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Resumen

Uno de los sistemas mas confiables de deteccidn de la
presencia de cocaina y sus diferentes metabolitos en fluidos
bioldgicos, cs la cromatografia de gases (CG) acoplada a
espectrometria de masas (MS). El presente trabajo enfoca esta
bisqueda con el proposito de establecer si efectivamente el
consumo simultdneo de cocaina. etilecgonina v cocaetileno
como metabolitos especificos.

Para poder efectuar el trabajo se hizo necesario utilizar el
procedimiento de extraccidon solido/solido, basado en el
empleo de columnas de silica suavizada: posteriormente y para
poder llevar a cabo la separacion deteccidn ¢ identificacion de
los componentes del extracto se utilizé (CG/MS). A través de

este instrumental, el extracto es introducido al cromatégrato de *

gases en donde mediante el empleo de una columna capilar
adecuada, un gas acarreador y temperaturas previamente
establecidas en métodos estandarizados se obtiene la
separacidén de los diferentes anpalitos. El empleo del
espectrometre de masas como detector permite la
identificacion de los compuestos separados mediante
mecanismos fisicoquimicos que dan lugar a la fragmentacion
de las moléculas y con ello a la formacidn de diferentes iones,
que a su vez origina espectros caracteristicos aceptados
internacionalmente y que son reconocidos mediante el uso del
software especifico del equipo.

La finalidad del presente trabajo es a nivel nacional llegar a
establecer, descartar o dejar fundamentadas bases que permitan
confirmar que los metabolitos metilecgonina, etilecgonina y
cocaetileno sen o no productos especificos del consumo
simultineo de alcohol y cocaina. Lo anterior utilizando
metodologias e instrumental que anteriormente se menciond,

A través del desarrollo del trabajo no se detecto alcohol,
cocaina y sus metabolitos en ocho muestras; se detecto alcohol
pero no cocaina y sus metabolitos en dieciocho muestras, no se
detecto alcohol pero si cocaina y los metabolitos metilecgonina
en nueve muestras y benzoilecgonina en tres muestras; se
detecto alcohol y la presencia de cocaina y los metabolitos
metilecgonina y etilecgonina en cinco y siete muestras
respectivamente; v no se encontrd el metabolito cocaetileno en
ninguna de las muestras analizadas,

Introduccion

El incremento constante del consumo de alcohol v de oiras
drogas (dentro de las que destaca la cocaina), en Guatemala se
ha convertido en un problema de indole social, econdmico vy
legal; desde el dngulo que interese. En el presente trabajo se
pretendio apovar la funcién legal que cumple el Quimico
Farmacéutico en los analisis que se realizan en el laboratorio de
sustancias controladas del Ministerio Publico; estableciendo,
analiticamente en el campo quimico, la presencia en mayor o
menor escala de metabolismos que fueron resultade del
consumo simultidneo de alcoholy cocaina.

El estudio toxicologo del alcohol etilico es de interés debido a
que éste se encuentra en proporciones variables en bebidas que
son extensamente consumidas por la poblacion guatemalteca.
Ademas, es un problemasocial en Guatemala(1).

El alcohol.ss considerado como droga de adiccion, debido a
que su consumo se manifiestan los siguientes sintomas:
compulsion, tolerancia, dependencia psiquica, dependencia
fisica, sindrome de abstinencia, asi como efectos nocivos pana
elindividuo (6).

La cocaina de estructura molecular Cl 7H2 INO4, peso
molecular 303.36 g/mol; es un alcaloide que se extrae de las
hojas de Eritroxylon coca el cual afecta el sistema nervioso
central, actuando como un estimulante (1,2,3,3).

La ecgonina cuya estructura molecular es COHI5NO3 y de peso
molecular 185.23 g/mol es la parte principal de la molécula de
la cocaina, la cual es obtenida por medio de hidrdlisis, v es
usada en terapéutica como anestésico topico (12).

El cocaetileno es una sustancia homédloga de la cocaina,
insoluble en agua, soluble en alcohol y éter; cuya estructura
molecular es C18H23N04 y con un peso molecular 317.38
g/mol el cual es usado en terapéutica como anestésico local.
Segln estudios realizados este metabolito se encuentraen el ser-
humano debido al consumo simultineo de cocaina v alcohol
(12).

En Guatemala, el consumo de la cocaina se ha incrementado v
el consumo del alcoho! es un problema social, razon por la cual
se considerd importante realizar la blisqueda de los metabolitos
metilecgonina, etilecgonina y cocaetileno; que hasta donde se
sabe es producto del consumo simultédneo de estas dos drogas.
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Materiales y métodes

UNIVERSODE TRABAJO

Las muestras de fluidos biolégicos provenientes de personas
con historia clinica documentada {fundamentalmente orina,
sangre y humor vitreo), para detectar la presencia de los
metabolitos metilecgonina, etilecgonina v cocaetileno del
consumo simultaneo de cocaina ¥ alcohol por medio de
extraccion solide - sélido v su posterior deteccion por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

MEDIOS HUMANOS

AUTOR: Br. Rosa Marina Garcia Meckler

ASESORA: Licda. Miriam Dolores Ovalle
Gutiérrez de Monroy

INSTALACIONES

Instalaciones del laboratorio gquimico de toxicologia del
Ministerio Publico

INSTRUMENTAL Y TECNICO

Cromatografo de gases Hewlett-packard 6890 acoplade a un
_ espectrdmetro de masas Hewlett

Packard 5973 v su software chemstation con biblioteca Nist. 98 L.
Auto muestreador ALS

Cristaleria del laboratorio

Columnas de extraccidn silica suavizada

Bomba de compresion

Agitador eléctrico (vortex)

REACTIVOS:

Amortiguador de fosfato (pH 6)

Acidoacético 1 M

Hexano

Acetato de etilo

Cloruro de metileno

Metanol

HCL

Isopropanol

NH40OH

PROCEDIMIENTO:

Reunir el nimero de muestras a analizar:

CONTROLES

(Solucidn Patrén):

Pesar 3.6 mg de la muestra control de cocaina/HCL, pesar por
separado 6.25 mg de la muestra control de
benzoilecgonina‘tetrahidratada. Disolver cada una de las
muestras v completar en matraces diferentes de 10 ml con
metanol. Rotular los matraces.
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{Solucién de Trabajo):

Colocar 200ul del estandar de cocaina + 200ul del estandar de
benzoilecgonina y completar en un matraz de 10 ml con agua
destilada, Rotular el matraz.

(Solucién de concentracién conocida o estdndar)-.

Colocar 300ul de la muestra de trabajo y afiadirle a un matraz
de 10 ml y completar este con sangre diluida en un poco de agua
destilada o agua salina. Rotular el matraz.

Preparacion de lamuestra:

A 1 ml de la muestra en un tubo de ensayo, afladir 4 ml de agua
destilada, centrifugar por 10 minutos y descartar el precipitado
colocando la solucidn en otro tubo de ensayo al cual se lo
agrega 2 ml de buffer de fosfato pH 6.0, agitary posteriormente
tomarle el pH el cual debe estar entre unrango de 5.5 - 6.5 sino
esta en este rango se debe ajustar ya sea con fosfato
monaobésico o fosfato dibasico de sodio.

Preparacion de lacolumna (CSDAU 020)*

Agregar 3 ml de metanol colocando primero [ ml abrir las
llaves para permitir que fluyay repetir la operacion hasta haber
colocado los 2 ml restantes, lucgo adicionar 1 ml mas. Luego
agregar 3 ml de agua destilada colocando primero 1 ml abrir las
|]aves para permitir que fluya y luego repetir la operacién hastz
haber colocado los 2 ml restantes, adicionar 1ml de buffer de
fosfato 0. 1 M pH 6 abrir las llaves para permitir que fluy
Cerrar las llaves para detener el flujo cuando aln quede 1
parte de la Gltimaporcién de agua destilada para no dejar sec
lacolumna.

#*CSDAU 020. Patente registrada de la columna de silica ge!
suavizada y previamente preparada por la casa productora parz
detectar drogas de abuso ya seadcidas o bésicas.

Adicidn de lamuestraala columna:

Agregar la muestra en la columna, o a través de un filoe
especial en caso de muestras muy grasosas o precipitados:
hacerlo a unavelocidad 1 - 2 ml/minuto

Lavadodelacolumna:

Agregar sobre la columna directamente 3 ml de agua destilac=
colocando primero 1 ml; abrir las llaves para permitir que flu 2
y repetir [a operacion hasta haber colocado los 2 ml restantss
Luego agregar 3 ml de acido acético 1 M, colocando primers ©
ml; abrir las llaves para permitir que fluya y repetir la operacic=
hasta haber colocado los 2 ml restantes. (ajustando este va =-
con el monitfold o caja de vacio).

Secar la columna de 2 - 5 minutos a un vacio de 10 pulgadas ==
mercurio.

Luego agregar 2 ml de hexano colocando primero 1 mlabriz =
Haves para permitir que fluya y repetir la operacion hastz hz==
colocado el ml restante.
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Elucidnde las drogas dcidas v neutras:

Agregar 3 ml de la mezcla de hexano/acetato de etilo (50:50),
colocando primero- 1 ml abrir las [laves para peemitir que fluva
v repetir la operacion hasta haber colocado los 2 ml restantes.

El solvente debe pasar a través de la columna a una velocidad
de & ml/min.

Secar el solvente eluido:

Evaporar a sequedad a una temperatura no mayor de 40°C.
Reconstituir con 100 ul de acetato de etilo.

Elucién de las drogas basicas (dentro de este grupo esta
comprendida la cocainay sus metabolitos).

Agregar 3 ml de selvente de cloruro de metileno/Isopropanol/
NH4O0OH (78:20:2). colectar el soivente eluido a una velocidad
de1-2mlmin.

Nota: Preparar los solventes de elucién diariamente.

Secar el solvente eluido:

Evaporar a sequedad ano mas de 40°C cuidando de no exceder
esta temperatura,

Reconstituircon 1 00 ul de metanol.

Inyeccion de las drogas bésicas:
Inyectar 1 ul en el cromatdgrafo de gases acoplado al
espectrometria de masas.

DISENODE INVESTIGACION:

MUESTREO:
Forma de Muestreo:

No probabilistico.
Tamafio de la Muestra;

Se analizaron 50 muestras de fluidos bioldgicos
previamente identificadas en el laboratorio de sustancias
controlas del Ministerio Publico.

Variables de Interés:

Identificacion de los siguientes metabolitos
resultantes de la ingesta del consumo simultidneo de cocaina y
alcohol:

Metilecgonina

Etilecgonina

Cocaetileno

Resultados

Se partié de un lote de 50 muestras de sangre las mismas se
someticron a analisis de presuncion para presencia de drogas
por medio de cromatografia en capa fina estandarizada
(sistema de TOXILAB) vy confirmatorio para alcohol
(microdifusiény con cromatografia de gases).

Posteriormente se procedié a efectuar los andlisis de
confirmacién de presencia de metabolitos de cocaina por
medio de cromatografia de gases (GC) acoplada a
espectrometria de masas (MS), para poder llegar a este paso se
hizo necesario efectuar previamente un procedimiento de
extraccion con columnas especificas para drogas de abuso por
el metodo solido-solido.

Del extracto final se inyecté al cromatdgrafo de gases acoplado
a espectrometro de masas un microlitro (ul), cantidad que
pefmite que dicho equipo separe, detecte y confirme la
presencia de alguna de las sustancias buscadas. La
confirmacion se lleva a cabo mediante la comparacién del
espectro y masas obtenidos con el espectro de la droga pura,

Se estableci6 por medio de los espectros de masas, que delas 50
muestras electas los resultados fueron los siguientes:

DESCRIPCION CONDENSADA DE CORRELACION ENTRE ALCOHOL Y METABOLITO& DE LA COCAINA

Muestra Aleohol Aleohol Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol
negativo Positivo negativo Positivo negativo Positivo Negativo positivo
metabolitos metabolitos metilecgonina | metilecgonina | etilecgonina | etilecgonina benzoilecgoning| benzoilecgonina
de lacocaina | de lacocaina | positivo positivo positive positivo posItivo positivo
negativos negativos

Cantidad 8 18 9 3 0 7 3 0
Porcentajes 16% 36% 18% 108 (G0 4% 6% 0%
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Discusién de resultados

Segim la bibliografia consultada (2, 3. 4 v 7) de la ingesta
simultanea de alcohol y cocaina, no se ha podido establecer con
certeza hasta la fecha, la formacion de un metabolito especifico.
Sin embargo existen presunciones con bastante fundamento para
considerar que cocaetileno sea efectivamente ¢l metabolito
producido por la ingesta simultdnea de ambas drogas; también
existen estudios que han efectuado y que aunque han planteado
la hipdtesis dr considerar probable la formacién de etilecgonina
y metilecgonina como metabolitos resultantes de dicho
consumo, no han podido ser concluyentes. Sinembargo, existen
afirmaciones aceptadas a nivel de congresos cientificos y
diferentes autoridades en el drea toxicoldgica. que reconocen
que la benzoilecgonina es el resultado de la ingesta de la cocaina
aislada del aicohol.

Los resultados obtenidos en el trabajo muestran la presencia de
los metabolitos siguientes: (18% y 14%) de metilecgonina,
(10%) de etilecgonina v (6%) de benzoilecgonina (ver cuadro
No.2). También establecen que nunca fue detectado el
metabolito cocaetileno en las muestras analizadas. Analizando
detenidamente los resultados en mencion; puede considerarse
que la ausencia de éste Gltimo, pudo deberse entre otras causas a
la utjlizaciéon de procedimientos de extraccién muy
generalizados para cocaina y su metabolitos mas abundantes y
por lo tanto poco especificos para cocaetileno. También se puede
considerar la posibilidad de la no deteccién por falta de
derivatizacidn de los extractos, procedimiento que no se efectué
dado a que no se tenia estipulade como parte de la presente tesis
en virtud de la dificultad de obtener los agentes derivatizantes
necesarios en el mercado local. Asi mismo, puede pensarse que
el cocactileno no estuviese presente en el bloque de muestras
trabajadas.

Insistiendo en lo investigado en relacién al consumo y posterior
deteccién de cocainay sus metabolitos, se conoce lo siguiente:
Existen estudios efectuados tanto a nivel de extraccién -
procedimiento sdlido/sélido- similar al empleado en el
presente trabajo. Existen estudios efectuados sobre la fase de
deteccion utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, equipo que se utilizo en el desarrollo
de estd tesis.

Es importante mencionar que los estudios mencionados fueron
realizados en laboratorios de Tampa, Miami, San Juan Puerto
Ricoy Canadd. Los mismos se realizaron sobre cantidades que
nosuperan las cien muestras y se han efectuado en periodos que
oscilan de seis a doce meses de duracién; cabe destacar que en
lamayoria de ellos si han utilizado la técnica de derivatizacion,
que como ya se menciond no fue posible utilizar en el presente
trabajo.

Sezan los resultados obtenidos del analisis de cincuenta

muestras de fluidos bioldgicos analizadas; podemos resumir lo
siguiente:
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18% de las muestras dio resultado negativo para presencia de
alcoho! vy positivo para el metabolito de la cocaina
metilecgonina, que se supone es originado por el consumo
simultdaneo de ambas drogas. Estos resultados llevan a suponer
que el individuo haya metabolizado y excretado totalmente el
alcohol, dado que el tiempo de eliminacion de éste es dc
aproximadamente ocho horas: mientras que el de la cocaina,
cuyo metabolito si fue detectado, es de aproximadamente
setentidos horas. Estos individuos cuentan con antecedentes de
consumo crénico de alcohol.

Los metabolitos ectilecgonina y metilecgonina fueron
encontrados en un 14% y 10%, respectivamente de las
muestras analizadas dando resultado positivo para la presencia
de alcohol v para cocaina. Este resultado Ileva a pensar que los
metabolitos anteriormente mencionados pudieron ser
consecuenciadirecta de! consumo simultdneo de ambas drogas
v que la muerte del individuo se diera en el periodo de
metabolizacion que abarca a ambas, es decir no mds de ocho
horas post-consumo. 6% de las muestras analizadas dio
resultado negativo para alcohol y positivo para
benzoilecgonina, no se conoce la causa de muerte de estos
individuos, pero los mismos si poseen antecedentes de
consumo cronico de alcohol. Esto lleva a corrobaorar lo va
establecido por estudiosos de la materia. en el sentido de que |z
benzoilecgonnia no es producto del consumo simultineo de
ambas drogas.

16% de las muestras analizadas dio resultado negativo parz
alcohol y para cualquiera de los metabolitos de la cocaina.
resultado que lleva a pensar a que no hubo consumo de ninguna
de estas drogas.

36% de las muestras analizadas dio resultado positivo parz
alcohol y negativo para los metabolitos de 1a cocaina.

Conclusiones

Los metabolitos metilecgonina y benzoilecgonina fuercn
encontrados en las muestras que resultaron negativas parz
alcohol y positivo para cocaina.

En las muestras que resultaron positivas alcohol y cocaina ==
encontraron los metabolitos metilecgoninay etilecgonina.

En las muestras que resultaron positivas para alcohol
negativas para cocaina no se encontraron los metabolitos
metilecgoninay etilecgonina.

No se encontrd la presencia del metabolito cocaetileno ==
ninguna de las muestras analizadas.
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Recomendaciones

Hacer verificaciones de sensibilidad del equipo y comparacion
con valores obtenidos en otros paises.

Utilizar un método especifico que permita la deteccion del
metabolito cocaetileno. posiblemente utilizando, algin
derivatizante como BSTFA.
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