test tube, 5 mL of acetonitrile were added, it was closed with
a screw cap, the sample was sonicated for 10 min and exygen
was removed by including nitrogen for 5 min. Itwas incubated
for 24 hrs at 685°C in Fig. 1.

Dicwerption
Folymerzansen MIP sl oy
hoaded wasl
e ﬁ
65 T4 s
Free radical I
1N T
£TC releases
salrinies

Fig. 1: Reaction of a molecular impression polymer based on the 4-VP monamer te contral the desorption of MEB to mimic the

“headspaces” of cocaine

ME- Methyl benzoate, [4-YF) 4-vinylpyridine, EGDMA: Ethrylene glycol dimethyl acrylate, ABBN: Azobrssobutyronitrile, MIF: molecular smpression palpmer
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The result of the process is a monalith, requiring the
rupture of the test tube to obtain it, the stone was crushed in
a mill, the pulverized produced was washed with 20 mL of
ethanol and acetone alternately to eliminate the residues that
did not react. Finally, the powder abtained was sieved through
a 250-micran mesh.

Successive washes remaved the template malecule with
ethanol at room tempserature for 3 hrs, the presence of methyl
benzoate was monitored by UV spectrometry. Finally, the
powder obtained was dried at 50°C. As part of the MIP
adsorption evaluation methodology, an unprinted polymer
(NIF} was prepared with a similar procedure in the absence of
the template molecule.

Maximum retention capacity: The adsorption capacity of MIP
and MIF was carried out in an aqueous system in a magretic
riwlti-stirrer with termperature control at 25°C, determining
the equilibrium concentration over time, according to the
following reaction:

W-l—\.p]..l . Mnh.l 1:'“"!]“--9 - }'{Bm

Samples of 20 mig of MIP and NIP with 9 mL of a salution
in distilled water of methyl benzoate at a concentration of
06 pL mL™" were deposited in a beaker for 3 hrs, 2 mL
samples of the supernatant were taken at each time and they
were centrifuged for 3 min at 6000 RPM, filtered with 022 pm
sterile syringe filter. Changes were monitored over time by
absorbance by UV visible spectroscopy. To determine the
concentration, a calibration curve was prepared that
ranged between 0.075 and 0.018 pL mL™" at a wavelength of
273.75 nm and a coefficient of determination (rf)>99 87,

Desorption: The release of methyl benzoate from the

polymeric matrix was evaluated over time as shown in the
following reaction:

MIP

' T MB ——MIF, +MB,

b L}

With the understanding that the amount released or
desorbed s the difference that existed between the
initial amount adsorbed and the amount adsorbed at a
tirme "n".

The 70% methyl benzoate based on the weight of the
palymer sample dissolved in 3 parts of ethanol was poured
onto the MIP, 4, it was left to evaporate for 24 hirs until the
rmatrix was dry.
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Samples of 40 mg of MIPA-VE were placed, under the
following conditions: Room temperature in an open
container, in which the desorption was monitored for
0-% hrs on the first day and the rest every 24 hrs undil
completing one week and in refrigeration, at room
temperature in closed containers, desorption was evaluated
for 7 days.

Each loaded MIP4-VP sample was placed in a cellulose
bag, It was introduced inta a 50 mL beaker where 20 mLof a
methanal: Water sclution (1: 1) were added, Subsequently,
the glass was sealed with parafilm and placed on an orbital
shaker at 100 rpm at reom temperature, a 2 ml sample was
taken every two hrs, the concentration of methyl benzoate
was determined by UV spectrophotometry and the medium
was replaced, repeating the procedure until no substrate is
detected. Repeating the procedure until no substrate is
detected.

Preparation of the confrontation compound: Silica gel &0
wias impregnated by adding a solution of methyl benzoate in
acetone at a concentration similar to that of MIP, samples
were prepared to determine desorption under the same
conditions of MIP.

To benefit the interaction between MIP-methy| benzoate,
a concentration close to the solubility limit (06 pl mL" in
distilled water) was chosen, the adsorbed amount was
interpreted in mg of methyl benzoate per gram of MIP4-VE,
determined by the subtraction of the final concentration from
the initial concentration of the solution, using the following
Eq.=:

Initial conoentration — Concentration a 1° x

fm]qum in glass

., ImL |
MIP/MIP [g)

_ Adsorbed (mg)
MIP/ NIF (g}

The valurme must be corrected according to the volume
in the tube prior to sampling.

Te avoid erronecus results, it was standardized to three
washes of the polymer for the complete extraction of the
solute, determining the amount adsorbed from the substrate
by the following equation:

D 1
MIF(g]  MIF(g]

where, i is the concentration of each wash.
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{a)

3
®

Fig. 2{a=ck Specially designed rat drinker to expose odors to rats during conditicning, (a) Whatman Grade 41 filter paper with
odorous sample, (b} Plastic mesh to protect the filter and (c) The sprue is placed in the center of the wooden base

SORD: Specially dessgned rat drinfioes

The methyl benzoate desorption percentage was
calculated using the following Eq.

Total concentration a £°

Initial concentration a i = III.\'C:“II

Lost (%) = 100

Acute toxicity assessment

Subjects: 20 adult male Wistar rats 300-260 g of body
weight, donated by the Institute of Cellular Physiclogy of the
Mational Autonomous University of Mexico, Mexico, were
randomly divided into two groups of seven rats (Conditioning
groups) and another two groups of three specimens per
box (Contral groups). They were housed in a clean, dry and
ventilated area under environmental conditions under the
fellowing parameters: 18-26 °C and 40-70% relative humidity,
with unmodified natural light. Were kept the rats in boxes
provided with a bed (Aspen type), the space reguirements
were respected (387 em and 18 em in height). The nutritional
needs were to provide the balanced commercial food
BDL-7100 Abene® (Mexico) and free access water, except
when the rats were deprived for testing as described below.
The ratswere kept in this space 14 days before the experiment
to achieve a period of adaptation to the new environment,
The housing and feeding conditions maintained were by
animal experimentation guidelines and Mexican regulations
en animal welfare (NOM-062-200-195949).

Apparatus

Drinkers with a special design (SDRD) for rats: For the
present study, the molecular imprinting polymer to mimic
cocaine HCl "headspaces” was placed in drinkers for rats with
a special design (3DRD) which had a circular bow relief that
surrounds the outlet orifice of the hydration source, where
was placed a cellubose bag with the MIP protected by a plastic
mesh that prevented direct contact or ingestion of the
product, so that every time the animal hydrates it has contact
wiith the small in Fig. 2(a-c).
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Exposure to odorants: For the exposure of the cdaorants, a
wooden support was used that halds the hydration source
enriched with sodium saccharin at a concentration of
0.005 M, the outlet of the hydration tube is surrounded by a
circular kow relief of 4 em in diameter and 2 mm deep where
the odoriferous MIPs were placed, each one contained inan
envelope of Whatman Grade 41 filter paper, the low relief was
protected with a polyethylene mesh with 2 X 3 mm openings
toravoid the risk of direct contact, ingestion, humidification of
the MIPs in Fig. 1.

For groups & and B of rats were administered souwrces of
hydration as follows: An SDRD loaded with the MIP and
reinfarcer was added as well as four emipty SORDs. Reinforces
were prepared with: Sweetened solution formulated with
999 saccharin sodium dibydrate from Merck (DARM, GER),
[0.005 mM)*,

For control groups: C and D, an 5080 loaded with the MIF's
wias placed, water was added to all the 508D of group C, to
those of group [, a reinforcing solution (sweetened solution).

To evaluate the acute toxicity, after exposing them,

during training for a period of 14 days to the odors emitted by
the MIP, the animals were anesthetized with sodium
pentobarbital to obtain blood by a direct puncture. Then they
were induced to euthanize with an overdose of barbiturates.
The institutional subcommittes reviewed and approved the
study for the care and use of experimental animals of the
Naticnal Autonomous University of Mexico (SIKUAEDC-
2019/1-3).

RESULTS

Molecular Printing Polyrmers (MIP) were developed, whose
function is to mimic the “headspaces” of cocaine, Fig. 1:
Schematizes the reaction of MIP based on the monomer
4-vinyl pyridine (4-VF) to centrol desorption methy benzoate
(MB).
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Table 1: Desception (%] of methyl bermoate included in a molecular mprint
polymer mimickng the cdanfercus impnt of cocaine HC for 7 days

{168 has)
Time firs) Desorption %)
4 1015£1.137
24 1242 +1772
L1 3632+2 348
72 I604+3101
86 46353613
168 4812+ 21536

Percentage £ 50 of the desorption of methyl benzoate included mn 2 Malecular
It Palymer {MIF) designed from 4-vinyl pymdine

Figure 3[a-c) showed the possible interactions between
monomer (4-YF) and methyl benzoate, they are marked in
blue color. Different types of bonds are observed between
molecules:

+  z-ztype bonds

»  Interaction between electron pair of nitrogen and carbon
with positive delta of the carboxyl group of methyl
benzoate

+  Interaction af the electronic pairs of nitrogen that of 4-VP
with the benzene ring, favored by the existing
electrostatic enviranment

Table 1 showed the percentage of desorption during
168 hrs that methyd benzoate had from a molecular fingerprint
polymer designed from 4-vinyl pyridine. Desorption analysis
was performed at room temperature (25°C). Desorption
was 10.15% at 3 bhrs, 12.42% (24 hrs), 36.32% (48 hrs), 36.94%
(72 hrs), 46.35 (90 hrs), 42.12 (168 hrs). These results show
equilibrium in desarption fram 24 hrs and anly desorption of
49.1 2% reached at seven days (168 hrs), which suggests a long
useful life.

Figure 4 showed the comparative test of the release
percentage of methyl benzoate from two matrices: MIF
and a silica gel-based preparation at 168 hrs, under
different storage conditions: Refrigeration (7°C), room
temiperature (25°C) and under the open or closed system
lopen or cosed bottle). This evaluation was carried out

Fig. 3{a-c): Possible interactions between methyl bernzoate and 4-vinyl pyridine in the polymer matrig, (a) p-p type bonds, (b)
Interaction between electron pair of nitregen and carbon with positive delta of the carboxyl group of methy
benzoate and (c) Interaction of the electranic pairs of nitrogen that of 4-WP with the benzene ring, favared by the

existing electrostatic environment

oo Lem peral e o pen Sysless
Rossin lessperamne closed sy

é
j

Rl peration'chissd syl

O MIP-4VP desorption
B Saibca gel desomphion

4an
Dhiiasipitaiii | ¥a)

1]

Fig.4: Methyl benzoate desarption (%) cccurred at 168 hrs under different storage conditions from a designed MIP and a

non-specific adsorbent (a silica gel preparation)
4-¥P: 4-vamylpyridine, MIP: Molecular impresson palymer

176

85



it & Pharmacol, 18 (1L 171-187, 2022

simultaneously with the desorption study and with the
same determination techniques described in the present
study.

During the first 168 hrs, a desorption rate of 49.1 2% was
achieved, demonstrating a continuous release of MIP4-VP
ocdor, representing half of what was performed with the
Silicagel (30.81%) in the "open system” at room temperature.
In the “closed systern,” MIP desorption (%) was bower, at
room temperature and refrigeration (2064 and 17.49%),
respectively, compared to that obtained from the gel of silica
30, BB and 21.77%, respectively. Thus, the results show that
the designed MIPs performed better, reaching a faster
and more sustained equilibrium of the supernatant
vapor, showing more extended and controlled desorption
compared to Silica Gel, fulfilling the purpose for which the
compound was designed.

The maximum loading capacity concentrations for
MIP and MIP (unprinted polymer) were 102633 and
106818 mg g~ respectively, During the present study,
factors such  as  agitation, temperature, which has a
directly proportional effect with molecular kinetics and
therefore the volatilization of methyl benzoate, were
controlled.

The polymers were ground and sieved to control
parameters such as surface area and the number of sites
between the samples, the granule size was homogenized 1o
favor reproducibility.

To benefit the interaction between MIP-methyl
benzoate, a concentration clase ta the solubility limit
(06 pL mL™" in distilled water) was chosen, the adsorbed
amount was interpreted in omg of methyl benzoate per
gram of MIP4-VP, determined by the subtraction of the
final concentration from the initial concentration of the
solution.

Figure 5(a-j) showed the blood chemistry results
peformed on the rats to detect signs that suggest the
existence of acute toxicity, because of exposure for 14 days to
MIP, usirg the specially designed Rat Drinker (SDRD) to expose
cdors (Fig. 2). To stimulate the rats to have a greater interest
in seeking hydration, were remaved conventienal hydration
sources for a period of 8 hrs before to exposure to the SORDs
was divided the lot into four groups: A and B subjected to
conditioning associated with the odor emanating from
MIF's and a sweetened solution, C with multiple SORDS
containing water with no source of odor emanation and
one SDRD with MIF's, D with multiple SDRDs with a
sweetenad solution without MIP and one SORD with MIP was
evaluated values and their relationship within and between

groups.

rr

Figure 5a measurement of blood chobesterol in rats was
measured to detect signs of toxicity by exposure for 14daysto
MIP. The values seen in the groups of rats were: A 2.1, 8: 2,
C 21,008 mmal L.

Figure 5b measurement of triglycerides in bleod in
rats was observed to detect signs of toxicity. The values
observed in the groups of rats were A: 1,810,812,
D09 mmol L.

The cholesterol and triglyceride results performed
in rats do not suggest heart problems due to exposure
for 14 days to MIP. In Fig. 5c, measurement of total
bilirubin in blood n  rats was done. The wvalues
observed in the groups of rats were A: 31, B: 34, (24,
D25pumolL™".

Figure 5d showed the measurement of conjugated
bilirubin in blood in rats to detect signs of toxicity. The
values observed in the groups of rats were A: 1.7, B: 1.1, 1.2,
D 1.3 pmed L

In Fig. 5e, measurement of unconjugated bilirubin in
blood inrats was detected. The values observed in the groups
of rats were A: 25 B: 24, 125 D24 pmol L0,

The results bilirubin (Total, conjugated and unconjugated
performed in rats do not suggest abnormalities related to
oxidative metabolism and wascular conditions due to
expasure for 14 days to  MIP).  Figure 5f showed
measurement of proteins in bloed in rats to detect signs of
toxicity. The values observed in the groups of rats were A
81, 8:78,C:63,0 72 L' Figure 5g showed the measurement
af albumins in bloed in rats to detect signs of taxicity. The
values observed in the groups of rats were A: 36, B: 37, (2 31,
D3sglL

Figure Sh measurement of globulins in blood in rats
was observed to detect signs of toxicity. The wvalues
abserved in the groups of rats were A 45 B: 40, T30,
D40gL.

The results proteins and globuling performed in rats do
suggest tissue degradation resulting from an increase in
muscle activity due to competition between rats to reach
hydration sources during the pericd of exposure to MIF's
cantained in the DROA L.

Figure 5 showed the measurement of urea in
bleod in rats to detect signs of toxicity. The values
abserved in the groups of rats were A: 79, B 7, C 7,
D 7.9 mmol L.

Figure 5j measurement of creatining in blood in rats
detected signs of toxicity. The values observed in the groups
of rats were A 49, B: 52, C: 50, D49 pmol L.

The bleod chemistry values found inthe experimental rats
do not suggest alterations related to oxidative metabolism,
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Fig.5(a-): Complete blood analysis in rats to detect signs of toxicity (a) measurement of blood cholesterol in rats to detect signs

of taxicity by exposure for 14 days to MIP, (b} measurement of triglycerides, () measurement of total bilirubin,
(d} measurermnent of conjugated bilirubin, (&) measurement of unconjugated bilirubin, {f) measurement of proteins,

(g} measurement of albumins, (h) measurement of globulins (i) measurement of urea (j) measurement of creatinine
4-VP: 4vinylpyridine, MIP: molecular impression polymes. Average values af chalesterol in rats: 1.20-3.13 mmeld L°. Groups A and B subject to
conditioning associated with the odor emanated by MIFs and a saestened sol ution; growp C with multiple water-based hpdration scurces and a SDRD
with MIF's; group [ with multiple solution-based hydration sources sweetened and 2 SDRD with MIFs. Typical values of trighycesides in rats:
041-2.19 mmol L, Average values of total bilinubinin rate 220-9.0 pmol L', conjugated bilirubin (nonmal walues in rat): 008-1.33 pmol L, average
values of unconjugated bilinubin in rats 1.92-7.67 pmal L', typical walues of protens in rats: 36-77 g L, typical values of albumires inratss 21-46 gL',
avesage vabues of globulire inratss 3.0-330 g L', Average walues of urea in this speciess 4.564-749 mmaol L', Average walues of creatinine in rats:
27-35 pmal L1
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vascular disorders, signs of liver disease or the presence of
inflammatary processes. Howewer, the increase in globulin,
urea and creatinine values suggests a tissue degradation
resulting from an increase in muscle activity due to
competition between rats to reach sources of hydration
during the period of exposure to the MIP contained in the
DROS.

DISCUSSION

Far the synthesis of MIP, the Brensted-Lowry basic type
A-yinyl pyridine monomer was chosen, the nitregen in its
molecule can act as a donor of electron pairs and its benzene
ring provides the necessary hydrophobicity to interact with
the last molecule. The mast commen monomer: Crosslinker:
Template ratio in molecular printing technology was
selecteds.

The literature suggests using pratic or polar solvents®,
sefecting acetonitrile for the present work as a solvent of
medium polarity, avoiding competition between the medium
and most of the interactions between monomer and the
template as well as the hydrophobic forces involved in the
monomer-termnplate relationship.

The results obtained suggest that the adsorption is due
more to the affinity between the monomer and the ternplate
than tothe imprinting process, an adsorption phenomenon is
observed in the surface area of the palymer, which assumes a
discrete cross linking of bow porosity and therefore a reduced
adsorption area in the interior™,

The concentration-dependent effect on the adsorption of
MIPs was detected due to the existence of a wide surface area
of nonspecific binding sites and limited molecular recognition
sites.

In general, the effect of molecular imprinting is observed
at low concentrations since the number of sites with
molecular recognition capacity is always lower than the
amount with which the polymer was molded, forming a large
non-specific adsorption surface. Therefore, the process
consists of two phases, the first consisting of the accupation
of specific spaces and the second in the unien of nan-specific
sites. Therefare, in low concentrations, the imprint effect can
be appreciated®,

To observe the desorption behavior, a methed for
determining the template molecule was developed by
remaving the remaining substrate by exposing the MIP to a
solution of H2O: Methanel (1: 1), improving the salubility
of the substrate, prolonging evaporation time  and
preventing the generation of additional signals at the
wavelengths .

The desorption of the MIP in three different
environments, aimed to determine the wviability of the
emanation of a clear cdorant stimulus, unmistakable and
constant that allows its use for the conditioning of detector
dogs in field conditions, therefore, the compound was
subjected to extrerne storage environments for 7 days in
order to record the degradation or modification of the
qualities of the proposed compound, for the batch
contained in an open systern, it was observed that between
Oand & hrs no detectable changes in concentration were
recorded MIP4-VP was able to retain in most of the adsorbed
molecules, due to its monomer-template affinity, from 9 hrs
the average desorption of methyl benzoate was 10%, at 24 hrs
12% af desorption, the highest praportion was up to 48 hrs
with a value of 36%, subsequent desarption had a slower
behavior as observed in Table 1 and Fig. 4, assuming that this
behavior is attributed to desorption from the unspecified area
as the solute was not associated, the acceleration of
desorption was observed due to the incorporation of the
substrate in the multilayer?=*",

During the first 168 hrs, a desorption rate of 49.72% was
reached, in the period between 48 and 168 hrs, the reduction
of desorption toonly 12% was observed, attributed to greater
stability in the interactions of the imprinted functional
groups, in addition to the tendency to the equilibrium
concentration of the released and desorbed substrate,
demonstrating a continuous cdorant emanation fram MIP4-VP
fulfilling the purpose for which the compound was designed.

The results of the hematological analysis show normal
values, except for the elevated levels of globuling and
creatinine, values that can be attributable to fatigue or muscle
injury, caused by handling during the conditioning and
competition sessions in the group to reach the source of
hydration during each session ¥,

CONCLUSION

The present study results demonstrate that the
“mabecular imprint pohmer” design technology is a robust
aption for the contralled adsorption and desorption of a wide
variety of odor signatures. The adsorption equilibrium was
reached relatively quickly, whereas the desarption is
conciderably longer concerning most existing commercial
products. Due to their affinity, substrate specificity and
chemical stability, in addition to making pobymer refills with
practically similar perfarmance possible, reducing costs and
waste generation.

The adsorption specificity of MIF's praovides an excellent
ability to rernove methyl benzoate, giving MIP an alternative
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use as a sorbent in the remaval of degradation products from
real drugs, offering the opportunity of forensic use for the
collection and identification of polluting residues even in
aqueous media.

SIGNIFICANCE STATEMENT

The present study achieved the design of a matrix to
contral the desorption of the most impertant odoriferous
component of the isothermal decomposition of Cocaine
HCI, which simulates the odorous stimulus of this drug, its
desarption  behavior was characterized  in different
erwiranmental conditions, quaranteeing the intensity, purity
and harmbessness. It was possible to design a new
conditioning adjuvant with great potential for the training of
drug-detecting animals.
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Una caracteristica que se observo del SOIlh fue su capacidad de desorber acido
acético presente en el ambiente con la capacidad de retener el odorante durante
varios dias. Por ello se decidio adsorber acido acético en el SOIh, funcionando como

un método de liberacion retardada de acido acético.

A) Infrarrojo de acrilamida y MIPaa:

Se observo en el espectro IR del monémero, el MIP y el MIP cargado, en donde se
aprecian las caracteristicas del mondémero acrilamida, el SOIh, en donde se

observan las caracteristicas descritas en la Figura 15, Cuadro 5.
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Figura 15.-Espectros infrarrojos del MIP de acido acetil salicilico.
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Cuadro 5: Caracteristicas de la Espectrofotometria de infrarrojo de acrilamida
y SOIh cargado

Espectro Senal (cm™) Cualidad Grupo funcional
Acrilamida 3352 Pérdida en los infrarrojos de MIP | Aminas tensién N-H
3615 por polimerizacién, dos bandas
(simétrica y asimétrica).
Grupo polimerizable en

interacciéon con el entrecruzador.
desaparece el infrarrojo por
polimero formado

Entrecruzador 1728 carboxilo del entrecruzador | C=0 del grupo éster.
EGDMA EDGMA caracteristico de un

éster.
AAS Posiblemente empalma al éster. | Grupo acetil

No se precisa por la baja
concentracién del compuesto.

AA.- Acrilamida, MIPh: Sistema odorifero imitador de heroina

B)  Acido acético:

Se incluy6 como desorbente principal, debido a la capacidad del MIP para
desorberlo e incluso adsorberlo si esta presente en el ambiente, cualidad atribuida
a la capacidad de interaccion del mondémero acrilamida y el AA, logrando una
formulacidon disefiada para la retencion del 12% de acido acético y 2% de acido
acetilsalicilico, observando el odorante como el principal componente en el andlisis
de cromatografia mediante la técnica de Head Space (Figuras 19 y 20), en el mismo
estudio se observaron sefiales que pueden relacionarse con la presencia de

contaminantes.

Adsorcion:

La méxima capacidad de carga de AAS fue de 121.237 mg/g de AA equivalente a
un valor aproximado al 12% de la superficie de un gramo de polimero,
desafortunadamente, esta concentracion no produce una cantidad importante de

acido acético como resultado de la degradaciéon de la molécula molde.
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Identificacion de acido acético:

La técnica de cromatografia denominada Head Space es una de las mejores
opciones para cuantificar el acido acético presente en el espacio de cabeza de
muestras heroina, similar a la degradaciéon del acido acetilsalicilico, se determin6
cualitativamente la presencia de acido acético en el espacio sobrenadante de
muestras de SOIlh cargado con &cido acético al 10% y AAS al 3%, conforme a lo
gque se muestra en la figura 16 y 17; comparando el registro con AAS puro,
observando la dominancia del odorante, con un tiempo de retencion de 1.263
minutos [130].

FIDA A, Frort Signal (DEFF_GC 2008-08-25 114147 101F0H 01 D

2o

1200

as 1 13 2 5 3 a5 |

Figura 16.-Registro cromatografico del espacio de cabeza de una muestra de
acido acético. [116, 131]
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Figura 17.-Registro cromatografico de los Compuestos encontrados en el
espacio de cabeza de una muestra de SOIlh. [116, 131]

La capacidad de retencion del soluto, al parecer se debe a la presencia de puentes
de hidrégeno similares entre el monémero acrilamida-AAS y acrilamida-CH;COOH
interactuando en los mismos grupos funcionales, conforme a la figura 18;
adquiriendo un comportamiento de liberacién extendida de acido acético debido a

un constante equilibrio entre la superficie polimérica y el entorno.

acido acético

Figura 18.-Posibles interacciones de los enlaces de hidrogeno del monémero
acrilamiday el acido acético del SOIh. [116, 131]

Respecto al odorantes SOlh, las caracteristicas de la cavidad, aunada a la
generacion de sitios de reconocimiento entre polimero y horma (Figura 18) ofrecen
la oportunidad de no sufrir contaminacion por odorantes ajenos como ocurre con

otro tipo de matrices o desorbentes [93].
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9.1.3.- Caracterizacion del imitador (SOIm):

Se observoé que los tres ejemplares respondieron satisfactoriamente al producto con
una concentracion al 20%, por lo que fue el compuesto sujeto a la evaluacion en:
las fases de condicionamiento y toxicidad en ratas; condicionamiento y estudio
hematoldgico en perros y la evaluacion de la respuesta a la exposicion del odorante

en veinte perros previamente condicionados en la deteccion de marihuana.
9.2.- Modelo BlOlég|CO “AY B y o

Observando el comportamiento resultado del condicionamiento asociado al olor de
ratas (Modelo Biolégico “A”) y perros (Modelo Biolégico “B”), ademas de la
exposicién a los odorantes a perros previamente condicionados (Modelo Biologico
“C”) provenientes de cuatro diferentes centros especializados en el adiestramiento
y uso de perros detectores, cuya principal caracteristica es el uso de fuentes de olor
diferentes a los diseflados para el presente trabajo. Se determind la tasa de
éxito/repeticion (SRs):

Tasa SR= (éxito/repeticiones) *100
Porcentaje de la respuesta=Tasa SR*(100)

comparando los resultados mediante el método de Chi cuadrada (ver Cuadros 6, 7,
8, 9).
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Cuadro 6.- Tasa de éxito/repeticién (SR) y andlisis de Chi cuadrada (Valor de
X2:0.05) en las diferentes fases de condicionamiento con imitadores de
heroina (SOIh) y cocaina (SOlIc) de ratas.

Odorante/Sujeto Olor combinado Individualizacién Individualizacion
c/reforzador s/reforzador
Condicionamiento Discriminacion AA MB AA MB
1 46 20 3 3 23 22
2 46 24 4 4 24 24
3 50 22 4 4 24 24
4 50 24 4 4 23 24
5 48 22 4 4 24 23
6 48 20 4 4 24 24
7 48 20 4 4 24 24
Total 336 152 27 27 166 165
Porcentaje 96% 95% 96.43% 96.43% 98.81% 97.62
Fases/Respuesta SR
Discriminacion 96%
Extincién 97%
SOlc (Reforzador) 96.43% X2 34.26
Cuadro: 3.84
SOIh (Reforzador) 96.43% SR combinado=91.96%
SOlc 97.62%
SOlh 98.81%

Cuadro 7.- Tasa de éxito/repeticién (SR) y analisis de Chi cuadrada (Valor de
X2:0.05) en las diferentes fases de condicionamiento el imitador de cannabis
(SOIm) de ratas.

Discriminacion | Extincion | Total
Acierto 634 280 914
No acierto | 28 2 30
Total 662 282 944
Porcentaje | 95.77 99.29

X2:5.66

Cuadro: 3.84

Tasa SR: 96.82%
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Cuadro 8.- Tasa de éxito/repeticién (SR) y andlisis de Chi cuadrada (Valor de
X2:0.05) en las diferentes fases de condicionamiento asociado a los olores
emanados por imitadores de clorhidrato de cocaina (SOlc), heroina (SOIlh) y
cannabis (SOIm) de perros.

Olor combinado

Acierto | No acierto | Total
Discriminacion/Extincion 128 14 142
Individualizacion 106 2 108
Total 234 16 250

X2: 6.57
Cuadro: 3.84
Tasa SR:
Discriminacion/Extincion:
90.14%
Individualizacién: 98.15%
General: 93.60%

Cuadro 9.- Tasa de éxito/repeticién (SR) y andlisis de Chi cuadrada (Valor de
X2:0.05) de la respuesta a los olores emanados por los imitadores de
clorhidrato de cocaina (SOlc), heroina (SOIh) y cannabis (SOIm) en un ensayo
multicéntrico doble ciego (DBMT) realizado en cuatro diferentes centros de

adiestramiento.

Empresa SOlc
X2: 8.4556
A B b e Tasa SR: 90%
Completa 6 7 2 3 18
Parcial 0 0 2 0 2
Total 6 7 4 3 20
Empresa SOIh
X2: 3.6937
s D el Tasa SR: 90%
Completa 6 5 4 3 18
Parcial 0 2 0 2
Total 6 7 4 3 20
Empresa SOIm
X2:4.12
A2 e D e Tasa SR: 95%
Completa 6 7 3 3 19
Parcial o (o0 |1 |0 |1 Valor en Cuadro: 7.81
Total 6 7 4 3 20

ademas de contrastar los parametros hematologicos antes y después del periodo

de condicionamiento (Cuadro 10y 11).
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Cuadro 10.- Quimica sanguinea en ratas, sometidas a un proceso de
condicionamiento asociado dias al olor de SOIc/SOlh y SOIm durante un

periodo de 14 dias.

Valores de Valores observados
referencia
SOIc/SOlh SOIm
Parametro Minimo | Maximo Minimo |Maximo | Minimo | Maximo

Colesterol (mmol/L) 1.21 3.13 1.68 2.15 1.63 1.89
Trigliceridos (mmol/L) 041 2.19 0.90 1.05 14 1.8
Bilirrubina total (umol/L) 2.00 9.00 2.30 3.45 1.3 1.8
Bilirrubina conjugada (umol/L) 0.08 1.33 0.60 1.20 0.4 1.4
Bilirrubina no cinjugada
(umol/L) 1.92 7.67 1.20 2.55 0.4 1.4
Proteinas (g/L) 36.00 77.00 64.00 82.00 63 70
Albuminas (g/L) 21.00 46.00 33.00 37.50 32 34
Globulinas (g/L) 3.00 35.00 31.00 4450 31 36
Urea (mmol/L) 14.00 22.00 7.3 8.75 9 10
Creatinina (umol/L) 37.00 53.00 49.00 54.50 51 53
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Cuadro 11.- Hemograma de perros, sometidos a un proceso de
condicionamiento asociado al olor de SOlc, SOIh, y SOIm durante un periodo
de 14 dias.

Analito Referencia Unidad Jordan | Chaco | | Reno | Media
Hematocrito 0.37 0.55 L/L 0,54 0,58 0,51 0.54
Hemoglobina [120 |180 g/L 184 201 175 186.67

: . 5,5 8.5 7,9 9,1 7,5 8.17
Eritrocitos x10%2/L ‘
VGM 60 77 fL 68 63 68 66.33
CGMH 320 |360 g/L 340 346 343 343
Reticulocitos <60 - - - -
x10°%/L ‘
Plaquetas 200 600 x10°/L 332 300 264 298.67
Solidos totales |60 75 g/L 78 76 72 75.33
) 6 17 12,7 8,4 12,0 11.03
Leucocitos x10%/L ‘
Diferencial de leucocitos
. 3 11,5 6,1 5,8 7,1 6.33
Neutréfilos x10°/L ‘
Bandas 0 x10°/L 0 0 0 0
Metamielocitos [0 x10°/L 0 0 0 0
Mielocitos 0 x10°/L 0 0 0 0
Linfocitos 1 4.8 x10°/L 3.4 1,5 3,7 2.87
Monocitos 0.1 1.4 x10°/L 0.5 0,5 0,7 0.57
Eosinofilos 0 0.9 x10°/L 2.3 0,6 0,54 1.15
Basoéfilos Raros x10°/L 0.4 0 0 0.13
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10.- Discusién

El estimulo odorifero producido por los COV's deben ser capaces de producir una
respuesta tanto en meétodos instrumentales como en sistemas biologicos [78], al
respecto, estudios de cromatografia de gases y espectrometria de masas muestran
al 4cido acético como compuesto dominante de la heroina y el metil benzoato del
clorhidrato de cocaina [56, 73, 77], este principio no se cumple en el caso de la
Cannabis sativa y sus derivados, dado que la firma odorifera se compone de
diversos COV’s (a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno y en muchos casos -
cariofileno), los cuales cambian en proporcion de acuerdo a la variedad, tiempo de
cultivo, cosecha, entre otros factores. Fedorkov propone en su trabajo un sistema
mixto, mediante la combinacion de materiales resultado de la industrializacion del
Cannabis y la adicion de diversos odorantes, por el contrario, la empresa Sigma-
Aldrich ofrece un compuesto formulado a base de P-Menta-1,4-dieno, disefiado bajo
un criterio similar a los SOIlc y SOIlh, disefiados a partir de un odorante
representativo de la firma odorifera de la sustancia a detectar (Cuadro 3) [63,
83,126, 132].

Dos de los imitadores propuestos se prepararon mediante el método de
polimerizacion de impronta molecular y un tercero mediante impregnacion hiumeda,
observando en el perfil de liberacion de SOlc y analisis cromatogréfico del volatil de
SOIlh, la emanacion del odorante con una calidad, intensidad y pureza que
demuestra el control de la liberacién del volatil representativo de la firma odorifera,
por lo que la fase instrumental expone la viabilidad de la formulacion usando
matrices especificas para cada compuesto. Los polimeros se molieron y tamizaron
con el propésito de disponer de un granulado con un tamafio de particula promedio
de 250 micras, con el fin de controlar parametros como area superficial y namero

de sitios entre las muestras y favorecer la reproducibilidad de los resultados.

Durante las fases del ensayo se observo la sensibilidad de los diferentes métodos

de deteccion a tamafios de muestras que oscilaron entre 40 mg diluidos en 20 mL
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(SOlc), 20 £ 1.6 mg para el condicionamiento de ratas y hasta 120 mg para el

condicionamiento y ensayo multicéntrico de perros.

El 4-vinil piridina y la acrilamida usados para formar la horma del SOlc y SOIh,
forman parte de un grupo de monémeros comunmente usados en la tecnologia de
disefio de polimeros de impronta molecular, se cuenta con una base sélidamente
documentada respecto a la relacion estequiométrica entre mondmero-
entrecruzador-horma para alcanzar la polimerizacion y formacion de los espacios,
requerida para cada caso, los criterios de seleccion para uno u otro compuesto giran
alrededor del punto central del polimero: la cavidad de la molécula que se desea

hormar y la naturaleza de su unién.

El disefio de los polimeros propuestos permitié alcanzar los objetivos de desorcién
propuestos, superando las caracteristicas de la tecnologia mas usada en la
actualidad, ademés de agregar la posibilidad de reutilizacién debido al efecto de
memoria [117, 119], reproducibilidad, bajo costo y un menor requerimiento para el
condicionamiento de la especie blanco, dado que el tamafio de muestra utilizada

fue de 120 mg.

La existencia de una considerable area de adsorcion en el interior y la reducida
proporcion de sitios de reconocimiento molecular, se refleja en el requerimiento
inferior de la horma respecto a la cantidad usada para su disefio, predominando la
superficie no especifica, ocupando primero las estructuras moldeadas vy

posteriormente la inespecificas.

Se observé que la adsorcion es dependiente de la concentracion, debido a la
existencia de una amplia superficie de unién inespecifica respecto a los sitios de
reconocimiento molecular, que siempre son en menor cantidad [100]. Se determino
gue SOIc muestra una desorcion controlada durante mas de 7 dias en condiciones
de campo, en la prueba de entornos diferentes de SOIc se observd una emanacion
constante del odorante durante mas de 168 h garantizando un estimulo nitido,

constante e inconfundible, que permite el condicionamiento y mantenimiento del
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comportamiento en condiciones de campo, confrontando su rendimiento con un
compuesto elaborado mediante impregnacion humeda en silica gel, siendo esta una
tecnologia comun en la manufactura de estos de productos, observando claras

desventajas respecto a los productos propuestos [64, 115, 126].

La desorcién térmica es uno de los métodos mas efectivo para liberar analitos de
su matriz ya que aprovecha la energia cinética derivada del incremento de la
temperatura para que haya una mayor presencia de moléculas volatiles liberadas
de su matriz, mejorando la transferencia de masa que pasa a traves de la matriz,
aumentando su concentracion en el espacio de cabeza, e incrementando a la vez

la presién de vapor [133].

A la fecha existen pocas publicaciones dedicadas a la determinacion de acido
acético incluido en matrices sélidas, incluyendo la técnica de Head Space; debido a
gue los solidos tienden a tener poca homogeneidad en una muestra y por tal motivo
una reproducibilidad pobre para su analisis. Por lo que se aplicé el método reportado
por Adorno, para soluciones liquidas en donde se equilibra en un bafio de aceite a
85°C durante 10 minutos, cabe hacer mencion que la temperatura de ebullicion del
CH3COOH es de 118°C, por lo que a temperaturas menores entra en equilibrio por
incremento de presion, esta condicidén pone en riesgo al analista por la probabilidad
de ruptura del vial, por lo que el ensayo se centré Unicamente en la determinacion

cualitativa de la presencia de acido acético [130].

En el registro del SOIh (Figura 17) se observaron sefiales que pueden relacionarse
con la presencia de contaminantes derivados de los materiales de polimerizacion,
esto no representa un riesgo, debido a que por el fendmeno de generalizacion el
aprendiz es capaz de discernir el olor separado de la matriz [56]. Si el olor de la
matriz interfiere en el proceso de condicionamiento, es posible exponer al ejemplar
a la matriz sola sin odorante (Blanco), ni reforzador, recurriendo a la capacidad de
discriminacion olfativa del olor objetivo y el odorante de la matriz, esta es una

practica comun en algunos productos comerciales [66].
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La evaluacién de la capacidad de condicionamiento de los SOI se realiz6 mediante
el registro de seguimiento y discriminacion del odorifero emanado en ratas
condicionadas mediante AEA a los dos odorantes simultdneamente y su posterior
separacion. El condicionamiento consistié en la localizacién del BBCO con olor y
reforzador, cambiandolo de ubicacién en cada repeticibn ademas de variar los

lapsos de contacto con el BBCO cargado.

La primera fase consistio en la asociacion de ambos olores, simulando a pequefa
escala, el procedimiento general de condicionamiento de perros detectores usado
por un sector de adiestradores profesionales [60, 61]. A partir de la segunda etapa
se evalud la respuesta de las ratas al complicar la ubicacion del BBCO cargado al
adicionar factores, como el incremento de bebederos vacios (discriminacion),
exposicion a los olores separados (individualizacion del olor) y por ultimo el retiro
gradual del reforzador hasta su completa eliminacion (extincion), determinando la
dependencia entre el estimulo oloroso y ubicacién de la fuente de hidratacion
mediante el andlisis estadistico por el método de Chi cuadrada y expresando los
resultados en porcentaje, expresado la tasa SR, como el indice de ocasiones en las
gue cada animal localiza la fuente de hidratacion asociada al olor, respecto al

numero de ejercicios realizados en cada fase.

Primer grupo (SOIlc/SOIlh): Consistente en un proceso de condicionamiento

simultaneo mediante el método de generalizacion.

Asociacion: Al inicio del proceso los sujetos mostraron la mayor frecuencia de error,
incluso en el cuarto dia, en el 28.57% de las sesiones algun sujeto no respondi6 al
condicionamiento, observando una tasa SR 97.09% en la ubicacién de la fuente de

hidratacion, la diferencia entre la sesion con mayor y menor éxito fue de 12.5%.

Verificacidon: En los dias cinco y seis los sujetos no incurrieron en error observando

una tasa SR 100%, razén por la que se descartd del analisis estadistico.
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Discriminacion: Se incluyeron cuatro BBCO’s similares, sin odorantes, en esta fase
se observé que la mayor frecuencia de error fue en el primer dia, a partir del segundo
dia, los sujetos no incurrieron en error, solo en el 14.28% de las sesiones algun
sujeto no respondio al condicionamiento, mostrando una mejora respecto a la fase

anterior, con una SR 95%.

Individualizacién de olores, en condiciones similares a la etapa anterior se
prepararon BBCO’s similares para cada odorante, realizando sesiones
independientes para cada olor, los sujetos mostraron la mayor frecuencia de error
en la primera exposicion, sin embargo, a partir del segundo ejercicio ya no
incurrieron en error, observando una tasa SR 96.43%; cabe hacer mencién que esta
etapa se llevé a cabo en una sola sesion, con el fin de observar la respuesta a cada
olor por separado, con el proposito de evaluar el fenbmeno de generalizacion

producido por la combinacion de los SOI’s.

Extinciéon: El proceso de condicionamiento concluyd con la eliminacion gradual del
edulcorante o reforzador, sustituyendo por agua potable, a la conclusion de este
periodo se ofrecié Unicamente agua, exponiendo olores por separado observando
qgue en el 14.28% de las repeticiones algun sujeto no respondié al condicionamiento,
resultando en una tasa SR 96.42%. En esta fase se analizO por separado la
respuesta entre los odorantes, SOIlc (SR 97%), SOIh (SR 98.81%), sin embargo,
sus valores no representaron una diferencia estadistica entre si, resultados que se

muestran en la Cuadros 6, 7.

Segundo grupo (SOIm): Bajo las mismas condiciones del grupo anterior el proceso
de condicionamiento se integr6 de una fase de asociacion, seguida de
discriminacion y extincion del reforzador, siendo estas las fases sujetas al analisis
estadistico, con el fin de determinar en la discriminacion y la extincion la capacidad
de localizar la fuente de olor entre varios objetos similares y descartar la posible
emanacion de olor del soluto contenido en el reforzador, durante el ensayo se

observo un una RS 96.82% , durante la fase de extincion se observé una SR 99.29%

104



en la ubicacién de la fuente de emanacion del odorante, El resultado del analisis
estadistico permite inferir que la respuesta en la eleccién del bebedero en ambas
fases esta relacionada con la emanacion del olor del SOIm contenido en el
BBCO(Cuadro 7).

Se someti6 a 3 perros a un programa de condicionamiento con una duracién de 14
dias, mediante el método de exposicion de olores multiples y separacion progresiva,
evaluando la eficacia del condicionamiento y la toxicidad por la exposicion repetida
a los SOI’s, usando como reforzador un JBB, usando muestras de 120 + 3 mg de
cada odorante, contenidos en recipientes que impidieran el contacto directo entre

los productos y los perros, por lo que se alojaron en una CCO.
El proceso se integro de 3 fases:

Asociacion, en donde se expone simultaneamente a los 3 odorantes incitando en
cada repeticion el deseo de buscar y encontrar el JBB y los odorantes localizados
en el interior de un CCO, durante esta fase el SR 100, por lo que el resultado no se

incluyé en el analisis estadistico.

Discriminacion/Extincidn, consistente en el incremento de CCO’s por olfatear y la
reduccién del tamafio del JBB ubicado en el interior del CCO con los odorantes,
hasta retirar por completo el reforzador, durante esta etapa se observaron los
menores valores de éxito con un SR 90.14%, debido posiblemente al incremento
gradual de la complejidad y la reduccion paulatina del tamafio del reforzador, por lo
que el impacto en el comportamiento es minimo, sin embargo conforme progreso el
proceso el rendimiento de los ejemplares mejoro hasta alcanzar el SR 98.15%, el

porcentaje de éxito durante el ensayo fue de SR 93.60%.

Individualizacion de los olores, presentando cada olor por separado por lo que se
preparé un CCO por cada odorante, iniciando con ejercicios similares a la primera
etapa, incrementando progresivamente el nimero y tipo de CCQO’s vacias hasta
llegar al nivel de complejidad similar a la etapa anterior, alcanzando al final una SR
del 98.15% (Cuadro 8) [6, 59, 101].
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El método de condicionamiento de un olor compuesto es un método usado con
frecuencia a nivel de campo, argumentando la reduccion de tiempos de formacién
y mayor eficiencia en el proceso, el proposito de realizar la exposicion simultanea
fue verificar las cualidades y capacidad de estimulacién de cada odorante, mediante
la observacion de las respuestas condicionadas a cada uno de los olores conforme

a lo expuesto por diversos autores [60, 69, 83].

El andlisis estadistico de los procesos de condicionamiento en ratas y perros mostro
la evidencia de la influencia del odorante como factor para su localizaciéon con un
valor de P: 0.05. Grupo SOIc/SOlh, Cuadro 6; Grupo SOIm, Cuadro 7,

condicionamiento de caninos Cuadro 8.

En esta fase se expuso a 20 ejemplares provenientes de cuatro empresas
especializadas en el adiestramiento y uso de perros detectores (Cuadro 4), su
condicionamiento se realiz6 con sustancias diferentes a las propuestas, bajo
principios de adiestramiento con caracteristicas propias de cada centro. El propdsito
de exponer ejemplares previamente condicionados con sustancias diferentes es
evaluar la similitud de la respuesta ante el odorante nuevo, evaluando la robustez
del estimulo emanado por el compuesto propuesta, el ejercicio se llevo a cabo en
una sola exposicion, con el fin de evitar procesos de asociacion. Previo a la
realizacidbn se categorizo la respuesta en tres posibles conductas: Completa

(Alerta/Indicacion), Parcial (Alerta), Deficiente (Ni alerta, ni indicacion).

Durante el ensayo, ningun ejemplar mostro una respuesta deficiente a los odorantes
(Cuadro 9), en el caso de SOlc el andlisis estadistico mostré que, si hay una
diferencia estadisticamente significativa en la respuesta observada por el cambio
de odorante, atribuido a que miembros del mismo grupo no mostraron una respuesta

completa, posiblemente relacionada a errores en el condicionamiento.

Existen abundantes reportes sobre la vinculaciéon emocional de un olor asociado a
un satisfactor gustativo tanto con emociones heddnicas como adversas [3, 4, 45,

136], para que este fendbmeno se lleve a cabo, se requiere que ambos estimulos
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alcancen un valor fisiol6gico significativo, para moldear una respuesta [45]. En el
presente trabajo, se evaluo la respuesta de ratas al estimulo odorifero emanado por
los “imitadores del olor” de heroina (SOIh), cocaina (SOIc) y marihuana (SOIm),
evaluando la calidad del estimulo durante las diferentes etapas de condicionamiento
y la calidad de la respuesta, concluyendo con la supresion del reforzador gustativo
demostrando que no existe interferencia odorifera en la respuesta de los sujetos
condicionados y evidenciando que la combinacién de olores de los SOI's y su
posterior separacién es capaz de producir un aprendizaje eficaz en ratas expuestas
por periodos de 10 segundos a distintas fases de entrenamiento.

Se probd la capacidad de las matrices al despertar el interés por la hidratacion a lo
largo del condicionamiento, asi como en la etapa de discriminacion, al exponer cada
matriz por separado no se observd diferencia significativa alguna que sugiera
alteracion de las propiedades individuales de los odorantes, ni modificacion de la

calidad estimulante de cada elemento [10, 56, 125].

El condicionamiento de deteccion en los perros es una modalidad del AEA al olor,
que se da como consecuencia de la combinacion simultanea entre un estado
animico especifico y un estimulo odorifero emanado de las “Say”. El olor
inicialmente tiene un significado fisiol6gico neutro, por lo que el efecto de la estrecha
asociacion es la induccion del sistema nervioso para otorgarle un significado
particular influyendo de manera determinante la relacion del odorante especifico,
denominado en el ambito del adiestramiento como “alerta”, de modo que después
de una primera experiencia, las siguientes exposiciones a ese olor tendra un
impacto en el estado de &animo y en consecuencia el individuo repetira

espontaneamente el comportamiento aprendido.

La asociacion de un reforzador como lo puede ser comida (técnica ingestiva) o un
elemento satisfactor de un comportamiento innato, como cazar, obtener un objeto,
etc. asociado a un estimulo odorifero, permite incorporar un segundo elemento

conductual destinado a la sefalizacién del sitio de emanacion, definido como

107



“‘indicaciéon”, otra cualidad del AEA es la posibilidad de condicionar varios olores
simultdneamente mediante el proceso de generalizacion, por lo que a la conclusion
del condicionamiento el individuo codificara la misma respuesta a cada uno de los
elementos que integraron la combinacion, de manera que la mezcla de olores no
altera las propiedades individuales, ni modifica la calidad estimulante de cada
elemento [3, 45, 56, 58, 59, 60].

Se analizé la evolucién de la respuesta de la asociacion de un olor compuesto en el
condicionamiento de perros detectores, cuando se expone a cada uno de los olores
que lo componen, al respecto, existen en la literatura diversos estudios y practicas
gue asumen que la respuesta condicionada a olores separados que componen un
olor compuesto no muestra una diferencia importante [46, 58, 59], siendo una
practica comun en el condicionamiento de perros detectores; a diferencia de los
meétodos de condicionamiento de olor por olor; permite reducir considerablemente
el tiempo de formacién [46,136]. En el presente trabajo el propdsito fue evaluar cada
odorante respecto a sus propiedades individuales y la conservacion de la cualidad

de estimulacién de cada elemento durante el aprendizaje [56, 59, 61].

Los resultados indican que los olores se asociaron exitosamente en las ratas con
aspectos emocionales relacionados al sentido del gusto; siendo capaces de
desencadenar el proceso de respuesta aun en la exposicion individual de las
matrices, también cabe mencionar que de acuerdo a la respuesta encontrada, se
puede asumir la existencia de la relacién neuroanatomica del aprendizaje asociado
al olfato, la amigdala y la corteza orbitofrontal haciendo capaz al individuo de asignar

valor afectivo (heddnico o aversivo) a estimulos odoriferos especificos [47, 49, 136].

Desde el punto de vista estadistico se observé que la respuesta al olor como factor
comun en las diferentes fases del ensayo, mostraron una mayor proporcion de
éxitos que los esperados por la casualidad, evidenciando que el olor emanado de
los SOI's serian productos viables para el condicionamiento y mantenimiento de

campo de caninos detectores.
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Un dato adicional del estudio, fue la posibilidad de identificar las diferentes fases de
condicionamiento que bien pudieran extrapolar a los procedimientos de adquisicion
de aprendizajes vinculados con el olfato, como lo es el aspecto utilitario de perros

detectores en sus diferentes especialidades.

Paralelo a las fases de condicionamiento de ratas y condicionamiento de perros se
realizaron analisis hematoldgicos con el objetivo de evaluar el impacto organico
resultado del contacto frecuente con los odorantes, si bien se conoce la toxicidad
de los diferentes compuestos responsables de la emanacion de COV's, es
importante evidenciar mediante el resultado de analisis hematologicos a la

conclusién de cada ensayo de condicionamiento.

El estudio hematolégico realizado en las ratas (Cuadro 10) durante el
condicionamiento simultdneo (SOIc/SOIlh) mostraron cambios compatibles con
hemoconcentracién relativa e hiperazotemia prerrenal (Incremento de urea,
amilasa, proteinas totales, reduccion de la bilirrubina) como reflejo compensatorio
transitorio por el esfuerzo fisico derivado del proceso de condicionamiento, la
creatinina sufrié un incremento marginal atribuida al aumento de la actividad fisica,

en el condicionamiento con SOImM no se observd algun cambio de los parametros.

Grupo CO (Cuadro 11), en uno de los ejemplares se observaron valores de
hematocrito, hemoglobina y eritrocitos valores mayores a los parametros normales
incluso antes del ensayo, de la misma manera un solo ejemplar presento una
marcada eosinofilia, atribuida a la irritacién frecuente del tracto respiratorio,
caracteristico en la hematologia de animales que usan el olfato con mayor

frecuencia de la norma [136, 137].
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11.- Conclusiones

Los resultados del presente estudio demuestran:

La viabilidad del uso de un COV caracteristico de la firma odorifera de una sustancia

para su busqueda y localizacion mediante el uso de perros detectores.

La posibilidad del desarrollo de “polimeros de impronta molecular” como una
tecnologia soélida para la desorcion controlada de odorantes imitadores, capaces de
contener una gran variedad de COV’s sin incurrir en los riesgos que representa el

manejo de sustancias reales.

Se observaron pardmetros de emanacién de odorante nitido y constante que
permite una amplia aplicacion para el condicionamiento y mantenimiento operativo

de perros detectores en campo.

El presente trabajo ofrece una visién general de la metodologia para el disefio de

sustancias odorantes con fines de condicionamiento de biosensores.
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