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OBRJETIVOS

La cocaina, una droga considerada hasta no hace muchos
anos como incapaz de producir adicciédn, es hoy dia proclama-
da como la responsable del mads alto riesgo para la salud pu-
blica. Este vuelco sustancial se debe a que anteriormente
se creia que la cocaina producia dependencia psiquica pero
no dependencia fisica.

La privacién de cocaina en los adictos no produce la sin-
tomatologia caracteristica del sindrome de abstinencia de
drogas como el alcohol y los opidceos. Si bien en algunos
casos se observa tolerancia, en otros aparece sensibilidad,
1legando tal privacién incluso a provocar la muerte en suje-
tos crénicos. Ademds, los usuarios pueden suprimir el consu-
mo durante dias o semanas, generando la creencia de que no
se produce dependencia fisica y que el desasosiego, la an-
siedad y el deseo vehemente de un nuevo consumo estan sélo
relacionados con la dependencia psiquica.

Fueron necesarias casi dos décadas de abuso creciente Yy
crénico de la droga, e investigaciones exhaustivas, para po-
der obtener conclusiones mas realistas en este ambito.

Recientes 1investigaciones han demostrado que la cocaina

produce un sindrome de abstinencia distinto de los modelos



conocidos, es decir en este caso las alteraciones neurofi-
siolégicas especificas del sistema nervioso central se tra-
ducen o expresan como efectos psicolégicos, que conducen al
uso cronico y compulsivo de la droga.

E1 andlisis de la cocaina y sus metabolitos es esencial
para el diagnéstico y evaluacién del uso de la droga, ya
sea con fines toxicolbégicos o bien en casos legales como el
"doping”, y ademds seria de interés emplearlo con fines mé-
dicos en 1os programas de rehabilitacién de drogadictos.

Aunque existen antecedentes de que el uso crénico de la
cocaina puede influir en su metabolismo y toxicidad en los
diversos Organos y sistemas, se conoce muy poco acerca del
significado de 1os hallazgos obtenidos en relacién con di-
cho uso crénico. Por ello, uno de los aspectos intimamente
relacionados con el abuso de la droga es el estudio de la
cinética y transformaciones en el organismo.

Las investigaciones previas en animales de laboratorio
permitieron obtener 10s primeros indicios del comportamien-
to de esta droga en cuanto a su biotransformacién.

La cocaina presenta la caracteristica de una extensa y
rapida metabolizacién, originada por dos rutas distintas.
La principal da cuenta del 90% de l1a biotransformacién de
la droga, produciéndose reacciones hidroliticas mediadas

por sistemas enzimaticos como estearasas del suero o por



hidrélisis espontdnea. La segunda ruta involucra procesos
oxidativos en los cuales interviene el sistema microsomal
hepatico.

Estudios previos han indicado que por orina humana se ex-
creta como tal solamente alrededor del 1% de ia cocaina in-
gresada, elimindndose el resto como metabolitos.

La benzoilecgonina es conocida por ser el mayor metaboli-
to urinario, siguiéndole en importancia el éster metiliico
de 1la ecgonina y en menor proporcién la ecgonina y norecgo-
nina.

Existen diferencias en 1os porcentajes de excrecién de
la cocaina y sus metabolitos debido a modificaciones en la
biotransformacién de la droga que pueden deberse a una com-
pleja variedad de factores, incluyendo la especie, el sexo,
la edad, desérdenes funcionales, e incluso diferencias en-
tre individuos. En el caso de los seres humanos debe tener-
se en cuenta ademas la experiencia previa con otras drogas
que alteran el sistema microsomal hepdtico.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se propone como ob-
Jetivo de esta Tesis realizar un trabajo con animales de ex-
perimentacién para establecer si se producen modificaciones
estadisticamente significativas en la excrecién urinaria de
la cocaina y sus metabolitos mds importantes (benzoilecgoni-

na y ecgonina) a lo largo de una intoxicacién crénica.



Para cumplir con dicho objetivo resulta necesario dispo-
ner de una técnica que permita identificar y determinar la
droga en estudio y los dos metabolitos mencionados, en ori-
na de ratas. E110 a su vez involucra la obtencidén de mues-
tras de orina libres de contaminacién a fin de obtener 1las
muestras con pH adecuado para evitar 1a hidrélisis esponta-
nea fuera del organismo, siendo necesario efectuar modifica-
ciones a las jaulas metabdlicas existentes en nuestros labo-
ratorios.

Por otra parte, la deteccién y determinacién de los meta-
bolitos polares en muestras biolégicas no es simple. Si
bien la cocaina, por ser lipofilica, puede ser extraida del
material biolégico mediante solventes no polares, los meta-
bolitos, que son mds polares e hidrofilicos, requieren para
su extracciéon solventes polares. Esto ocasiona la coextrac-
cién de componentes de la muestra que interfieren en la pos-
terior 1identificacién y valoracién de los productos de la
biotransformacién.

A su vez, el empleo de solventes de polaridad media dis-
minuye las 1interferencias, pero es necesario un exhaustivo
tratamiento de extracciédn de la muestra. Ademds se requie-
ren pasos de purificacién previos al dosaje a fin de elimi-
nar las interferencias.

Otro aspecto a tener en cuenta es qQque la cocaina puede



sufrir transformaciones durante el tiempo de almacenamiento
de la muestra y durante la extraccién de la matriz; fendme-
nos que deben también controlarse adecuadamente.

Como 1la literatura no registra ningun método que cumpla
todos 1los requisitos necesarios para llevar a cabo el obje-
tivo propuesto, es 1imprescindible desarrollar y optimizar
las diversas técnicas, encauzando la determinacién en base
al 1instrumental disponible, cromatégrafos gas liquido y 1i-
quido de alta presién.

La metodologia empleada para el seguimiento de la intoxi-
cacién crénica en animales deberia ademds ser de utilidad
para su posterior aplicacién en orina humana.

Por otra parte, el estudio puede sugerir el indicador
mds apropiado a utilizar en el caso de una intoxicacién de

tipo crénico.



INTRODUCCTION

I ANTECEDENTES HISTORICOS

E1 descubrimiento y 1la conguista de América originaron
un conjunto de acontecimientos y cambios que se fueron
desarrollando a partir del siglo XVI, en los cuales no sélo
tuvieron relevancia 1las confrontaciones de hombres, de
culturas y civilizaciones, sino también la observacién de
una naturaleza sorprendente, que se presentaba diferente a
los 0jos de l1os descubridores.

Asi surgié el conocimiento de costumbres, formas de
vida, creencias, flora y fauna, que impulsaron un fluido
intercambio, cruzandose sobre el Océano Atlantico en
caminos diametralmente opuestos todos aquellos elementos
que formaban parte del acervo de conquistadores vy
conquistados.

Uno de 1los hechos significativos que tuvo la congquista
del Nuevo Mundo fue, sin lugar a dudas, la ingquietud por
parte de naturalistas y cientificos del estudio de la flora
y fauna encontrada.

Dentro de esa exuberante naturaleza, despertd la aten-
cién de 1los colonizadores de América del Sur un arbusto de

flores blancas y fruto rojo: la planta de "coca”. E1 sacer-



dote espafol Tomds Ortiz (1)(2) en el afo 1499 observo que
Jos 1indfigenas de la costa septentrional de la parte sud del
continente recién descubierto utilizaban una planta que 1la-
maban “"Hayo"” (3), nombre vulgar con que se designa aun hoy
en Colombia y Venezuela a una variedad de la coca.

Américo Vespucio informé en 1507 (4) también sobre el
uso de la "coca” por parte de los aborigenes que habitaban
en la desembocadura del rfo Para o Amazonas.

Los soldados espanoles que llegaron al Peru o Piru, deno-
minacién que se daba en ese entonces al Imperio Incaico, ob-
servaron que los nativos cultivaban con todo esmero un ar-
busto muy ramificado, la "coca”, que crecia espontaneamente
en aquellas comarcas, siendo patrimonio del emperador la to-
talidad de las cosechas que de é1 se obtenian (5). La obser-
vacién de la planta de coca constituyé el centro de aten-
cién de naturalistas y cientificos (todas las ramas de la
ciencia), de la que trataron de obtener la mayor cantidad
de datos relacionados con su aspecto botdnico, modos de em-
pleo, usos y efectos.

Asi, en la crénica de 1os conquistadores y viajeros se
indicaba que el mascado de las hojas de coca por parte de
los indigenas se remontaba a épocas muy lejanas.

Se ha podido comprobar que en casi todos los pueblos

primitivos existieron plantas que jugaron un papel impor-



tante en sus mitos. La asociacion de su caracter de plantas
sagradas con sus propiedades y virtudes dio origen a gue se
destacaran singularmente, floreciendo en el campo fértil
del mito y la leyenda. Hay que reconocer que las observa-
ciones del hombre primitivo con frecuencia concordaron con
lo que mds tarde habia de establecer 1la investigacién
cientifica.

E1 origen de 1la planta de coca estaria vinculado a una
leyenda que relataba que “"el Hijo del Sol, Manco Capac, des-
cendié de los cielos para difundir entre los hombres los co-
nocimientos de Jlos dioses sobre agricultura y artes y a
traerles la coca, planta divina que consuela al afligido,
da fuerzas al cansado Y sacia al hambriento."(5)

La practica del mascado de las hojas de coca se difundié
de generaciédn en generaciédn, especialmente entre los indios
del altiplano, costumbre gque se mantiene aun en la actuali-
dad.

Ademdas de los subditos del Imperio Inca, también los Qui-
chua, 10s Aymard y otros indigenas de las zonas altas atri-
buian al origen divino de las hojas de coca diversas propie-
dades milagrosas (6), Yy estas creencias aun perduran. Las
hojas formaban parte de las ofrendas a 1os dioses, de los
honorarios de 1los hechiceros y curanderos, y comerciaban
con ellas asignandoles el valor de verdadera moneda.

En 1los sepulcros de los Incas fueron encontrados pegue-



flos atados de hojas entre joyas y metales preciosos. A tal
punto 1llegaban 1los atributos que los nativos conferian a
las hojas de coca, que las ponfan en los anzuelos de pesca
para obtener una abundante recoleccién y las colocaban so-
bre 1los enfermos para su rapida curacién. Se usaban como
anestésico Yy para consolidar las fracturas 6seas preparando
una masa con las hojas, sal y clara de huevo.

En las ceremonias religiosas o fiestas tribales mastica-
ban hojas sin cesar hasta quedar fuera de juicio, 1o cual
les producia wuna sensacién de euforia similar a los parai-
sos artificiales que pretenden encontrar l1os drogadictos en
la actualidad. En este estado reian, cantaban y se movian
sin sentir fatiga, hasta que el exceso producia sus estra-
gos; el agotamiento paralizaba sus miembros, su andar se
tornaba inseguro, y por ultimo cafan en un suefio profundo;
ésta es la causa por la cual hoy en dia se conoce a la hoja
de coca con el nombre de "haschisch de 1os peruanos”.(5)

En suma, 1la coca formaba parte de los acontecimientos de
la vida familiar desde el nacimiento hasta la muerte, de
los ritos agricolas y religiosos, por 10 que, en conclu-
si6n, nada escapaba a su influencia.

A los 1indigenas que tenian la costumbre de acolliquear
(masticar hojas de <coca) se los denominaba "coqueros"

(denominacién Qque se mantiene actualmente); llevaban las
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hojas en pequeRas bolsas de vistosos colores gue 1lamaban
“chuspa” y para su masticacién las mezclaban con polvos pro-
venientes de distintos origenes. Estos eran por 10 general
productos obtenidos de la molienda de conchas de ostras que
previamente quemaban y que 1lamaban "yusta”, o bien con un
producto alcalino obtenido de la carbonizacién de ciertas
plantas, al que denominaban "ilipta”. En algunas regiones
las hojas de coca eran mezcladas con las de tabaco u hojas
frescas de chenopodium quinoa.

En sus largas caminatas masticaban una "bolita"” previa-
mente preparada, hasta agotarla completamente; la desecha-
ban y la reemplazaban por una nueva; por ello las distan-
cias se median por “"cocadas”, equivalentes cada una a apro-
ximadamente tres kilémetros (6) (7). Las caracteristicas de
las zonas del altiplano, montafiosas y aridas y por lo tanto
carentes de agua y alimento, incitaban a los nativos a va-
lerse de 1la coca para suplir esas deficiencias. La compro-
bacién por parte de 1los nativos de las propiedades de la
coca, tales como disminucién del apetito, alivio de la fati-
ga y generacién de calor, les impulsaba a negarse a reali-
zar tareas sin su provisién. Como posteriormente 10 demos-
tré la 1investigacién cientifica, las observaciones empiri-
cas realizadas por los indigenas se correlacionaban perfec-

tamente con las propiedades farmacolégicas de la coca. Esto
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quizd explica que 1os correos incas portadores de noticias
tardaran sélo tres dias en recorrer la distancia entre Cuz-
co y Lima, relevandose de tiempo en tiempo, mientras que
los postillones espafioles necesitaban doce dias para efec-
tuar el mismo recorrido (5).

Los coqueros presentaban un avanzado estado de desnutri-
ciétn debido a 1a exigua cantidad de alimentos que ingerian,
ya fuera por la anorexia producida por la coca o por la sen-
sacién de falta de fatiga ocasionada por estimulacién cen-
tral. Como el wuso estaba muy arraigado en las tribus, sus
integrantes percibieron la decadencia y degeneracién de la
raza e 1impusieron algunas restricciones. Por ejemplo, la
prohibicién de realizar tareas en l1os cocales a nifios y mu-
Jeres solteras, y a embarazadas y casadas sin autorizacién
del marido (5).

Todo este cumulo de comprobaciones por parte de los
conquistadores, de wuna civilizacién cuyos mitos, supersti-
ciones, creencias y hadbitos de vida giraban en torno de una
planta, sobrepasé los limites del interés botadnico o la me-
ra crénica de las costumbres por parte de viajeros e histo-
riadores para dar origen a fuertes polémicas con respecto a
los beneficios o danos que la misma podia ocasionar.

Asi, el segundo Concilio de Lima de 1567/68 considerd el

tema Yy concluyé que el uso de la coca por l1os indios “es
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cosa 1inutil y perniciosa, que conduce.a la supersticién por
ser talisman del diablo” (3), y gque dificultaba e incluso
imposibilitaba l1a evangelizacién.

Sin embargo, el hecho de prohibir su empleo era una so-
lucién demasiado drédstica y no tan facil de llevar a cabo.
Por wuna parte, los indios se negarian a trabajar en las mi-
nds o en otras actividades, y por la otra, 10s conquistado-
res espanoles, cuyos intereses econdémicos estaban relaciona-
dos con la produccién y comercializacién de las hojas, se
negarian a aceptar dicha prohibicién. En conclusién, el in-
tento de suprimir la coca significaba "querer que no hubie-
ra mas Peru” (8).

Teniendo en cuenta estas objeciones, resulté solamente
afectada por la prohibicién la ciudad de Lima; el resto del
inmenso Virreinato del Peru, que en el siglo XVI incluia Ar-
gentina, Bolivia, Peru, Paraguay y Ecuador, asi como parte
de Chile, continuaria produciendo y consumiendo la “"planta
divina”.

Los afios fueron transcurriendo sin que se tomara ninguna
posicién con respecto al uso de Ta coca, hasta que en el si-
glo XVIII escritores como Antonio Julidan e Hipdélito de Una-
nue logran nuevamente convertir a la coca en un mito (8).

En 1836 E.F.POppig 1inicié la polémica contra la coca -

el argumento no es de indole religiosa sino moral , califi-
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cando @1 uso como un “vicio”.

En contraposicién, el médico Paolo Montegazza (1831 -
1910), que visité el noreste argentino, aseguraba que la
coca puede curar estados de embriaguez producidos por el
alcohol, y recomendaba su empleo (8) en varias clases de
enfermedades, incluyendo la melancolia.

La ferviente apologia que realizaron los defensores de
la coca explicaria 1la gran difusidn de vinos, chocolates,
cigarrillos, bombones, dentifricos y bebidas varias que
contienen coca. Enire estas Ultimas cabe mencionar la "Co-
ca-Cola”, que hasta el ano 1903 contenia un extracto prepa-
rado con hojas de coca que no excluia ningun alcaloide pre-
sente en dicho extracto.

En el afo 1860 un quimico alemdn, Albert Niemann (1834-
-1861), extrajo de 1las hojas de coca los principios acti-
vos, encontrando como principal componente el alcaloide co-

caina, cuya estructura qQuimica se encuentra representada en

la Figura 1.

La obtencién del alcaloide propicidé que muchos investiga-
dores se dedicaran al estudio de sus propiedades quimicas y
farmacolégicas. Asi, Richard Willstatter (1872-1942), quimi-
co aleman y premio Nobel, estudié la cocaina durante el pe-
riodo 1891-1924, completando la determinacién de la estruc-

tura y la sintesis de todos 1los isémeros de la misma.
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En 1880 Vassili von Anrep (1852-1925) comprobdé su poder
como anestésico 1local. Sin embargo se atribuye a Carl
Koller (1858-1944) 1y a Sigmund Freud (1856-1939) la intro-
duccién de 1la cocaina en la medicina clinica por estas ca-
racteristicas (7) (9).

En 1884 Freud hizo el primer estudio general de los
efectos fisioldgicos de 1la cocaina como farmaco de acciédn
sistémica, principalmente a distintos niveles del sistema
nervioso. Concibié incluso su empleo terapéutico “"como anti-
doto” para liberar a toxicémanos del habito de l1a morfina.
Aplicé esta terapia a uno de sus colegas, Ernst Fleischt
von Maixow (1846-1891). Triunfd en su intento, pero produjo
el primer adicto a la cocaina que se registra en l1os tiem-
pos modernos (10). Fleischt termindé administrdndose hasta
un gramo de cocaina diario, 1o que determindé su deceso en
el anfo 1891.

Este hecho 1impresioné fuertemente a Freud, pero a pesar
de todo continubé defendiendo la droga, pretendiendo que el
accidente se debia a la via de administracidn. Adujo que la
cocaina inyectada era peligrosa, pero no asif la que se ab-
sorbia por via nasal. Freud continudé sirviéndose de la coca-
ina hasta el afio 1895, tal como 1o manifiesta en su libro
"La interpretacién de los suefos”.

Contribuyé aun mas al conocimiento de esta droga un



15

farmacéutico- corso de apellido Mariani, que formuld un
"vino a la coca de Mariani”. Con la finalidad de promover
su creacién 1o envidé como obsequio a distintas personalida-
des de la época. Su real intencién era obtener respuestas
de dichas celebridades a fin de transcribirlas y conseguir
una espléndida publicidad para su producto. Asi confeccioné
un 1libro, publicado em 1892 (7) (11), con las respuestas
que obtuvo, en el cual figuraban composiciones musicales de
Charles Gounod y Jules Massenet, dibujos de Rodin, cartas
de Emile Z20la y de Alejandro Dumas hijo, en honor de la co-
ca; en total mds de quinientos personajes célebres.

Debido al desconocimiento de su peligrosidad muchos desa-
prensivamente 1la ingerian. A través del personal de servi-
cio de la reina Victoria de Inglaterra se 1legoé a saber que
la famosa soberana tenia preferencia por una bebida muy ca-
ra, el "vino a la coca”, que también era consumida por el
Papa Le6n XIII, por el ya mencionado poeta y escritor Emile
2ola, por el presidente de los Estados Unidos McKinley ¥y
por el inventor Thomas Alva Edison (12) (13).

La cocaina era la droga de moda, de l1ujo, usada por las
clases mas pudientes, en contraposicién al opio, que era, Yy
lo seria por mucho tiempo, la droga de l1os desheredados de
Ta fortuna (12).

Simultdneamente a estos acontecimientos se alzaron voces
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sabias para denunciar sus efectos adversos. E1 toxicélogo y
etnofarmacologista aleman Louis Lewis (1850-1929) critica
severamente la hipétesis de Freud de que la cocafina servi-
ria como “antidoto” para los morfinémanos (8). Esta clara
visién del problema es corroborada por A.Erlenmeyer (1886),
que ademds definié a la cocaina como uno de los flagelos de
la humanidad (13).

Sin embargo, a pesar de estas advertencias la cocaina ga-
naba adeptos por doquier e incluso existen evidencias de la
facilidad con que se la adquiria en bares de Europa y Améri-
ca y, hasta 1905, en todas las farmacias.

Este es el tipico ciclo que cumple una droga, tanto en
su wuso farmacoldégico como en el ilegal. Su empleo se con-
vierte en simbolo de prestigio y fama, y a ella sb1o puede
acceder una minoria exclusiva; esto hace que sea deseada
por 1los menos privilegiados con la finalidad de sentirse

equiparados (12).



Figura 1: Estructura quimica de la cocafna
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II BOTANICA

Como 1la cocaina comercial se extrae de las hojas de la
"coca”, se presentan algunas consideraciones acerca de di-
cha planta.

E1 nombre comin con que se la conoce deriva del inca "cu-
ca” o del aymara "khoka”, que significa la planta por exce-
lencia, 1la primera entre todas, minetras que en idioma gua-
rani se la llama “"cad”, es decir yerba superior a todas las
otras (5) (14).

Las hojas de esta planta presentan varias denominacio-
nes, como coca, cuca o ypadu en Peru y Bolivia; hayo o ha-
yelo en Colombia, e ipadl o hayo en Brasil (1) (15).

En cuanto al nombre cientifico Erythroxylum, que designa
el género al cual pertenece esta planta, deriva de dos pala-
bras griegas que significan rojo y madera, aludiendo al co-
lor de la corteza (16).

Actualmente son reconocidas mas de 250 especies; entre
ellas 200 se encuentran en las zonas tropicales de Sudamé-
rica (17). Los resultados obtenidos de los estudios efectua-
dos a fin de detectar la presencia de cocaina en distintas
especies Yy variedades, permiten concluir que sobre las 13

especies de Erythroxylum analizadas solamente se detecta
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cocaina en las hojas de las especies Erythroxylum coca
Lamarck (E.coca Lam.), E.novogranatense y E.truxillense.

En las Figuras 2, 3 y 4 se observa la planta de E.coca
Lam. y sus distintas partes. En @1 caso de esta especie la
primera referencia taxonémica 1la hizo Antoine Laurent de
Jussieu en 1750 (18), Yy en la Tabla I se presenta dicha

clasificacioén.

Descripcibén: (1) (19)

La E.coca Lam. es un arbusto de 1 a 3 metros de altura,
muy ramoso, con la corteza pardo-rojiza y rugosa, portador
de hojas aisladas, simples o estipuladas, de peciolo corto,
1imbo entero, lanceoladas o aovadas, agudas en el dpice su-
perior y provistas de un pequefio mucrén. Las dimensiones va-
rian de 4 a 8 cm de largo y de 2 a 4 cm de ancho.

Las caracteristicas histolégicas de un corte transversal
de la hoja muestran la epidermis superior, lampifia y sin es-
tomas, recubierta de una cuticula bastante espesa, consti-
tuida por células poligonales aplastadas y reguiares. La
epidermis inferior, desprovista también de pelos, esta com-
puesta de células poligonales con una protuberancia central

que le dan un aspecto dentado particular y que alojan unos
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cristales prismaticos de oxalato de calcio.

Las flores, poco vistosas, estdn dispuestas en numero de
dos o tres en la axila de las hojas superiores, son actino-
morfas o radiadas y hermafroditas y pentameras. Estan cons-
tituidas por un cdliz de cinco sépalos amarillo-verdoso,
concrescentes en la base y libres en el &4pice. La corola,
amarillo palida, estéd formada por cinco pétalos libres, al-
ternos con las divisiones del caliz y que rodean diez estam-
bres fértiles dispuestos en dos verticilos de filamentos
blanco-verdosos y tres estilos terminados cada uno por un
estigma en forma de cabezuela (19). El ovario es supero,
trilocular, y sélo con dos celdas fértiles. E1 fruto dru-
paceo, pequefio, rojo, monospermo, con pericarpio delgado,
semillas con endospermo cartilaginoso y embrién con los co-
tiledones plano-convexos Y la radicula corta dirigida hacia
arriba (1).

La E.coca descripta por Lamarck en 1786 conforma una
gran variedad en que las diferencias se deben sobre todo a
condiciones de clima y cultivo, segun Hegnauer y Fikenscher
(1960) (20).

Dado que la hoja es la parte de mayor interés, se desta-
can las diferencias entre las especies y variedades produc-
toras de cécaina:

1) E.coca Lam. sensu stricto var.bolivianum Burck, que
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produce la coca de Huanuco (boliviana). Las hojas son gran-
des, coriédceas, de color verde oscuro y con un apice agudo
u obtuso.

2) E.coca var.spruceanum Burck (= E.truxillense Rusby),
productora de la coca de Java y de la coca de Trujillo (pe-
ruana). Las hojas son mds pequeifas, mds angostas, mas delga-
das, Yy de un color verde mas claro que las de la variedad
anterior.

3) E.coca var.novogranatense Morris, de Colombia, que
produce un tipo de coca de Trujillo. Se distingue de la va-

riedad anterior por su édpice obtuso o emarginado (16).

Composicién quimica

Las hojas contienen porcentualmente: dextrina 1,12%, azu-
car 11,46%, clorofila 0,25%, almidon 36,13%, proteina fibri-
na 7,80%, fibra cruda 28,57%, aceites volatiles 1,82%, ceni-
zas 6,00%, agua 6 a 7% (5). Ademds se encuentran oxalato de
calcio, wuna esencia aromatica (0,60 a 1,30 g por kg), un
aceite esencial (0,05 a 0,10%), en que el principal consti-
tuyente es un salicilato de metilo; alcohol metfilico, dos
taninos (4cido clorogénico y a4cido cocatédnico), dos heteré-
sidos (cocacitrésido y cocafavédsido), y ademds se han iden-

tificado un rutésido y un isoquecitréxido, y se han encon-
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trado pequenas cantidades de vitaminas Bi, Bz y C (19)
(20).

En cuanto al contenido en alcaloides, es de alrededor de
0,5 a 1,5%, representando la cocaina el 75% del total de al-
caloides contenidos en las hojas de la coca de Bolivia. En
la de Java el contenido en alcaloides es un poco superior,
del 1,0 al 2,5%, pero l1a cocaina representa aproximadamente
el 50% del total (21).

Los alcaloides se agrupan en tres tipos bdsicos: a) deri-
vados de la ecgonina (cocaina, cinamilcocaina, & Yy /3 tru-
xillina); b) de 1la tropina (tropacocaina, valerina); y c)
de la higrina (higrobina, cuscohigrina) (19) (22). Solamen-
te los derivados de la ecgonina tienen importancia comer-
cial.

La composicién de 1a mezcla de alcaloides en la hoja va-
ria cuali y cuantitativamente, de acuerdo con la variedad
de 1la planta y en cierto grado con el estado de desarrollo
de las hojas en el momento de la recoleccién (16). Incluso
se ha observado que el contenido en cocaina decrece signifi-

cativamente durante el almacenamiento (21).
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Figura 2: Planta de E. coca Lam.
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Figura 3: Hojas y flor de la coca
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Figura 4: a) Flor de la coca; b) Fruto de la coca (cereza)
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TABLA I

TAXONOMIA

Filum Espermatéfitas (plantas con semillas)
Clase Dicotiledbneas (arbustos y &arboles)
Orden Corolianos

Suborden Geraniales

Familia Erythroxylaceae

Género Erythroxylum

Especie Erythroxylum coca Lamarck, Novograna-

tense Morris y Truxillense
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III PRODUCCION, COMERCIO, TRAFICO ILICITO Y TENDENCIAS

EN EL USO DE LA COCAINA

III.1 PRODUCCION Y COMERCIO

Los arbustos de coca que se cultivan intensamente en Bo-
livia y Perd y en menor escala en Ecuador, crecen en las
vertientes de 1los valles en la cordillera de l1os Andes a
una altitud comprendida entre los 500 y los 2.000 metros,
en clima humedo y cdlido y en terrenos ricos en humus, 0 en
regiones montafiosas mas secas de Colombia, a 1o largo de la
costa del Caribe, en Java, Formosa y Ceilén.

Las semillas se plantan en viveros y cuando l1os planto-
nes estan suficientemente fuertes se transplantan a largas
terrazas denominadas “humachas” y construidas unas encima
de otras como escalones de una escalera, cada una sostenida
por un pequeno terraplén reforzado con piedras. Las plantas
comienzan a producir al cabo de unos 18 meses, pero el desa-
rrollo completo del matorral de coca ocurre alrededor de
los 3 afos, con wuna produccién maxima a los 5 afos. La
recoleccién se realiza por 10 general tres veces al ano, en
marzo, Jjulio y octubre.

Los indios andinos arrancan las hojas maduras, que se

secan de preferencia al calor artificial pero a temperatura
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moderada, pues la desecacién excesiva a 10s rayos del sol
disminuye el contenido en alcaloides. Por ello se emplean
camaras cerradas de desecacién, donde las hojas se extien-
den en un suelo de tierra apisonada. Una vez secas se alma-
cenan en edificios secos y se embalan en sacos o bolsas de
30 kg para su comercializacién.

Cada arbusto da por cosecha por 10 menos un kilogramo de
hojas (16) (19). Naturalmente, el rendimiento depende de mu-
chos factores y variables ecolégicas.

Con frecuencia se observa en las ramas de la coca una
planta parasita, el "liquen", comprobandose que dicha infec-
cién provoca un aumento en el contenido de cocaina. Esto ‘se
debe a dificultades en la transpiracién. E1 mismo incremen-
to en alcaloides puede Jlograrse rodeando el tronco de la
planta de coca con sacos de arpillera (19).

Las falsificaciones de la coca son raras, y ademds faci-
les de descubrir; una posible adulteracién por hojas de Ja-
borandi (Pilocarpus microphilus y P.spicatus) se detecta al
efectuarse un estudio detallado de 1las caracteristicas
diferenciales de ambas hojas (19).

Una pequefia proporcién de la produccién de las hojas es
utilizada como tal por 10os nativos O exportada legalmente a
la Stepan Chemical Company de New Jersey, donde se extrae

la cocaina para fines terapéuticos y el residuo se prepara



30

como aromatizante para la Coca-Cola (4).

La mayor parte, alrededor del 95% de la recoleccidn
anual, es convertida en cocaina, que ingresa en el trafico
ilicito (23). Se estima que durante 1987 fueron cultivadas
entre 162.000 y 211.000 toneladas métricas de hojas de coca
en la regién andina, 59% tan s6lo en Peru, considerado el
mayor productor mundial de hoja de coca (24).

E1 cultivador de hojas peruano cosecha en promedio menos
de wuna hectarea. Gran parte de esta tierra es marginal y no
soportarfa siembras sustitutas; es por ello que el ingreso
potencial derivado del cultivo de este arbusto sobrepasa am-
pliamente el de-cualquier otro. Las mismas caracteristicas
existen en Bolivia, segundo productor de coca, en especial
desde 1980, cuando los precios del estafo, fuente principal
de ingresos, disminuyeron considerablemente en el mercado
mundial. Estas condiciones han contribuido a la expansién
del <cultivo de coca. Aproximadamente 200.000 campesinos de-
penden directamente de esta produccién para obtener ingre-
sos efectivos, y otros 100.000 participan en la elaboracién
y transporte de la droga.

Existen en Bolivia dos grandes areas productoras de co-
ca. La hoja producida en las Yungas, la regién tradicional
de cultivo del pais, es la preferida por la poblacién indi-

gena para su consumo interno. La otra zona importante de
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cultivo es un drea nueva, la regién del Chaparé, en el de-
partamento de Cochabamba, que produce hojas méds grandes,
mads resistentes y mads 4cidas, que tienen poca demanda entre
los consumidores tradicionales. Se estima entre 60.000 y
80.000 ha. cultivadas en esta zona. En 1986 la produccion
fue de 132.400 t de hojas de coca (25).

Después de la recoleccién Tlas cosechas ilegales deben
ser transformadas en un producto comerciable. La elabora-
cién del producto terminado comienza en sus tierras de ori-
gen y constituye una operacién en tres etapas.

Las hojas se sumergen en diversas sustancias quimicas,
dando como resultado una pasta pardo oscura, llamada pasta
de <coca, que contiene 40 a 90% de sulfato de cocaina y
otros alcaloides presentes en las hojas de coca, y contami-
nantes del proceso de extraccién, como kerosene y &acido sul-
furico (26), lo que constituye la primera etapa. La segunda
consiste en purificar la pasta para obtener l1a 1lamada base
de coca, sustancia de color blanco sucio, casi inodora; Yy
por ultimo se pasa de la base al clorhidrato de cocafina,
forma en 1la cual con mayor frecuencia se compra la cocaina
en Occidente.

Las hojas de coca transformadas en pasta o base de coca
en Peru y Bolivia, son exportadas en grandes cantidades de

ambos productos para su mayor refinamiento en Colombia, Yy,



32

en menor grado, en Brasil. Se estima que Bolivia produce
por afo 765 toneladas de pasta de coca y que de esta canti-
dad exporta de 400 a 500 toneladas. Hasta hace muy poco la
produccién de pasta y base de coca en Bolivia era monopolio
de intermediarios independientes, que suministraban las sus-
tancias quimicas necesarias y contrataban la mano de obra.
Sin embargo, 1los campesinos estdn empezando a producir la
pasta de coca, e incluso algo de base, por su cuenta. Este
giro en la produccién de pasta de coca, que la convierte en
una empresa familiar o vecinal, es preocupante, pues aumen-
ta las ganancias de 1o0s cultivadores y el numero de perso-
nas que estan dispuestas a oponerse fisicamente a los es-
fuerzos de erradicacién por parte del gobierno. Hay indi-
cios recientes de que Peru y Bolivia también se estan inde-
pendizando en la produccién de clorhidrato de cocaina y en
la apertura de sus propios mercados. Se han descubierto en
Perd algunos laboratorios perfeccionados que son capaces de
producir entre 500 y 1.000 kg de base cada tres o cuatro
dias (24). Incluso se han tenido noticias de pequefos cul-
tivos de <coca en el noroeste de Brasil lindando con Colom-
bia (27) y en Ecuador (24). A diferencia del procedimiento
empleado en Perd y Bolivia, en Colombia se pasa por alto la
etapa de la pasta, procesando la hoja de coca que se produ-

ce en el pais para transformarla directamente en base de
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cocaina. E1 método utilizado consiste en tratar las hojas
con gasolina, 1lima, alcohol, amoniaco, permanganato de po-
tasio y d4cido sulifurico. Esta base contiene 40 a 80% de sul-
fato de cocaina y aproximadamente 10 a 15% de cocaina pura
(26).

Los laboratorios para producir la base son generalmente
pequenos, un local rudimentario para elaborar la sustancia,
y sirven a varios sembradios que abarcan unas cuantas hecta-
reas. Esta base de cocaina elaborada localmente es transpor-
tada por rio, en avionetas o por tierra hasta los laborato-
rios, donde es refinada para convertirla en clorhidrato de
cocaina Jjunto con cantidades mucho mayores de base importa-
da del Peru y de Bolivia. Nadie sabe cuantos laboratorios
de clorhidrato de cocaina existen en Colombia, pero la ac-
cion policial de ese pais ha detectado desde abril de 1974
3.204 laboratorios, entre productores de la base y del clo-
rhidrato. Estos ultimos laboratorios suelen tener instala-
ciones mas complejas y requieren luz, mesas de secado, gene-
radores, acetona y éter. Se necesitan casi 12 kg de éter pa-
ra transformar un kilogramo de base en un peso similar de
clorhidrato de cocaina. La mayor parte del que se usa en Co-
Tombia procede de fabricantes europeos o brasilefos y se in-
troduce de contrabando desde Venezuela, Brasil o Ecuador.

En 1986 1l1a policia venezolana decomisdé aproximadamente



34

2.600 k1 de acetona y éter (24).

De acuerdo con la mayorfa de los expertos en drogas, es
axiomatico que la adiccién es producto de la abundancia;
por ello sbélo mediante acciones concertadas puede la comu-
nidad internacional enfrentar el narcotréafico.

La erradicacién de los cultivos es el medio mas eficien-
te para reducir la oferta mundial de drogas ilegales. Esto
puede 1llevarse a cabo manualmente o con herbicidas apropia-
dos, desde equipos portatiles o aeroplanos. Actualmente los
arbustos de coca deben ser arrancados a mano, ya Qque nho se
cuenta con un herbicida inocuo y efectivo, pero la erradi-
cacién manual es muy lenta y peligrosa, pues los trabaja-
dores estan expuestos a 10s ataques de l1os narcotrafican-
tes.

Existen propuestas de sustitucién de los cultivos; por
ejemplo el Programa de Desarrollo Regional del Chaparé en
Bolivia tiene por objetivo principal proveer a las poblacio-
nes rurales de fuentes de ingreso y empleo distintas del
cultivo y recolecciébn de productos ilegales. E1 acuerdo se
firmé en 1983; algunos agricultores se adhirieron a este
programa debido a una fuerte cafda en el precio de las ho-
Jas de coca como consecuencia de la "Operacién Alto Horno",
programa conjunto realizado en 1986 por los gobiernos de

Bolivia y Estados Unidqs, que localizaron y destruysron
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laboratorios de elaboracién de cocaina, suprimiendo virtual-
mente 1la elaboracién en Bolivia por espacio de tres meses.
Esto provocé una baja de los precios a tal punto que la mis-
ma se volvid improductiva durante un tiempo (24).

En Peru la erradicacién de l1os arbustos de coca ilegales
comenzé en 1983, con un proyecto de erradicacién y ejecu-
cion firmado en 1981 que tenfa como objetivo la destruccién
de una superficie estimada en 17.000 ha, de coca. Para media-
dos de 1984 casi 4.000 ha de coca habian sido destruidas
(28). En el programa de 1986 denominado "Operacién Cédndor”,
desde e1 principio se logrd destruir 169 pistas de aterriza-
Je y también 87 laboratorios de procesamiento (23).

Sin embargo, el Informe sobre Estrategia Internacional
para el Control de Narcéticos emitido en abril 1988, denomi-
né los Uultimos seis meses “una mezcla de progreso y algunas
frustraciones”. La principal fuente de frustracién "se debe
a que no existe una reduccién del creciente cultivo de la

coca en la zona andina” (29).
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III.2 TRAFICO ILICITO

E1 consumo de la cocaina, que hasta hace 15 afos era un
problema relativamente menor comparado con otras drogas co-
mo el opio y la marihuana, ha pasado a ser en la actualidad
una gran amenaza a la salud pubiica internacional, al orden
interno Yy a la seguridad nacional de los pafises productores
y traficantes.

El creciente 1interés por la cocaina, principalmente en
los Estados Unidos y Europa a partir de la década del 70,
estéd relacionado, por un lado, con la simple experiencia he-
donista, debido a las caracteristicas de esta droga, consi-
derada el estimulante méds poderoso de origen natural (30)
(31), y por el otro a interaccidn de multiples factores so-
ciales, econbmicos y politicos.

Como se ha mencionado, el trafico ilegal comienza en las
laderas orientales de los Andes, donde se cultivan y cose-
chan las plantas de coca. E1 comercio mundial de cocaina si-
gue estando dominado por narcotraficantes colombianos que
participan en todas las etapas de produccién de la droga,
siendo su fuerte la elaboracién final y la distribucién in-
ternacional del clorhidrato de cocaina.

En 1los Ultimos afos Brasil ha adquirido importancia en

el trafico sudamericano. vVarios grupos de traficantes boli-
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vianos han participado en operaciones de refinamiento de
cocaina cerca de los limites con Brasil, dado que lograban
facilidades en la obtencién de productos quimicos necesa-
rios para dicho fin en este pais.

Las principales rutas de trafico (Figura 5) que se ini-
cian en los paises productores, como Peru, Bolivia y Colom-
bia, 1nvolucran a paises considerados inicialmente de tran-
sito, como la Argentina, Brasil y México, para finalizar en
los grandes consumidores, como Estados Unidos y Europa. En
Argentina la accién conjunta de las fuerzas de seguridad na-
cional y algunos organismos internacionales ha detectado e
identificado cuatro rutas principales de entrada al pais
(Figura 6). La mayor parte de la droga ingresada se integra
a la red internacional.

La cocaina viene en dos formas: la mas comun el clorhi-
drato de cocaina, l1lamado “coca callejera”, en forma de poi-
vo Qque si es puro es blanco cristalino, parecido al azucar,
pero que en general estéd diluido.

Debido al alto costo de la droga los traficantes adulte-
ran la cocaina con otras sustancias, llegando ésta a los
usuarios con una pureza del 30 al 95%. Los andlisis de la
droga de la calle demuestran que los diluyentes mas comunes
incluyen varios azucares (manitol, lactosa y sacarosa), ca-

feina, fenilpropanolamina, inositol, manitol (30), anfeta-
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minas y anestésicos locales, entre estos ultimos el mads co-
midn la Tlidocaina (31). La mezcla de cocaina-lidocaina en
una relacién 61:39 ha sido determinada por cromatografia
gas-liquida y se la conoce por “rock-cocaina” (32).

La otra forma es la base libre, que se fabrica convir-
tiendo quimicamente el <c¢lorhidrato de cocaina de la calle
en una sustancia purificada. En el pasado esta transforma-
cién se lograba procesando el clorhidrato con éter, un sol-
vente altamente inflamable. En los Estados Unidos se vende
un instrumento denominado tubo base para transformarla en
base 1libre mediante calor, inhaldndose sus vapores (4) o
bien fumandose en una pipa, o afadiéndose a un cigarrillo.
La base libre también se presenta en forma de hojuelas (33)
(34).

En los UGltimos afos se ha popularizado en varias partes
de 1los Estados Unidos el uso de una forma pura de cocaina
conocida con el nombre de “crack” (35). Se trata de una nue-
va técnica de comercializacién de la base libre, que se pre-
para mezclando el clorhidrato de cocaina con bicarbonato de
sodio y calentando (26). El producto, no obstante, contiene
algunas impurezas presentes en la cocaina original, junto
con un exceso de bicarbonato de sodio. E1 calentamiento de
esta mezcla para vaporizarla Yy fumarla origina un sonido

crepitante, lo que ha dado lugar a su denominacién de
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“crack” (36).

Los traficantes 1o venden en piezas que se asemejan a
pequeifios granos blancos denominados "rocas” (34); es facil
de wusar, facil de ocultar, menos costosa, y causa tal adic-
cidén que garantiza su mercado.

Si bien el clorhidrato de cocaina cuesta aproximadamente
2.000 a 2.500 dobélares la onza (28.34 g) (27), o sea cinco
veces mds que el oro, la dosis de “crack” entre 65 y 100 mg
se vende a un precio de entre 5 y 20 dbélares. De este modo
puede ser adquirida facilmente por muchos consumidores, en-
tre ellos los estudiantes mas joévenes e incluso los del ni-
vel elemental (34) (35).

En Sudamerica los traficantes venden cigarrillos de pas-
ta de coca mezclada con marihuana o tabaco, que pueden ad-
quirirse en Jlas calles de algunas ciudades bolivianas por
apenas 50 centavos de délar, y el clorhidrato de cocaina se
vende aproximadamente a un 20% del precio al cual se ofrece
en la calle en los Estados Unidos. Los cigarrillos se cono-

cen con el nombre de “"basuco” en Colombia y Perd y "piti-

110" en Bolivia (26).
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Figura 5: Principales rutas del trédfico ilicito de la
cocafna
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III.3 TENDENCIAS DEL USO DE LA COCAINA

E1 aumento o disminucién de la preferencia de una deter-
minada droga a nivel mundial, regional o de paises, se pue-
de evaluar teniendo en cuenta las confiscaciones por aplica-
cién de 1la ley y el consumo en la poblacién. Por supuesto,
ambos parametros tienen diversas variables y por 1o tanto
se toman s6lo como indicadores no absolutos. Por ejemplo,
el aumento en la cantidad de droga incautada puede ser con-
secuencia de un mayor trafico ilegal o bien un mayor celo
de las autoridades en el cumplimiento de la ley.

Segun un informe divulgado en enero 1985 por la Junta In-
ternacional de Control de Narcéticos de la Organizacién de
las Naciones Unidas, "dondequiera que exista cultivo, pro-
duccion y trafico ilicito el abuso de estas sustancias en-
tre la poblacién local casi siempre es la consecuencia. Es-
to explica la expansidén geografica del abuso de las drogas
mas alld de los pocos paises que fueron antafo los princi-
pales centros de ese abuso. E1 hecho es que muy pocos pai-
ses no se ven afectados” (28).

Se ha observado un marcado incremento en los Ultimos
afios del consumo de pasta de coca y clorhidrato de cocaina

en Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru y Ve-

nezuela.
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E1l surgimiento de un elevado consumo de pasta de coca en
Bolivia 1ilustra 1la forma en Qque un pais puede pasar de la

produccién a la drogadiccién.

Durante 1los afos 70 Bolivia casi no tenia drogadictos,
aungue producia grandes cantidades de hoja de coca. Sin em-
bargo, a los trabajadores que producen la pasta de coca, la
base o el clorhidrato de cocaina, suelen pagar.les con una
porcidén y con dinero; asi la mayorfia son adictos y no aban-
donan sus habitos cuando regresan a sus ciudades, pueblos y
aldeas. Igualmente, a los contrabandistas de las sustancias
quimicas que se emplean en la elaboracién se les paga con
la droga, la que llevan a los centros urbanos para vender.

Esto ocurre en un pais que cinco afios atrds decia tener un

problema minimo de drogadiccién.
En una investigacién realizada en ese pais en 1986 se ob-

servd que las sustancias de mayor consumo eran la marihua-

na, con 38,7%, y la pasta basica de cocaina, con 37,6%, Yy

el clorhidrato de cocaina, con 6,4%.

En Peryd en 1985 el numero de adictos a psicotrépicos en

las ciudades de Lima y Callao era de 60.000, y se calculd

que de éstos 80% eran adictos a la pasta bdsica de cocaina

(basuco).

E1 consumo de cocafna ha sido desplazado por el basuco

en Colombia; en las zonas urbanas 81.246 personas 1o consu-
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men, mientras que 31,207 prefieren la cocaina (25).

En 13885 se confiscaron a nivel mundial 56,3 t de cocai-
na, lo que casi igualé la cifra sin precedentes de 59,4 t
en 1984,

En general 1la mayoria de los paises de América informa-
ron acerca de 1incrementos tanto en e1 consumo como en la
confiscacién (Tablas II, III, 1IV).

México, como pais utilizado como via de acceso a los Es-
tados Unidos de 1la produccién de cocaina procedente de la
regién andina, ho escapa a esta situacién, ya que a pesar
de que la mayor parte de estas sustancias estan destinadas
a otro mercado, una porcién permanece en el pais. E1 incre-
mento de la cantidad que pasa se puede comprotar en las es-
tadisticas de la campanha contra el narcotraffco: entre 1875
y 1984 se decomisaron 2.303,5 Kkg, y en 1988 un total de
13.791,1 Kilogramos (37).

La cocaina se emplea indiscriminadamente en los Estados
Unidos y en mucho menor escala en Canadd, pero el aconteci-
miento méds alarmante ha sido la entrada en escena del
“crack"”. En la encuesta domiciliaria nacional sobre farmaco-
dependencia que indica el numero de usuarios de cocaina en
los Estados Unidos, definido como las personas que usaron
la droga durante el mes anterior a la encuesta, dicho nume-

ro aumenté de 4,2 miliones en 1982 a 5,8 millones en 1985,
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pero en 1988 bajé a 2,9 millones. E1 numero de personas que
declararon haber aspirado o haberse inyectado la droga o fu-
mado “crack” durante el afio anterior a la encuesta fue de
11,9 millones en 1982, 12,2 miliones en 1985 y 8,2 millones
en 1988.

Se puede observar (Figura 7) que las tendencias en el
uso de la cocaina varian con la edad, siendo mayor éste en-
tre los 18 y los 25 afos (24) (35). Actualmente el consumo
de 1la droga se halla muy difundido en Europa y sigue en au-
mento en algunos paises. Las tendencias observadas en 1986
indican un nuevo ascenso, particularmente en Francia, Alema-
nia Occidental e Inglaterra. La Aduana inglesa informa que
en 1987 1las incautaciones de cocaina sobrepasaron a las de
heroina. Italia, Espafda y Portugal también informan un alza
en las confiscaciones durante ese afio (24).

En nuestro pais, segun datos suministrados por la Poli-
cia Federal Argentina (Tabla V), la cantidad de droga con-
fiscada y el numero de procedimientos realizados en los ul-
timos afos indican un incremento marcado; si bien la canti-
dad de cocaina confiscada en 1985 fue menor, en los 11 me-
ses siguientes de 1986 se observa una cifra ocho veces supe-

rior.

Un cuadro comparativo (Tabla VI) entre clorhidrato de

cocaina y otras drogas sugeriria que el primer puesto en
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cuanto a droga incautada le corresponde a la marihuana; sin
embargo, hay que tener en cuenta que de 1 kg de marihuana
se obtienen unas 10.000 dosis, mientras que 1 Kg del
clorhidrato de cocaina equivale a 50.000 dosis; de ahi que
realizando 1los cédlculos se concluye Qque la prevalencia

resulta similar.
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Figura 7: Tendencias del uso de cocafna por grupos de edad



TABLA I1I

CONSUMO DE COCAINA POR PAISES 1985-1987

peso en toneladas métricas

cocaina/hojas coca 1985 1986 1987

Bolivia (hojas coca) 10.000 10.000 10.000
Colombia 3 2 2
Perd (cocaina) 0,01 0,01 0,02

Perd (hojas coca) 10.000 10.000 10.000
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TABLA I IT1I
CONSUMO DE COCAINA EN LOS ESTADOS UNIDOS

peso en toneladas métricas

TABLA Iv
COCAINA INCAUTADA EN LOS ESTADOS UNIDOS 1981-1987

peso en kilogramos

cocaina 1.872 4.946 7.569 11.763 24.637 27.161 37.148



TABLA v

COCAINA INCAUTADA EN LA ARGENTINA 1981-1986

peso en gramos

numero de cantidad
ano procedimientos incautada
1981 110 4.662
1982 96 7.086
1883 94 34.449
1984 63 84.170
1985 127 30.622
1986 2.526 244 .656

TABLA v i
DROGAS INCAUTADAS EN LA ARGENTINA 1986

peso en gramos

marihuana 1.183.202
clorhidrato de cocaina 244,656
psicofarmacos Lista Il 19.206
op10o 601
morfina 40

50
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Iv COCAISMO Y COCAINISMO

Muchos 1investigadores se han abocado al estudio de los
diversos aspectos gue involucran el coqueo o cocaismo (mas-

cado de 1las hojas de coca ya descripto en el capitulo I) y

el consumo de la cocaina, principalmente por inhalacién (co-

cainismo), y han intentado compararlos.

La cocaina, también conocida en el submundo de la droga

como coca, C, nieve, soplo, pitazo, copos, etc., es hoy la

droga de moda, elegante, costosa, placentera, cuyo trafico

ilicito la ha convertido en importante mercancia internacio-

nal.

Es el prototipo de la droga estimulante, capaz en altas

dosis de provocar una excitacién eufdrica y experiencias

alucinatorias. En razén de estas propiedades la cocafna es

muy apreciada por 1los usuarios experimentados en drogas

(38).

La forma de administracidén mds generalizada consiste en

aspirar por la nariz con ayuda de un canutillo de papel el

clorhidrato de cocaina finamente pulverizado, que se ha dis-

puesto en varias hileras sobre una superficie lisa. Una as-

piracién por cada fosa nasal provoca en cuestion de minutos

sensaciones placenteras, de clarividencia y fuerza mental,

gque suelen alcanzar el punto maximo en un lapso de 15 a 20
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minutos. A decir de sus adeptos, la cocaina es seductora y
relativamente inofensiva. No produce malestar ni cancer pul-
monar, ni picaduras en 10s brazos, ni células cerebrales
destruidas. Al contrario de drogas como el LSD y la heroi-
na, Jla cocaina tiene la equivocada reputacién de no ocasio-
nar efectos secundarios (30).

Sin embargo, debido al corto efecto de la droga y al he-
cho de que después de ese vuelo experimenta una sensacioén
de sopor, depresién y fatiga, que ha dado en llamarse “la
tristeza de la cocaina”, el sujeto debe realizar una docena
0 mas de inhalaciones por dia para mantener la impresion
placentera.

Esta droga se caracteriza por una fuerte tendencia por
parte de 1los consumidores a seguirla usando, es decir es
productora de dependencia psiquica comprobada y de posible
dependencia fisica, dado que el uso prolongado de
sustancias adictivas produce cambios fisicos en el sistema
nervioso que contribuyen al ansia vehemente (28); ademds la
tolerancia a 1la droga se desarrolla con rapidez (34). Dado
que la cocaina es de corta accién y rapido metabolismo, pue-
den administrarse grandes cantidades en periodos relativa-
mente cortos. Se ha dado el caso de adictos que han consumi-
do hasta 10 g en un dia, siendo la dosis letal de aproxima-

damente 1,2 g para la mayoria de los individuos, si se ad-



53

ministra de una sola vez (33).

En comparacién con la administracién oral, la absorcioén
por via nasal es mucho mds rédpida, apareciendo los efectos

subjetivos mas tempranamente (39) (40) (41).

La preferencia por la ruta nasal sugiere que el grado de
aumento en los niveles tisulares, especialmente en el cere-
bro, es un factor importante para el usuario de cocaina. De-
be tenerse en cuenta que la concentracién de cocaina plasma-
tica no necesariamente indica l1os niveles presentes en los
distintos o6rganos. La vascularidad presente en la region na-
sofaringea puede ocasionar un incremento en 1o0s niveles ce-

rebrales sin que esto se refleje en las muestras de sangre

venosa. Asimismo la droga tiende a contraer los vasos san-

guineos cuando se aplica tépicamente, provocando en el con-
sumidor un deterioro del tejido nasal, presentando frecuen-

temente el aspecto de "nariz rota”, roja, infiltrada, ecze-

matosa (42), con ulceraciones de la membrana mucosa (34).

La cocaina puede ser inyectada por via subcuténea, intra-

muscular o venosa. La primera de estas vias se caracteriza

por una tardia aparicién de los efectos, como es de suponer

en comparacién con la venosa, en parte debido al fenémeno

de vasoconstriccién capilar, que provoca una absorcién rela-

tivamente menor. La via intravenosa resulta ser una practi-

ca mucho mas peligrosa, y los efectos que provoca estdn re-
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lacionados tanto con la dosis como con la velocidad de la
administracién (43) (44) (45) (46).

Cuando la inyecciébn es réapida, los efectos subjetivos y
fisiolégicos aparecen dentro de los 30 segundos y luego dis-
minuyen relativamente rdpido, 10 Qque provoca en algunos
usuarios una administracién frecuente, a intervalos de has-
ta 10 minutos, con el fin de buscar sensaciones mas inten-
sas. Por supuesto, la absorcién en estos casos es del 100%.

Otra nueva técnica de consumo es por absorcidén a través
de los pulmones, fumando la sustancia alcaloide denominada
base 1libre o "crack”. Los amantes de esta técnica argumen-
tan que les permite obtener un efecto mas intenso con menor
cantidad de droga, y ello se debe a que es la forma mas di-
recta, rapida y efectiva de llevar la droga al cerebro (44)
(47).

Los alvéolos pulmonares ofrecen una importante drea para
la absorcién de la cocaina volatilizada. Otro factor a te-
ner en cuenta es el tiempo de circulacién entre la zona de
contacto de 1la droga y el cerebro; en el caso del fumado,
entre 1los pulmones y el cerebro es de 8 segundos, mientras
que en el caso de una inyeccién intravenosa en el brazo es
de 16 segundos.

Empleando esta via, el derrumbamiento y una avida deman-

da son mas intensos Qque en el caso de la aplicacién intra-
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nasal. Debido a que 1llegan al cerebro cantidades mayores
con mayor rapidez, los riesgos asociados con la cocaina au-
mentan. Entre ellos figuran cambios rdpidos en la percep-
cién, confusidn, dificultad en el habla, ansiedad y, con el
tiempo, depresién, angustia, graves problemas psicolégicos
y, por supuesto, el aumento de la dependencia.

E1 fumado de la base libre o "“crack"” compromete también
el sistema respiratorio, debido a la vasoconstriccién produ-
cida por la cocaina, esta vez a nivel pulmonar.

Especialmente el fumado o la inyeccién de cocaina pueden
conducir a un consumo continuo y a una incesante demanda de
la droga, que involucran un comportamiento destructivo de
la integridad de la persona.

Como se mencioné, en América del Sur los jévenes de las
ciudades fuman la pasta de coca, que a pesar de tener menor
contenido de cocaina posee contaminantes, tales como resi-
duos del kerosene y el acido sulfdarico, que pueden aumentar
el dafo pulmonar (26).

La relativa baja popularidad del empleo de la via oral
en los adictos corrientes es curiosa. A pesar de que los
efectos subjetivos maximos tardan un poco mas en aparecer,
algunos autores no han encontrado mayores diferencias con
los que se observan tras la administracién por via intrana-

sal, mucho mads divulgada (39) (40). Se ha argumentado que



la toxicidad aguda de la cocaina podria ser bastante dife-
rente, considerablemente menor, en el caso de ingerirla por
via oral o por mascado de las hojas que si es administrada
por cualquiera de las otras vias méds populares (48).

E1 coqueo o mascado de las hojas de coca es un habito cu-
yo fin no es tanto provocar estados euféricos sino obtener
efectos dinamégenos (2) en regiones donde es necesario pa-
liar 1los inconvenientes suscitados por la vida en las gran-
des altitudes. A los individuos que practican el coqueo se
les 1lama coqueros.

E1l mascado de las hojas de coca es la Unica costumbre
que el indigena ha conservado incélume, sobreviviendo a su
civilizacién, su 1idioma e incluso sus antiguas creencias.
Este habito ha generado controversias sobre su aceptabili-
dad desde 1567 (Reunién Conciliar de la Iglesia en Lima),
originando dos posturas diametralmente opuestas: una que lo
considera un vicio, que por lo tanto hay que erradicar, Yy
la otra que afirma que es un hdbito arraigado y Jjustificado
en determinadas regiones andinas.

Teniendo en cuenta que la cocaina se absorbe rapidamente
cuando 1ingresa al organismo por via oral (39), y ademas que
después de una hora de mascado los coqueros experimentan
una estimulacién fisioldgica similar a la observada en los

adictos por otras vias de ingreso de la cocaina, algunos
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autores (49) (50) (51) consideran que el problema es uno
solo.

Sin embargo, el deseo insaciable de la droga, la para-
noia y el deterioro mental caracteristicos del adicto a la
cocaina no son observables en el comportamiento de los co-
queros en su vida diaria (15), aunque otro autor (5) consig-
na el dado fisico general producido por el mascado de las
hojas. Teniendo en cuenta que un coquero consume diariamen-
te un promedio de 50 g de hojas de coca, y que el contenido
en cocafna es de aproximadamente 0,7%, resulta una ingesta
de 350 mg repartida en tres tomas. Si esta cantidad fuera
completamente absorbida produciria una gran estimulacién
cortical e 1incluso efectos téxicos, dado que la dosis men-
cionada excede a la que un drogadicto aspira por via nasal.
Como no se observa ninguno de los sintomas antes menciona-
dos, resulta obvio suponer que algo le ocurre a la cocaina
ingerida.

En 1los coqueros se ha observado gque la cocaina sufre un
complejo proceso metabédlico e hidrolitico. La "ilipta”, sus-
tancia alcalina que se adiciona a las hojas, libera el alca-
loide (52) a su estado basico y produce, junto con la sali-
va, 1la hidrélisis de la cocaina, continudndose este proceso
a 1o 1largo del tracto gastrointestinal (53). Esto provoca

que la cantidad de droga intacta que llega al sitio de ac-
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ciébn sea significativamente menor gque la que ingresa por
otras vias, habiéndose estimado que se absorbe tan sél1o un
20% (44).

Para poder obtener una mejor perspectiva de las implica-
ciones fisiolbgicas y culturales del uso de las hojas de co-
ca por los nativos, se detallan algunas experiencias. J.Han-
na y C.Hornick (53) 1levaron a cabo un estudio en la ciudad
de Numoa en el sur del Perd. Resumiendo sus conclusiones
puede decirse que la ingestidn oral produce una leve vaso-
constriccién que redunda en una pérdida reducida de calor
en las extremidades y una temperafura rectal mas alta compa-
rada con la de un no usuario, asi como un ritmo cardfaco au-
mentado. En cuanto a la mayor resistencia fisica frente a
un trabajo muscular, pudo comprobarse un leve aumento.

De 1o anterior se infiere que el uso de la coca entre
los indios es fisiolégicamente aceptable en términos de
adaptacién al hambre, el frio y la fatiga en las altas pla-
nicies, donde ademds el trabajo duro y una dieta marginal
son comunes. Asi se Jjustificaria la correlacién entre el
uso de 1la coca y la altitud, ya que a 5.000 metros el mas-
cado es practicamente universal, a 1.600 metros se observa
en menor proporcién, y a nivel del mar es casi nulo.

También se han l1levado a cabo estudios integrales de la

composicién de las hojas, comprobandose que las mismas con-
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tienen compuestos tales como tiamina, riboflavina, carote-
nos, hierro y calcio.

Mediante un trabajo realizado en monos Rhesus a l10s que
se les privé de alimentos, se pudo verificar que cierto por-
centaje en la disminucién de alimento determina un incremen-
to de la autoadministracién de cocaina, mientras que un re-
torno a las condiciones de alimentacién normales produce un
correspondiente decrecimiento en el propio suministro.de la
droga (54). De hecho ha podido comprobarse que 10s nativos
abandonan voluntariamente el hdadbito cuando se trasladan a
zonas urbanas y al tener acceso a una mejor alimentacioén
(53).

En consecuencia, si los pobladores del altiplano emplea-
ran solamente 1las hojas de coca como fuente de nutrientes,
el problema tendrfa una solucién bastante sencilla. Seria
factible mejorar las condiciones alimentarias y proveer di-
chos nutrientes. Frente a todos estos aspectos el mas impor-
tante y dificil de resolver es, sin embargo, el impacto eco-
némico negativo que implicaria la completa erradicacién de
los cultivos, ya que comunidades enteras tienen como princi-
pal fuente de ingresos la comercializacién de las hojas de
coca. Estas areas, como ya se mencionara, se encuentran cir-
cunscriptas a zonas de Peru y Bolivia que por condiciones

climaticas y geograficas son aptas para su cultivo, siendo
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en cambio imposible en ellas el desarrrollo de otras activi-
dades agricolas. La comunicacién es limitada debido a 1o es-
cabroso del terreno, pero sin embargo existe toda una red
de comercializacién en la cual las hojas de coca tienen un
papel destacado, ya que pueden funcionar como un sustituto
de 1la moneda: incluso los salarios son pagados en coca. El
celo en los esfuerzos por erradicar su cultivo lleva irreme-
diablemente a diversos paises a tomar decisiones unilatera-
les.

A fines de 1953 el Comité de Expertos de la Organizacién
Mundial de 1la Salud (OMS) dio a conocer su dictamen: "aun-
que la cantidad de cocaina absorbida en la masticacién va-
ria mucho, se puede considerar como una forma de toxicoma-
nia”

Esto surge al tener en cuenta el aspecto mas controverti-
do, que es sin lugar a dudas que de las hojas de coca puede
extraerse la cocaina, punto de partida del trafico ilicito,
al trascender las fronteras de los paises productores y po-
ner al descubierto las facetas mds oscuras de la politica y

la economia.
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v ACCION EN EL ORGANISMO

V.1 ABSORCION Y DISTRIBUCION

Si bien algunos pardmetros importantes, como 1os niveles
de 1la droga en sangre, la unién a proteinas, el tiempo de
vida media, la distribucién en los tejidos y la eliminacién
del organismo, han sido determinados, es la gran variabili-
dad de los datos publicados 1o que lleva a suponer que algu-
nos de dichos pardmetros aun no se hallan totalmente escla-
recidos.

Como se ha mencionado anteriormente, las vias de ingreso
son varias, en forma de clorhidrato la cocafna se absorbe
facilmente a través de las membranas mucosas y entra asi en
la corriente sanguinea; los cristales también se disuelven
y absorben faciimente en el tracto gastrointestinal (aunque
esta via no es comun). Puede introducirse por via intrave-
nosa o absorberse a través de los pulmones.

La calidad e intensidad de los efectos psicotrépicos de
la cocaina varian con la via de administracién, aparentemen-
te debido a diferencias en la cinética de la absorcién y ve-
locidad para alcanzar el pico de mdxima concentracién en
sangre o cerebro (55). Ademdas hay que tener en cuenta que

los efectos farmacolédgicos asociados con una dada concen-
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tracién de la droga son mayores durante la parte ascendente
de la curva de concentracién plasmatica en funcién del tiem-
po que cuando las concentraciones estdn bajando (43).

Por ello 1la via elegida por l1os investigadores varia:
algunos prefieren la administracién intravenosa o intraperi-
toneal (en el caso de los roedores) a fin de asegurarse la
completa absorcion de la cocaina y referir los resultados a
una cantidad conocida de la droga; otros emplean la aplica-
cién nasal, a fin de disponer de un mayor tiempo para el es-
tudio. En todos los casos se ha intentado correlacionar los
efectos subjetivos y fisioldégicos de la cocaina con su con-
centracion en plasma.

Cuando se administra una dosis por inyeccion intraveno-
sa, como es de esperar los valores de concentracién maxima
en sangre se alcanzan casi inmediatamente y luego van dismi-
nuyendo a 1o largo de un periodo de entre 45 y 90 minutos
(4). Sin embargo, los efectos tanto fisiolégicos como car-
diovasculares, que presentan su punto maximo alrededor de
los 5 minutos, desaparecen levemente mds rdpido que los de
la cocaina en plasma, que 10 hacen dentro de los 30 minutos
(43) (56).

E1 fumado provee una efectiva absorcién y la cocaina al-
canza rédpidamente el pico de maxima concentracién en plas-

ma, con los efectos subjetivos y fisiol6gicos similares a
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la via intravenosa; 1los efectos euféricos no duran mas de
20 minutos (57).

En la administracién nasal el pico maximo en plasma apa-
rece alrededor de 1los 35 a 57 minutos, pero los efectos
aparecen entre los 15 y 20 minutos, decreciendo mds rdpida-
mente que la concentracién en sangre. Esta diferencia en la
correlacién es mds notoria en este Ultimo caso (41) (57)
(58).

Por via oral, en un estudio realizado suministrando co-
caina en cédpsulas de gelatina, se observé que la concentra-
cién en sangre alcanza un valor maximo entre los 57 y 65 mi-
nutos, desapareciendo de dicho fluido biolégico casi a la
misma velocidad que la de 1la inyeccién intravenosa (41)
(59). En este caso los efectos subjetivos tardan mas en apa-
recer que por la via nasal. Es probable que las diferencias
observadas entre los efectos fisiolbgicos y subjetivos y la
maxima concentracién en plasma se deba a que éstas no refle-
Jen 1los niveles de 1la droga en cerebro y que en realidad
sean éstos 1los mas importantes para la produccién de los
efectos.

Como se sabe, la cocaina es soluble en lipidos y atravie-
sa facilmente 1la membrana celular, contribuyendo al répido
pasaje de la barrera sangre/cerebro (60); esto justificaria

que 1la droga pudiera alcanzar en cerebro niveles de concen-
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traci1on mayores que Jlos plasmaticos, produciendo en ese
momento l1os efectos psicofisicos mas altos.

De 1l1os numerosos estudios llevados a cabo para determi-
nar la distribucién de la cocaina en l1os distintos tejidos,
tanto en animales de experimentacién como en l1os provenien-
tes de autopsias en humanos, a pesar de las diferencias ob-
tenidas se pueden confirmar algunos datos. Se ha demostrado
que la concentracién en cerebro es mayor que en sangre y
qQue €1 orden decreciente de concentraciones en los distin-
tos tejidos seria: riRAdbn = bazo » cerebro > corazén = mus-
culo esquelético » pulmédn > sangre > higado > tejido adipo-

so (61).
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V.2 METABOLISMO

vV.2.1 GENERALIDADES

Todos 1los seres vivientes estdan expuestos a los efectos
de una infinidad de sustancias quimicas de origen natural o
sintético que ‘son extrafas a su organismo (xenobidéticos).

En general, 1los compuestos de naturaleza mas lipofilica
son rédpidamente absorbidos a través de las distintas vias
de 1ingreso. Por 1o tanto, una exposicién constante podria
conducir a su acumulacién. Sin embargo existen procesos de
biotranstormacién o transformacién metabdbliica por los cua-
les una sustancia quimica se convierte en otro compuesto de-
rivado (metabolito) mas polar y/o hidrosoluble.

tste aumento en la solubilidad en agua del metabolito
reduce su capacidad para la particién dentro de las membra-
nas bioldgicas, Yy por ende restringe ia solubilidad en los
variados tejidos, disminuye la reabsorcién renal e intesti-
nal del o los metabolitos, y finalmente promueve su excre-
cién por las rutas urinaria, biliar y fecal. Existe un nume-
ro de enzimas en los organismos animales comprometidas en
estos procesos de transformacién de los xenobiéticos 1iposo-
lubles en sustancias mas hidrosolubles. Usualmente estas

transformaciones tienen lugar en mayor escala en el higado,
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encontrandose las enzimas en la fraccién soluble, microso-
mal y mitocondrial de 1las células. En menor grado se en-
cuentran enzimas con capacidad metab6élica en las células
del tracto gastrointestinal, rinén, placenta, puimén y san-
gre. Hay que tener en cuenta que para un compuesto quimico
dado o para wuna determinada via de ingreso otros 6rganos
pueden también desempefiar un rol metabélico, incluso mas
importante gue el higado.

Las reacciones enzimaticas pueden ser de dos tipos: de
fase I o de fase II.

Las reacciones de fase I tienen por objeto la introduc-
ci1on de grupos mas polares y por lo tanto involucran reac-
ciones de hidrélisis, oxidaciédn, reducciédn. Las reacciones
de fase Il son reacciones de biosintesis en las cuales el
COmpuesto extrano o un metabolito derivado de la fase I se
une covalentemente a una molécula enddgena (acido glucuro-
nico, sulfato, glicina), produciendo un conjugado con carac-
teristicas de mayor hidrosolubilidacd. Estas transformacio-
nes sugeririan a priori que conducen a una detoxificacién,
dado que en general se forman productos mas facilmente ex-—
cretables. Sin embargo, es necesario enfatizar que la bio-
transformacidén no esta estrictamente relacionada con la de-
toxificacién, dado que existen muchos ejemplos de productos

metabélicos que son mas téxicos que los compuestos que les
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dieron origen. Esto es particularmente cierto para algunos
carcindbgenos Yy un numero de sustancias que provocan necro-

sis celular en el pulmén, higado y ri”aén (62) (63).

Sistema del citocromo P-450

E1l sistema mas importante involucrado en las reacciones
de fase I corresponde a las transformaciones mediadas por
las oxidasas de funcién mixta que tienen al citocromo P-450
(cit.P-450) como componente principal. Este sistema requie-
re NADPH y Oz y las reacciones participan entre otros com-
ponentes de una matriz fosfolipidica, cit.P-450 y la NADPH
P-450 reductasa.

E1 P-450 es una hemoproteina que contiene por mol un 4to-
mo de hierro en estado reducido y es capaz de combinarse en
su forma reducida con el CO para dar una banda de absorcioén
caracteristica a 450 nm, lo que ha dado origen a su nombre.
En la actualidad se sabe que el P-450 estd constituido por
varias 1isoenzimas y se ha podido comprobar en algunos casos
que éstas presentan distinta afinidad por los sustratos,
aunque el sistema en si cuenta con poca especificidad dado
que debe procesar una gran variedad de sustancias extrafas
(62) (64) (65).

La NADPH P-450 reductasa, por otro lado, es una flavo-
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enzima Qque posee en el grupo prostdatico un mol de FMN y uno
de FAD por mol de enzima.

En cuanto al componente lipidico del sistema, se pudo
establecer que es un fosfolipido, badsicamente fosfatidilco-
lina (65), aungque no ha podido esclarecerse totalmente su
funcién y se considera que facilita la transferencia de
electrones al P-450 y que incrementa la afinidad de los sus-
tratos y de la P-450 reductasa por el P-450.

Existen numerosos ejemplos de reacciones catalizadas por
el sistema del cit.P-450: hidroxilacién alifatica y aromati-
ca, epoxidacién, dealnilacién oxidativa, N—hidroxilacién,
sulfoxidacién, desulfuracién, dehalogenacién oxidativa.

A pesar de que el sistema se clasifica como una oxidasa,
también cataliza 1la biotransformacién reductiva de ciertos
xenobiéticos, como 1la nitroreduccién aromadtica y la azore-
duccioén.

Existe una gran variedad de factores que pueden afectar
el sistema P-450 dependiente modificando el contenido o el
tipo de P-450, la actividad de la P-450 reductasa o 10s ni-
veles de NADPH; por supuesto esto puede ocasionar alteracio-
nes en la biotransformacién de sustancias extrafas al orga-
nismo, ya sea en la duracién o en la intensidad de sus
acciones.

También hay que tener en cuenta que en este sistema en-
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sustratos compiten por l1os sitios activos y por ende modifi-
can sus respectivas biotransformaciones.

Una caracteristica interesante del sistema P-450 es su
facilidad para ser inducido y de hecho existen cientos de
sustancias quimicas capaces de provocar la estimulacién del
sistema, incrementando en general el contenido de P-4540 he-
patico, y en algunos casos la actividad de la P-450 reducta-
sa (65). Entre los agentes inductores mas estudiados se en-
cuentran el fenobarbital y el 3-metilcolantreno, prototipo
de sustancias que causan diferentes efectos morfolégicos y

bioquimicos en el higado.

FAD-monooxigenasas

Otra enzima oxidativa, conocida histéricamente como ami-
nooxidasa de funciébn mixta, contribuye a las reacciones de
biotransformacién de tipo I. Esta FAD-monooxigenasa (FAD-M)
estd presente en el reticulo endoplasmico y es capaz de oxi-
dar nitrégenos nucleofilicos y Aatomos de azufre. Por lo
tanto, no es sélo una aminooxidasa sino una flavin-monooxi-
genasa microsomal. La actividad de esta enzima es alta en
humanos y cerdos, siendo muy baja en ratas, y compite con

el sistema del cit.P-450 en la oxidacién de aminas.
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Convierte aminas terciarias en amino6xidos, aminas secunda-
rias en hidroxilaminas y nitronas y aminas primarias en hi-
droxilaminas y oximas. La flavin-monooxigenasa, a diferen-
cia del <cit.P-450, es 1inhibida por el fenobarbital o el
3-metilcolantreno. Se ha sugerido que la concentracién de
la enzima estd regulada por hormonas sexuales esteroides,
disminuyendo su concentracién por testosterona y aumentando

por progesterona (62).

Esterasas y amidasas

En los tejidos de los mamiferos existen un gran numero
de esterasas y amidasas no especificas que actuan sobre los
xenobidéticos hidrolizando uniones ésteres o amido, liberan-
do grupos carbéxilos y una funcién alcohol y amina respecti-
vamente.

Las esterasas pueden clasificarse en cuatro clases prin-
cipales:

1) Arilesterasas: hidrolizan preferentemente ésteres aro-
maticos.

2) Carboxilesterasas: hidrolizan ésteres aliféaticos.

3) Acetilesterasas: en las cuales el 4cido del éster es
el acético.

4) Colinesterasas: hidrolizan ésteres donde el alcohol
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es la colina.

Hay que tener en cuenta que existe superposicién de es-
tas enzimas en cuanto a la especificidad por el sustrato;
por lo tanto esta clasificacién no es absoluta.

Las esterasas/amidasas son enzimas que pueden encontrar-
se tanto en el citosol como en los microsomas. Las estera-
sas citosdlicas usualmente estdn asociadas con una reaccion
especifica, como la acetilcolinesterasa y la pseudocolines-
terasa, mientras que las de los microsomas son inespecifi-
cas (62). Una caracteristica interesante es Qque ciertas en-
Zimas esterdsicas estdn sujetas al control genético, origi-
nando alta o baja actividad, asi como resistencia o suscep-
tibilidad a la inhibicién. Esto redunda en una variabilidad
en la respuesta a las transformaciones de las sustancias ex-

tranas.

Otros sistemas enzimaticos

Aunque existen otras reacciones de biotransformacién de
xenobibéticos, han sido mencionadas Unicamente aquellas que
hasta el momento actual se consideran mas directamente res-

ponsables del metabolismo de la cocaina.
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Formacién de metabolitos reactivos

La formacién de metabolitos reactivos es otro aspecto
interesante de mencionar, especialmente los que interaccio-
nan con componentes celulares como ADN, ARN, proteinas, 1i-
pidos, etc., provocando efectos téxicos; entre ellos se en-
cuentran los radicales libres.

Un radical 1libre puede generarse por ruptura homolitica
de wuna unién covalente o por cesidén o captacién de un elec-
trén a partir de una especie neutra (66). En general son
muy reactivos debido a su deficiencia electrénica en la ca-
pa externa, ya que poseen un electrén no apareado.

Esta gran reactividad de los radicales libres hace que
interaccionen con las moléculas y con otros radicales 1i-
bres presentes en el sitio de su formacién.

Las reacciones mas 1importantes son las de abstraccién,
adiciébn, desproporcionamiento y cancelacién; las dos prime-
ras son las mas comprometidas con problemas toxicolégicos.
La abstraccién origina interacciones covalentes con compo-
nentes celulares, y la adicidén inicia un proceso de peroxi-
dacién de lipidos (66). Este Ultimo proceso puede conducir
a importantes danos estructurales en las biomembranas, por
ejemplo del reticulo endoplasmico, a cambios en las funcio-

nes metabélicas y en la fluidez de las biomembranas.
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Muchos tipos de 1lesiones en los tejidos involucran la
formacién de radicales libres reactivos como primera etapa,
produciendo como evento secundario una estimulacién de la
peroxidacién 1lipidica. Un aumento en el grado y extensioén
de 1la peroxidacién 1lipidica en un tejido es indicativo de
la formacién de radicales libres reactivos y de un probable
dafno biolégico. La peroxidacién lipidica es un proceso muy
complejo que puede ser evaluado experimentalmente por va-
rios caminos, siendo 1los mds convenientes la conjugacién
con dienos, produccién de malonaldehido y cambios en la

fluorescencia (67).

Induccién enzimatica e inhibicién

Como ya se mencionara, ciertas sustancias pueden incre-
mentar 1la actividad metabélica de los sistemas enzimaticos,
aumentando cuantitativamente las enzimas y componentes res-
ponsables de 1las transformaciones de las sustancias extra-
fas, siendo un ejemplo muy conocido el sistema del P-450
mencionado previamente. Este hecho es de suma importancia
en toxicologia dado que si los metabolitos formados son no
téxicos la 1induccién incrementard la detoxificacién, pero

si son mas téxicos aumentara la agresién (68).
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Variabilidad de las reacciones metabélicas (62) (65)

Las diferencias que existen en la metabolizacién de los
diversos xenobiéticos entre las distintas especies anima-
les, entre una cepa y otra de una misma especie y por otros
factores como el sexo, la edad, la dieta, etc., crean un se-
rio problema al investigador, en especial en el caso de es-
tudios toxicolégicos que se valen de animales para predecir

fenbmenos similares en el hombre.

Reacciones no enzimaticas (68)

Otro punto a tener en cuenta en el estudio metabélico de
un xenobiético son las posibles transformaciones no media-
das por enzimas que ocurren espontdneamente al interactuar
con los constituyentes naturales del organismo o por las ca-
racteristicas del medio. Como es de suponer, aqui adquiere

relevancia la via de ingreso de la sustancia en cuestién.
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v.2.2 METABOLISMO DE LA COCAINA

Hasta 1969 sorprendentemente poco se conocia acerca del
metabolismo y excrecién de la cocaina, una droga que se em-
pleé en medicina durante mds de una centuria (69) (70). Sin
embargo, cualquier estudio que intente comprender modelos
de abuso de la droga o que tenga por finalidad desarrollar
métodos para detectar su presencia en el organismo con pro-
pésitos clinicos o forenses, requiere un conocimiento pre-
vio de su cinética y metabolismo (71).

Debido principalmente a que en las dos ultimas décadas
se ha 1incrementado la notoriedad de la cocaina por su uso
ilegal, se ha intensificado el estudio de las diversas im-
plicaciones de esta droga. Uno de los aspectos mas intere-
santes y que ha presentado un serio desafio al toxicélogo
ha sido 1la intensa y rédpida biotransformacién de la cocai-
na, debida a su susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica
y espontanea y a la ruta oxidativa. Esto ocurre tanto en el
hombre como en 1las diversas especies animales estudiadas,
siendo la droga excretada sin modificacién en una muy peque-
fia proporcién, de alrededor del 1 al 5% de la cantidad in-
gresada (71) (72) (73) (57).

Estudios realizados en ratas utilizando cocafina marcada

con '4C han demostrado que es biotransformada en por 1o
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menos 10 metabolitos (72). En la Figura 8 estan esquemati-
zados los primeros pasos de la biotransformacién de la co-
caina.

Se considera que el 90% de los metabolitos de la cocaina

se originan por reacciones hidroliticas.

Reacciones hidroliticas

El1 grupo alquil éster es espontdneamente hidrolizado, es-
pecialmente bajo condiciones alcalinas, formandose benzoil-
ecgonina (BEc). Hasta el momento no se ha identificado un
camino enzimatico que Jjustifique su presencia (69) (71)
(76).

En cuanto al grupo fenil éster, sufre en cierta propor-
cién hidrélisis enzimatica catalizada por pseudocolineste-
rasas del plasma, dando origen a metilecgonina o el éster
metilico de la ecgonina (EMEc) (74) (75). Ademds, el higado
humano tiene actividad esterasa y por lo tanto hidroliza la
cocaina a EMEc. Estas enzimas son distintas de las del sue-
ro, en cuanto a sus parametros cinéticos, y presentan un
Ke Y Vmax mas alto, 1indicando que 1la cocaina s mas
lentamente hidrolizada en el suero que en el higado. Sin
embargo, 1la afinidad de las enzimas esterdsicas normales

del suero es mas alta y en definitiva la contribucién a
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la hidrélisis es similar (75). Ademas, la actividad de las
esterasas del suero puede variar considerablemente entre
especies, sexos e individuos. Asi se ha comprobado que en
el suero de algunos individuos que por su historia previa
eran susceptibles al relajante muscular succinilcolina, se
hallaba presente una colinesterasa atfipica.

E1l porcentaje de 1inhibicién de la actividad esterésica
por dibucafina, conocido como el numero de dibucaina, es una
de las medidas clinicas mas comunmente empleadas para inves-
tigar la sensibilidad inusual a la succinilcolina, e indica
ademds si los individuos son homocigotas o heterocigotas pa-
ra la herencia de la esterasa atipica.

Todo ello tiene trascendencia en relacién con el metabo-
lismo de 1la cocaina, Yya que los individuos homocigotas y
heterocigotas con respecto a la esterasa atipica no hidro-
lizan 1la cocaina o 1o hacen a una velocidad reducida, res-
pectivamente.

Una cuestién intrigante y que permanece Sin respuesta es
si los individuos que tienen una actividad reducida de 1la
colinesterasa normal o 1los que heredaron la forma atipica
tienen un riesgo aumentado de toxicidad luego del uso de 1la
cocafna, especialmente después de las dosis acumulativas
que se administran 1los drogadictos durante las sesiones.

Ademas, ciertos desérdenes funcionales entre 1os que se
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incluyen enfermedades crénicas del higado, presencia de
carcinomas o bien la exposicién a drogas anticolinesterdsi-
cas, pueden reducir la actividad de la colinesterasa aparte
de la forma atipica (71). Algunas incongruencias encontra-
das en la literatura, particularmente las referidas a tole-
rancia y dependencia, podrian ser el resultado de variacio-
nes entre especies de la actividad colinesterdsica. Esta ac-
tividad es relativamente alta en humanos, caballos y cier-
tas especies de monos (por ejemplo, el chimpancé). La acti-
vidad es menor en otros mamiferos, como perros, gatos, ove-
jas y ratas. Una diferencia de unas cuatro veces puede ob-
servarse en la actividad enzimatica entre varias cepas de
ratones. Ademds, 1la actividad es menor en el feto, en los
infantes, en machos viejos, y disminuye notoriamente duran-
te la gravidez.

Teniendo en cuenta que hay un metabolismo hepatico y ex-
tra-hepatico, el 1impacto de una actividad colinesteréasica
mucho mas baja o mucho mas alta con respecto a la normal po-
dria también depender de la via de administracién; por ejem-
plo, seria mas importante cuando la droga se administra por
via 1intravenosa o se fuma que cuando la administracién se
realiza por via oral, intraperitoneal o subcutdnea (44).

Por ello es muy importante tener en cuenta las variacio-

nes en las esterasas del suero en los estudios relativos al
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metabolismo de la cocaina (76).

E1l descubrimiento de que la BEc es hidrolizada por coli-
nesterasas del plasma puede ayudar a explicar la presencia
de cantidades de ecgonina (Ec) del orden del 1 al 3% en ori-
na humana y de animales de experimentacién. Alternativamen-
te, la Ec puede ademas provenir del producto de rompimiento
no enzimatico de la EMEc, como ocurre con el paso de cocai-
na a BEc (75) (77). Esta ruta metabélica produce metaboli-
tos considerados inactivos cuando son administrados por via
sistémica; la BEc tiene actividad estimulante solamente des-
pués de la inyeccibébn intracisternal (78).

Hasta 1978 solamente dos metabolitos urinarios, la BEc y
la Ec, eran considerados importantes para el esclarecimien-
to del abuso de cocaina, y desde 1978 el EMEc se ha incorpo-
rado a este grupo (72) (79).

Otro sistema enzimdtico involucrado es el de las oxida-
sas de funcibn mixta hepaticas, que juega un rol menor en

la biotransformacidén de la cocaina.

Reacciones oxidativas

La oxidacién produce un metabolito N-demetilado, la nor-
cocaina (NC), el unico metabolito farmacolégicamente activo

identificado hasta ahora (71) en ratas; alrededor del 80%



dela N-demetilacién ocurre en el higado (75).

La NC es producida por dos rutas alternativas, la cocai-
na es N-demetilada directamente por cit.P-450, o es inicial-
mente N-oxidada a cocaina N-6xido por FAD-M y después N-de-
metilada por cit.P-450 (70) (80).

A pesar de que se produce poca NC en humanos, este cami-
no microsomal tiene interés por el hecho de que produce la
formacién de metabolitos intermediarios reactivos (71), cu-
ya influencia en la hepatotoxicidad sera discutida al tra-
tar dicho tema.

Tanto el cit.P-450 como FAD-M estdn presentes en otros
tejidos; sin embargo, el aporte es mucho menor, por ejemplo
la actividad en cerebro es un décimo de la del higado (80).
También se ha comprobado que la mucosa intestinal humana
presenta alta capacidad para llevar a cabo reacciones de
dealquilaciéon (77).

En investigaciones recientes se demostré que la cocaina
es también N-demetilada en la mucosa nasal de ratas, 1o
cual tiene suma importancia ya que la administracién de la
droga por la ruta intranasal en adictos es muy comun. Las
lesiones provocadas en la mucosa nasal y en el tabique se
observaban frecuentemente en esta forma de consumo y se
atribuian exclusivamente a la vasoconstriccién producida

por la cocaina al provocarse isquemia en los tejidos; sin
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embargo, 1la formacién local de metabolitos reactivos deri-
vados de la NC puede considerarse que contribuye a la pro-
duccibén de lesiones nasales (81).

La NC es hidrolizada en el higado y en el suero por las
esterasas mds rdpidamente que la cocaina (75) y por hidréli-
sis quimica.

En estudios efectuados en ratas tratadas en forma aguda
O crénica con cocafna se ha podido identificar benzoilnorec-
gonina (BNEc) en 1la orina, ademds de BEc, EMEc y Ec (73)
(82), y en perros también se detecté6 NC y norecgonina (NEc)
(82). La BNEc es un metabolito considerado farmacolégica-
mente activo solamente cuando se 1o administra en forma
intracisternal.

Al incubarse NC en homogenato de cerebro de ratas se
demostré que en dicho tejido también ocurre la biotransfor-
macién a BNEc y NEc (73). Como la ruta oxidativa estd media-
da por el sistema microsomal hepdtico es susceptible de
grandes variaciones individuales, y se ha demostrado que
existen diferencias entre los sexos y la raza, influyendo
ademas la experiencia anterior con otras drogas (72) (80).

Si bien la NC no es un metabolito urinario normalmente
encontrado en orina humana, se ha podido detectar en canti-
dades del orden del picogramo o menos (72).

Mas recientemente han sido identificados algunos otros
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metabolitos menores, como metilecgonidina y una arilhidro-
xicocaina en bilis, después de una sobredosis de cocaina ad-
ministrada intravenosamente en sujetos, y etilecgonina y
benzoiletilecgonina (cocaetilene) en orina de drogadictos
que consumen cocaina y alcohol simultaneamente (83) (84).

Se descarta que estos compuestos provengan de impurezas
presentes en las muestras de cocaina de la calle, ya que se
han analizado en 1los laboratorios por varios afos y nunca
ha sido reportada su presencia (83).

Por 1lo contrario, la presencia de cinnamoilcocaina y el
etil derivado cinnamoilecgonina, en muestras de orina de
consumidores, se debe a que la cinnamoilcocaina estd presen-
te en Tlas hojas de coca y puede ser identificada como un
contaminante en ciertas cocainas preparadas ilegalmente.

La cinnamoilcocaina es parcialmente excretada sin cambio
por orina y bilis, siendo también metabolizada "in vivo" o
“in vitro” a cinnamoilecgonina (84).

Investigaciones realizadas no han evidenciado la forma-
cién de conjugados de los metabolitos con &cido glucurédnico

(73).
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Trabajos que confirman_ la formacién de los pripcipales

metabolitos de la cocaina y su estabilidad

Estudios efectuados para determinar la estabilidad de la
cocaina se realizaron por agregado “in vitro” de la droga a
sangre, plasma o buffer, almacenando las muestras bajo dis-
tintas condiciones. A diferentes tiempos se determiné la
presencia de cocaina solamente o también de BEc y EMEc (74)
(85) (86).

En un caso se determiné cocaina y BEc en muestras de san-
gre mantenidas a 160C, investigandose la presencia de cocaf-
na y BEc. Los resultados que figuran en la Tabla VII indi-
can que existe una transformacién en el transcurso del tiem-
po de cocafna a BEc (87). Otros autores investigaron la de-
clinacién en Tla concentracién de cocaina por efecto del
tiempo, temperatura, concentracién de la droga y del NaF em-
pleado como inhibidor de las esterasas, en muestras de san-
gre y plasma, comparando con un buffer a pH 7,4, y los efec-
tos del tiempo y el pH en la estabilidad de la droga en ori-
na (Figuras 9, 10, 11, 12).

Las conclusiones mds importantes indican que si la con-
centracién de cocaina es de 0,1 mg/1, ésta desaparece réapi-
damente en plasma o sangre refrigerada y sin NaF no detec-

tdndose a 1los 3 y 8 dfas respectivamente; en cambio se en-
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contraba aun presente en sangre y plasma tratados con NaF a
los 21 dias, pero sbélo entre 40-60% de su valor original.

Ademas en el buffer (pH 7,4) la concentracién de la dro-
ga baja mds rdpidamente que en el caso anterior y a los 21
dias no se detecta. Esto se debe a que en las muestras bio-
l6gicas el pH bajé a 7, condicién menos favorable para la
hidrélisis espontdnea.

Las temperaturas altas (250C), como es de esperar, cau-
san una rapida degradacién, con cerca del 90% de pérdida a
los 21 dias (87).

En orina, un fluido biolégico que no contiene esterasas,
el pH es probablemente el factor mas importante que afecta
la estabilidad de l1a droga.

En un estudio sobre la estabilidad de la cocaina y sus
metabolitos en sangre y buffer se pone ademdas en evidencia
parte de la hipdtesis de que la cocaina es hidrolizada a
EMEc por esterasas en sangre o higado y a BEc por hidréli-
sis qQquimica.

La influencia de la temperatura en muestras preparadas
con sangre postmortem (pH 6,8) y de un banco de sangre (pH
7,4) es evidente, observdndose alrededor del 50% de la coca-
fna inicial a las 12 horas a 250C, mientras que a 40C es
del 90%. Ademds se demuestra el efecto del pH en la hidré-

lisis enzimdtica, ya que se forma mds EMEc en el caso de la
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sangre a pH 7,4 (Figuras 13 y 14). La disminucién del pH en
las muestras postmortem se debe a la progresiva descomposi-
cién.

En contraste con 10 que ocurre en sangre, el producto de
hidrélisis de la cocaina en buffers es solamente a BEc (Fi-
gura 15). Para demostrar el rol de las enzimas se incubd co-
caina con las siguientes enzimas carboxiesterasas, acetil -
colinesterasa (ACE) y pseudocolinesterasa (PCE). Se trabajé
en solucidén salina (NaCl 0,9%) y solucién buffer de fosfato
(20mM , pH 7,4) (Tabla VIII), observdndose que la cocaina
es hidrolizada a EMEc en presencia de PCE pero no de ACE,
siendo ademds hidrolizada mds rdpidamente en presencia de
carboxiesterasa, detectdndose EMEc a los 30°'.

Si se wutiliza un agente anticolinesterasa como el NaF,
se pone nuevamente en evidencia el rol de las enzimas de la
sangre en el metabolismo (Figuras 16 y 17), al no detectar-
se EMEc hasta transcurridos 110 dias, mientras que ocurre
la hidrélisis quimica a BEc si la muestra se mantiene al pH
fisioldégico y refrigerada. Comparando la hidrélisis quimica
en solucidén buffer sola (pH 7,4) se observa también la for-
macién de BEc (Figura 18).

Todo 10 anterior estd indicando la importancia de la con-
servacién de 1las muestras biolégicas, cuando no pueden ser

procesadas inmediatamente. Tanto el pH como la temperatura



influyen notoriamente en muestras de orina o sangre, y en
este ultimo caso es necesario inhibir la actividad de las
enzimas degradantes de la cocaina. De esta forma se pueden
minimizar 1los errores, obteniéndose datos concluyentes del
metabolismo de la droga en el organismo.

En cuanto a l1a N-demetilacién de la cocaina a NC catali-
zada por microsomas hepaticos, se determind en animales a
los cuales se administré <N-1'4CHsz>-cocaina por 1libera-
cién en el aire espirado de 14COz2 o bien por formaciodn
de formaldehido (80). En el organismo se produce la oxida-
c16én deée la droga primero a formaldehido y luego a CO2

(88).
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Figura 11: Disminucién de la concentracidén de cocafna en
sangre con 0.5% de NaF a 49C y a 25QC, Concen-
tracién iniclial: 1.0 mg/1 (87)
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1.0 mg/1 (87)
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Figura 14: a) Estabilidad de 1a cocafna en muestras de un

banco de sangre, a 25QC; (1) cocafna, 1.0 mg/1,
(2) EMEc; b) Idem a 4QC (73)
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Figura 15: Estabilidad de la cocafna en buffer a 259C; (1)
cocafna, pH 5; (2) BEc formada a pH §; (3) co~
cafna, pH 7,4; (4) BEc formada a pH 7,4 (73)
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Figura 16: Estabilidad de la cocaina en sangre a 4QC; (1)
cocafna, (2) BEc, (3) EMEc (73)
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Figura 17: Estabilidad de la cocafna en sangre preservada
con 2% de NaF a 40C; (1) cocafna, (2) BEc, (3)
EMEc (73)
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Figura 18: Estabilidad de la cocafina en solucién buffer de
fosfato a 40C; (1) cocafna, (2) BEc (73)
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TABLA VII

DEGRADACION DE LA COCAINA

cocaina BEc
concentracioén concentraciéon
dia en sangre en sangre
analizado (mg %) (mg %)
0 0,100 0
1 0,093 0,009
7 0,084 0,013
14 0,083 0,016

36 0,070 0,027
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TABLA VIII

ROL DE LAS ENZIMAS EN LA ESTABILIDAD DE LA COCAINA

0,5 h 1,0 h 4,0 h
‘enzimas  Cc EMEc BEc Cc EMEc BEc GCc EMEc. BEC
caE 1,7 0,2 1,6 0,4 0,1 0,9 0,6 0,3
ACE 2,0 2,1 1,8 0,3
PCE 1,9 1,9 0,2 1,2 0,6 0,2
FBS 2,0 2,1 1,9 0,3

Incubacion a 370C

Cc cocaina

EMEcC ecgonina metil ester
BEc benzoilecgonina

Cak carboxiestearasa

ACE acetilcolinesterasa
PCE pseudocolinesterasa

FBS buffer de fosfatos
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v.3 EXCRECION

Como se ha detallado previamente, la cocaina se excreta
como tal en una muy pequefa proporcién, y las variaciones
en los porcentajes de eliminacién de los metabolitos depen-
den de varios factores. Sin embargo, 1 metabolismo de esta
droga parece ser menos variable entre individuos que si se
compara con otras drogas que dependen principalmente de la
oxidacién microsomal.

Al disponer en 1los ultimos afos de técnicas analiticas
mas sensibles se han 1intentado determinar los parametros
cinéticos para 1la excrecién, como el tiempo de vida media
en plasma y el clearance, tanto en el hombre como en otras
especies animales, pero los datos presentados en la biblio-
grafia muestran una dispersién notable, a tal punto que se
puede afirmar que es un tema aun no dilucidado.

Por supuesto, los datos varian dependiendo de la especie
sobre la que se efectua el estudio, de las vias de ingreso
de la cocaina al organismo y del tipo de tratamiento (agu-
do, crénico); ademds hay que tener en cuenta que en la mayo-
ria de 1los casos el numero de individuos sobre los que se
determinan los parametros es muy pequeio. Para el clearance
de 1la cocaina se ha propuesto un valor aproximado de 2 1i-
tros por minuto (71); los valores de vida media en plasma

figuran en la Tabla IX.
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via de

ingreso

intra- intra

hombre
cocaina

BEc

EMEC

5,5 hs 4,8 hs
7

s 3,9 hs
s

48 min

ratas
cocaina

2 hs (crénico)
1 hs (agudo)

intra-
peritoneal

ratones
cocaina

BEC

16 min

62 min

dosis refe-
inyectada rencia
32 mg 71
0,19 a 2,0 mg/kg 41
2,0 a 3,0 mg/kg 41
0,2 mg/ml 44
0,6 mg/ml 44
48 mg 69
1,5 mg/kg 57
48 mg 69
1,5 mg/kg 57
20 mg/kg 73
20 mg/kg 73
10-20 mg/kg 55
10-20 mg/kg 55
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V.4 HEPATOTOXICIDAD

Las primeras observaciones clinicas en las cuales la co-
caina aparece 1implicada en producir dafdo hepdtico, fueron
publicadas en 1967. Los investigadores demostraron que en
un grupo de adictos a la cocaina y herofna los niveles de
transaminasa sérica estaban elevados y en algunos casos los
sujetos presentaban ictericia (63). Sin embargo, no pudo ob-
tenerse ningun resultado definitivo dada la presencia de am-
bas drogas; no obstante, el estudio sirvié para estimular
la 1investigacién a fin de esclarecer si la cocaina era res-
ponsable de 1l1a produccién de hepatotoxicidad. Varios estu-
dios demostraron con posterioridad que la cocaina adminis-
trada por via intraperitoneal a ratones en forma aguda o
crénica producfa en el higado infiltracién grasa, necrosis
midzonal y periportal, observdndose ademds una marcada ele-
vacion de 1los niveles en suero de las transaminasas (70)
(89).

Actualmente, Yy como resultado de numerosas experiencias,
se puede concluir que el dafo hepdtico observado no se debe
a la cocafna por sf misma (90). Una serie de estudios pare-
cen indicar que la biotransformacién de la droga por el sis-
tema de la oxidasa de funcién mixta origina metabolitos que

por sus caracteristicas pueden ser responsables de producir



99

dafio en los tejidos.

Las estructuras quimicas de los metabolitos de la cocai-
na a las cuales se hara referencia en este capitulo se ha-
1lan representadas en la Figura 8. En una experiencia reali-
zada con ratones a los que previo al tratamiento con cocai-
na se induce el sistema de oxidasa de funci6én mixta con fe-
nobarbital, se observa un incremento del dafio hepatico
(91). Ademds, al inhibir las esterasas hepadticas con tri- o
toluilfosfato o SSS-tributilfosforotritioato se incrementa
la cantidad de cocaina metabolizada por el sistema de la
oxidasa de funcién mixta, provocando aumento de 1os niveles
de transaminasas y de la necrosis periportal (92).

Otra experiencia realizada con ratones y ratas a los cua-
les se les administraron en forma intraperitoneal y crénica
distintas dosis de cocaina y en la que se observd el grado
de daRo en el higado y el porcentaje de necrosis, asi como
los niveles en suero de la glutamico piruvico transaminasa
en un lapso de una a tres semanas, arrojé algunas conclusio-
nes interesantes.

En una especie susceptible como los ratones, el porcien-
to de necrosis periportal hepatica y la elevacién de 10s ni-
veles de la glutdmico piruvico transaminasa sérica dependen
de la dosis y el tiempo (93). Si bien en anteriores

experiencias se comprobd que es necesario el incremento de
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la actividad del sistema de la oxidasa de funcién mixta pa-
ra que la cocaina induzca necrosis hepatica (92), la admi-
nistracién de bajas dosis de cocaina por largos periodos
produce lesiones sorprendentemente similares, aungque son
reversibles al suspenderse el tratamiento.

Como era de suponer, el contenido en citocromo P-450 se
altera en forma diferente dependiendo de la dosis: a dosis
mas altas se produce una disminucién de citocromo P-450 pe-
ro esto aparentemente no protege al hfgado de la necrosis.
Por otra parte, la necrosis hepadtica inducida por la droga
se correlaciona bien con el grado de cocaina marcada unida
a proteinas del higado, y ambas demuestran ser dependientes
de la especie, de altas dosis de la droga y la canalizacién
selectiva del metabolismo de la cocafina, ya sea por induc-
cién microsomal o inhibicién de esterasas. El1 fraccionamien-
to subcelular del tejido hepdtico demostré que mds del 66%
de la wunién irreversible ocurre en la fraccién microsomal
del higado. Una unién mads pequeila se observa en otras prote-
fnas tisulares del ratén. En ratones pretratados con feno-
barbital se ha observado un incremento de la unién de mate-
rial marcado radioactivo a proteinas hepaticas empleando
3H-benzoil y 14C metoxicocaina, pero no con
<3H3C-N> <cocaina (94), 1Jlo que indicaria que la cocaina

debe ser previamente demetilada a fin de dar un intermedia-
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rio quimico reactivo que es el responsable de la unién con
protefnas tisulares hepdticas y de producir el dafo hepati-
co.

Si bien inicialmente se consider6 que el primer metaboli-
to formado por el sistema de la oxidasa de funcién mixta,
la NC, era responsable de producir hepatotoxicidad, experi-
mentos realizados con posterioridad permitieron obtener
otras conclusiones.

Aunque el pretratamiento con fenobarbital aumenta tanto
el daflo hepdtico como el metabolismo de la cocaina a NC en
el ratén, 1la concentracién de NC hallada no es suficiente
para Jjustificar el incremento del dafo hepadtico. Ademas, la
inhibicién del sistema con SKF-525 A, cloramfenicol o ipro-
niazida, bloquea el dafio hepdtico producido tanto por la ad-
ministracién de cocafna como por NC. Esto sugiere que exis-
te wuna transformacién de la NC hacia algun otro metabolito,
el cual seria el verdadero responsable.

E1l paso metabdlico hacia 1la N-hidroxiamina no resulta
inesperado, dado que se demostrd que cierto numero de dro-
gas basicas tipo tropina sufren N-dealquilacién, dando ami-
nas secundarias, Yy pueden luego estar disponibles para una
mayor oxidacién a hidroxiaminas (94).

La N-hidroxilacién ha mostrado ser un importante paso en

el metabolismo de aminas y amidas aromaticas, al dar inter-
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mediarios reactivos que estan vinculados en la carcinogéne-
sis y hepatotoxicidad. Este camino depende en gran medida
de la estructura de la amina, la especie animal y factores
ambientales. Estos requerimientos explicarian quizad la fal-
ta de hepatotoxicidad demostrada por la mayoria de las sus-
tancias andlogas a 1la cocaina en cuanto a sus propiedades
de anestésico 1local o de estimulante del Sistema Nervioso
Central.

En base a lo anterior, se sugiere que el grupo carboxime-
tilo no sb6lo debe estar presente sino también tener una
orientacién determinada, ya que los compuestos carentes de
estos dos requerimientos son inactivos para producir dano
en higado (90). Por ejemplo, existe una diferencia notable
entre el metabolismo de la cocaina y la pseudococaina (95),
que presenta como diferencia el grupo carboximetilo en la
posicién ecuatorial.

Se propuso entonces como siguiente metabolito a la N-hi-
droxi-NC (73) vy se sugirié que la FAD-M microsomal purifi-
cada y en suspensién microsomal podria oxidar la NC a N-hi-
droxi-NC. Basado en <calculos de 1a Km, la NC resulta ser
un sustrato excelente para la FAD-M.

La confirmacién de la formacién de N-hidroxi-NC mediada
por FAD-M se demuestra de dos maneras: inhibiendo el cit.-

P-450 o efectuando la reaccién “"in vitro" en ausencia del
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cofactor NADPH necesario para la enzima FAD-M; en el primer
caso se obtiene el metabolito hidroxilado a partir de NC y
en el segundo caso no se detecta.

Asi queda <claro que 1la FAD-M es un sistema enzimatico
importante en 1o que se refiere a que es el Unico que media
en la oxidacién de la NC a N-hidroxi-NC "in vitro” e "in
vivo", independientemente del cit.P-450.

En ratones castrados en l1os Que se produce un aumento de
la FAD-M hepatica, se observé un incremento en la hepatoto-
xicidad 1inducida por administracién de NC, comparando con
animales en 10os cuales la operacién fue simulada (96). Sin
embargo, la hepatotoxicidad comprobada de la N-hidroxi-NC
es bloqueada por pretratamiento con SKF-525 A y potenciada
con pretratamiento con fenobarbital. Esto sugiere que no es
la N-hidroxi-NC "per se” la productora del dafo, y que exis-
te otro paso metabdlico. Este paso consiste en la oxidacién
de un electrdn de la N-hidroxi-NC, produciendo nitréxido de
norcocaina (nitréxido NC), habiéndose determinado por espec-
troscopia EPR debido a que se trata de un radical libre.

A pesar de que una oxidacién que involucra un solo elec-
trén no es frecuentemente mediada por el cit.P-450, tas in-
vestigaciones realizadas ponen en evidencia que la oxida-
ciébn en este caso es catalizada por el citado citocromo en

presencia de NADPH y oxigeno.
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Se descarta la posibilidad de que sea el peré6xido de hidré-
geno o el superédxido, producidos en las reacciones latera-
les, 1los responsables de la mencionada oxidacién, ya que el
agregado al medio de estudio de catalasa o superéxido dismu-
tasa no provoca la inhibicién de la produccién de nitréxido-
NC (97), considerada la Gltima hepatotoxina del sistema.

E1 conocimiento en general de N-oxidacién de aminas se-
cundarias y terciarias 1indica que se produce la formacioén
de N-6xidos intermediarios activos capaces de uniones cova-
lentes con macromoléculas de los tejidos.

Recientes estudios, sin embargo, han demostrado que el
radical 1libre no seria reactivo con proteinas microsomales
ni del citosol.

Al descartarse la formacién de una unién covalente del
nitréxido, se estudiaron otras reacciones de dicho radical.

Asi, a raiz de que algunos investigadores reportaron que
la administracién de cocafna a ratones produce deplecién
del glutatién reducido (GSH) en el higado, se investigd la
posibilidad de que el nitréxido-NC reaccionara con compues-
tos sulfhidrilicos de bajo peso molecular, basdndose en que
dicho tripéptido protege al higado contra la hepatotoxici-
dad 1inducida por la cocaina en ratones con o sin pretrata-
miento con fenobarbital. Asimismo, la deplecién del conte-

nido intracelular de GSH por pretratamiento con dietilma-
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leato potencia la hepatotoxicidad.

Por ello es tentador suponer que el nitréxido-NC reaccio-
na directamente con el GSH. Sin embargo, el nitréxido-NC pu-
rificado no resultdé ser reactivo ni con el GSH ni con la
cisteina. De este modo, la deplecién "in vivo" del GSH hepéa-
tico después de la administracién de cocafna no estaria vin-
culada con la reaccidén directa entre el nitréoxido y el glu-
tatioén.

Por otro lado, al igual que otros nitréxidos, el nitréxi-
do-NC es .reducido por los microsomas hepaticos en presencia
de NADPH o NADH. Sin embargo, esta reaccidn no es mediada
por el cit.P-450 sino por flavoproteinas como cit.P-450 re-
ductasa y FAD-M (70) (97) (Figura 19).

Como consecuencia de esta reduccién en el caso de NADPH
resulta la formacién de un radical libre, piridinium nucleé6-
tido, Qque reacciona con el oxigeno para producir un radical
superéxido. La generacidén de este radical sugiere que la pe-
roxidacién 1lipidica puede ser estimulada "in vitro” e "in
vivo" durante el metabolismo de la cocaina. De hecho se ha
comprobado que 1la administracién aguda de cocaina causa un
rapido y significativo aumento en la peroxidacién lipidica
en ratones.

Ademas, "in vitro” sobre microsomas hepdticos de ratones

previamente tratados con fenobarbital, que se incubaron ae-
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rébicamente en presencia de NADPH, la cocaina y sus tres
metabolitos oxidativos estimulan la peroxidacién lipidica
microsomal, que es medida por el incremento de la formacién
de productos reactivos del acido tiobarbiturico, siendo el
nitréxido-NC el que produce mas alto grado, siguiéndole en
orden decreciente la N-hidroxi-NC, NC y cocaina (98).

La peroxidacién lipidica ocurre a través de eventos com-
plejos, que involucran mecanismos catalfiticos enzimaticos y
no enzimaticos, pudiéndose comprobar que la cocaina altera
la peroxidacién lipidica no enzimdtica al nivel de las mito-
condrias del cerebro de ratas. Se realizé el estudio sobre
esas organelas debido a que en ellas abundan los 4cidos gra-
sos poliinsaturados, susceptibles del ataque oxidativo
(99).

Todo 1o anterior sugiere que el fenb®meno seria parte del
mecanismo por el cual la cocaina produce hepatotoxicidad.

Otro proceso involucrado, ya mencionado, es el que esté
relacionado con la deplecidén hepatica del GSH reducido. Es-
ta deplecidn resulta entonces primariamente como consecuen-
cia de la disminucién de NADPH causada por su utilizacién
en la produccién de perédxido de hidroégeno durante el metabo-
lismo oxidativo de la cocaina.

E1 ciclo oxidativo-reductivo de N-hidroxi-NC a nitréxido

~-NC y viceversa,se produce a expensas de NADPH (Figura 20).
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El peréxido de hidrégeno es reducido por la glutatién pero-
xidasa con conversién de GSH reducido en glutatién oxidado
(GSSG). La reaccién inversa, de reduccién del GSSG mediada
por glutatidén reductasa y NADPH, se ve parcialmente bloquea-
da porque el nivel de este Ultimo cofactor necesario para
la enzima estd reducido por el ciclo redox.

Como resultado de 1o anterior, el GSSG es activamente
excretado por las células, de manera de mantener la rela-
cién normal de GSH:GSSG en el interior de las mismas, y por
lo tanto resulta que la cocaina causa una deplecién de glu-
tatién. Como consecuencia de la disminucién de GSH, la acti-
vidad de la enzima glutatién peroxidasa es menor, resultan-
do que el peréxido de hidrégeno es reducido en menor propor-
cién.

La presencia tanto del peréxido de hidrégeno como del su-
per6xido podria servir de estimulante para la peroxidacién
lipidica, que deteriora la membrana celular y la actividad
de enzimas hepaticas que requieren de la integridad de la
misma, produciendo muerte celular (70).

Como todos 1os estudios se realizaron sobre ratones, ya
que se comprobd que era la especie susceptible de sufrir la
accién hepatot6xica de la cocaina, quedaba sin resolver la
posible implicacién de la droga en el dano hepatico en huma-

nos, pero en el afo 1987 se reporta el caso de un paciente
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con hepatonecrosis asociada con el uso de cocaina. El exa-
men postmortem del higado mostré una marcada inflamacién
periportal, necrosis periportal y midzonal de los hepato-
citos, y una moderada infiltracién grasa. Estos hallazgos
patolégicos son idénticos a los encontrados previamente en
el modelo de la hepatotoxicidad inducida por la cocaina en

ratones (100).
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V.5 SISTEMA NERVIOSO

La cocaina, como casi todas las drogas de abuso, modifi-
ca el comportamiento provocando emociones incontrolables,
restriccién del almacenamiento de informacidén, limitacién
de la capacidad de tomar decisiones, y otros tipos de con-
ducta. Esto ha 1levado a estudiar cémo reaccionan a dicha

droga diferentes areas del sistema nervioso.



V.5.1 BASES FISIOLOGICAS DE LA ACCION DE LAS DROGAS

V.5.1.1 GENERALIDADES

E1l _impulso nervioso

El sistema nerVioso, como cualquier otro sistema del or-
ganismo, estd constituido por células especializadas, 1lama-
das neuronas o0 células nerviosas. La neurona ha sido defini-
da como wuna unidad electroquimica porque genera un impulso
electrico en respuesta a un estimulo guimico o mecéanico,
conduce el 1mpulso a través de su alargada estructura celu-
lar, y en sus terminales convierte la actividad eléccrica
en una sefal qQuimica.

Para visualizar 1la forma en que dicnas sefnales quimicas
regulan la funcién de la célula nerviosa, hay que conside-
rar la estructura y funcién bdsica de dichas células. Aun-
que éstas varian en tamano y forma dependiendo de su locali-
zacién y su funcidén, consisten basicamente en el cuerpo ce-
ijular (también 1lamado pericarion o soma) del cual se ex-
tienden prolongaciones filamentosas 1lamadas dendritas que
son las receptoras de los impulsos, y de una prolongacién
que transmite dichos impulsos, el axoén.

Se haria en principio referencia al impulso eléctrico
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gque viaja a través del axén. Normalmente la célula nerviosa
en reposo posee un potencial eléctrico negativo de 60 a 70
milivoltios respecto del exterior; ello es debido a que per-
mite la entrada de iones potasio y elimina activamente los
jones sodio mediante la bomba de sodio, que es una proteina
transmembranosa, importante desde el punto de vista funcio-
nal (proteina ATPasa de sodio-potasio), responsable de la
produccion de gradientes i6nicos a través de membranas celu-
lares nerviosas que permiten el paso del impulso nervioso.
Este trabajo se realiza con gasto de energia gque queda alma-
cenada en el &cido adenosintrifosférico (ATP). Cuando la
neurona recibe cierta informacién a través de sus dendritas
se producen cambios en la permeabilidad de la membrana a
1os 110ones sodio en el punto del estimulo, permitiendo que
el sodio 1ngrese a través del canal de sodio, gque es una
glucoproteina transmembranosa, cambiando su potencial eléc-
trico de negativo a positivo (potencial de accién), produ-
ciéndose la despolarizacién. El1 impulso nervioso actua des-
pués como un estimulo, causando la despolarizacion en toda

la longitud del axén.

Transmisién del impulso nervioso

Una caracteristica sobresaliente de las células nervio-
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sas es que no establecen contacto fisico directo unas con
otras sino Qque estan separadas por un espacio microscépico
conocido como espacio sindptico, que en la mayor parte de
las sinapsis es de 20 nm de espesor, e impide el flujo con-
tinuo de impulsos (101) (102). En este espacio intersinép-
tico 1la transmisiébn del impulso al cuerpo celular de otra
neurona se hace por medio de transmisores gquimicos O neuro-
transmisores, Que se encuentran localizados en pequenas ve-
siculas en el extremo del axédn y que son liberados durante
ia actividad nerviosa y cruzan la sinapsis. Estos neuro-
transmisores tienen la caracteristica quimica de alterar la
membrana postsindptica al unirse a receptores especificos,
convirtiendo esta unidén en una corriente iénica a través de
la membrana y originando un impulso nervioso de la misma 1in-
tensidad que el que viajaba por el axon precedente.

Por 1o tanto, 1os impulsos nerviosos son provocados por
la <corriente eléctrica que pasa del cuerpo celular al axén,
donde determina fenbmenos quimicos que se producen debido a
movimientos de 1iones cargados eléctricamente, como sodio Yy
potasio, Yy esto provoca que las vesiculas de sustancia
transmisora se unan con la membrana que estda en el extremo
del ax6bn (membrana presinadptica), se abran y liberen el neu-

rotransmisor (Figura 21).

E1 primer compuesto reconocido como agente que actuaba
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en la sinapsis quimica entre neuronas fue la acetilcolina,
luego siguieron la noradrenalina, la dopamina y la serotoni-
na, estas tres ultimas denominadas en conjunto aminas biége-
nas. Estos, mas otros neurotransmisores probables, parecian
estar especializados en esta tarea y no estar involucrados
en ninguna otra actividad bioquimica, encontrandose en pe-
quefias cantidades. Sin embargo, c¢on posterioridad fueron
considerados nuevos e 1importantes candidatos que también
cumplian esa funcibén, como los aminoacidos glutamato, aspar-
tato, J -aminobutirato, glicina y taurina, pero se apartaban
sustancialmente de 10s anteriores debido a que existian en
todas las <células y érganos en concentraciones elevadas y
también eran utilizados en una amplia serie de vias metabé-
l1cas y biosintéticas. Posteriormente se detectaron, aisla-
ron y caracterizaron otra docena de sustancias como posi-
bles neurotransmisores que pertenecian a una categoria qui-
mica totalmente distinta, los péptidos nerviosos, qQque tie-
nen actividades mas especializadas que los aminoacidos y es-
tan presentes en pequefias cantidades y en regiones localiza-
das del sistema nervioso.

Otro tipo de sustancias identificadas son las de la cate-
goria funcional de moduladores, que ejercen su efecto tras
su liberacién sobre las acciones postsinapticas de 10s neu-

rotransmisores convencionales. Ademds en los ultimos anos
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se halldé que unos treinta potentes compuestos, hidrosolu-
bles, cargados eléctricamente Yy casi todos ellos aminas Yy
péptidos y algunos agentes insospechados, como la adenosina
y ATP, actuaban controlando la comunicacidén entre las neuro-
nas O entre las wuniones de las neuronas con los 6érganos

inervados por ellas.

Sintesis e 1nactivacién de los neurotransmisores

Los neurotransmisores se caracterizan por tener mecanis-
mos propios de sintesis, almacenamiento, degradacién, recap-
tacion e inactivacién (103).

La sintesis de l1os neurotransmisores tiene lugar, en su
mayor parte, en las terminales nerviosas, y puede requerir
solamente un paso, como en el caso de la acetilcolina, par-
tiendo de dos componentes, acetato y colina, y de la inter-
vencién de la enzima colina acetil transferasa, o bien ser
mas compleja, como la sintesis de noradrenalina y dopamina,
también 1lamadas catecolaminas, a partir de la tirosina.
Los precursores provienen de otras regiones del organismo,
como la colina que es sintetizada en primer lugar en el hi-
gado, o la tirosina, que estéd disponible a partir de depdsi-
tos tisulares. En el caso de la serotonina el sustrato ini-

cial es el triptéfano, que es un requerimiento esencial de
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la dieta y no puede ser sintetizado por el organismo.

Los neurotransmisores una vez sintetizados son almacena-
dos, como en el caso de las aminas biébgenas, en las 1lama-
das vesiculas granulares o de nucleo denso dentro de los
axones Yy terminales nerviosas, o bien como 1a acetilcolina,
que se encuentra tanto en el sinaptoplasma como en las vesi-
culas sinapticas.

Producida la actividad nerviosa y liberados los transmi-
sores que se unen a los receptores especificos, se inicia
la 1inactivacién de l1os agentes quimicos mediante la accién
de enzimas © por recaptacién de las neuronas por medio de
sistemas de transporte de alta afinidad.

Por ejemplo, la acetilcolina es rapidamente degradada
por la enzima colinesterasa, presente en la circulacién y
en los tejidos periféricos. En cambio, las aminas biogenas
pueden tomar diferentes caminos: a) pueden ser recaptadas,
para ser nuevamente almacenadas dentro de las vesiculas en
forma granular; b) pueden pasar a la circulacién general pa-
ra ser deaminadas por la monoaminoxidasa (MAQO) hepatica, Yy
de esta manera ser excretadas en forma de metabolitos inac-
tivos; <¢) pueden ser recaptadas y destruidas por la MAO mi-
tocondrial; d) pueden ser metiladas por la enzima catecol-0O-
-metiltransferasa (COMT), presente en el citoplasma celu-

tar, y de esta forma ser inactivadas. Esta enzima no actua
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sobre la serotonina (102)

El sistema nervioso

E1 sistema nervioso se divide en sistema nervioso cen-
tral (SNC) y sistema nervioso periférico; este ultimo se
subdivide en somatico y auténomo.

A su vez, el sistema somatico se divide en dos tipos, el
motor y el sensorial; el primero involucra las vias eferen-
tes que envian los impulsos del SNC al musculo voluntario,
y el segundo recibe los impulsos aferentes de los recepto-
res externos.

E1l auténomo presenta dos subsistemas que en una primera
y grosera apreciacién puede considerarse que trabajan en

forma opuesta, y que son el simpatico y el parasimpatico.

Localizacién de las vias nerviosas

Se ha podido demostrar que las neuronas que producen ace-
tilcolina constituyen muchas vias excitadoras a todo 1o lar-
go del sistema nervioso periférico y central y también algu-
nas vias inhibidoras.

En cuanto a las vias noradrenérgicas, éstas forman parte

del sistema nervioso periférico, constituyendo el sistema



nervioso simpatico a nivel postganglionar, existiendo ade-
mas dos vias mayores centrales y una menor, gque inervan a
la mayor parte de las regiones encefdlicas, entre las que
se encuentran el tronco encefdlico, el cerebelo, el hipota-
lamo, la amigdala, el hipocampo, el septum, el férnix (Fi-
gura 22).

Se han descripto seis vias dopaminérgicas en el SNC ade-
mas del rol periférico que desempefa la dopamina en los gan-
glios simpaticos, ganglios viscerales y paredes de las arte-
rias mesentéricas y renales. Dos de las vias centrales iner-
van el hipotdlamo; una via ascendente importante es el sis-
tema nigroestriatal, que se origina en la pars compacta de
la sustancia negra y se proyect% en forma de haz o tracto
nigroestriatal hasta el cuerpo estriado. Otro de los circui-
tos es un sistema tegmentotelencefalico, 1lamado también
sistema mesolimbico; 1las fibras se originan en el tegmento
ventral y se proyectan hasta la amigdala, septum, nucleo
accumbens, tubérculo oilfatorio y corteza frontal (Figura
22).

También se han revelado las vias de la serotonina en el
SNC, una ascendente medial Qque se proyecta en el hipotalamo
y en el area predptica, y los tractos ascendentes laterales
que terminan difusamente en el cuerpo estriado y en el cor-

tex cerebratl.
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Receptores pre y postsindpticos

En las neuronas, tanto centrales como las periféricas
simpaticas, la despolarizacién esta sujeta a la modulacién
mediada por receptores situados presindpticamente (104), vy
que han sido descubiertos recientemente.

En cuanto a 1los receptores postsindpticos, se confirmé
la existencia de diversas subcategorias. En el caso de la
acetilcolina, estas subcategorias se distinguieron mediante
sus respuestas frente a dos sustancias disponibles cuando
se comenzaron las investigaciones sobre la sinapsis, 1a ni-
cotina y la muscarina. Cada agente estimula diferentes cate-
gorias de funcién colinérgica, y se las llamaron nicotini-
cas y muscarinicas.

Igual que existen subcategorias de receptores colinérgi-
cos, se han detectado también en los receptores de noradre-
nalina dos adrenoreceptores o y ,3. En principio se pensé
qQue estos dos tipos de receptores mediaban acciones excita-
doras (receptor « ) o inhibidoras (receptor 3 ) en el siste-
ma nervioso periférico, pero 10s conocimientos actuales no
confirman esta regla rigida y cada 6érgano periférico debe
ser considerado aparte.

Los receptores de la dopamina en @1 SNC han sido clasifi-

cados en cuatro subcategorias, D1, D2, Ds y D4, ba-
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sado en estudio de unién de ligandos y en la respuesta fren-
te a diversos fdrmacos dopaminérgicos. Los datos mds recien-
tes muestran que los cuatro receptores se hallan en el cuer-
po estriado. El1 tipo D2z estd localizado en las nheuronas
intrinsecas, que son postsinapticas con respecto a las ter-
minales dopaminérgicas de la via nigroestriatal, y en la hi-
p6fisis, y se lo cree responsable de los efectos de la dopa-
mina sobre el comportamiento. En las ratas el comportamien-
to estereotipado parece estar mediado por la estimulacion
selectiva de 1los receptores D2 mediante los farmacos ade-
cuados.

Tambien se han revelado subcategorias de receptores de
,la serotonina, como el S y Sz, y parece probable que
los S1 medien la 1inhibicidén y 1los Sz la excitacién

(102).
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V.5.1.2 TEORIA DEL COMPORTAMIENTO

A pesar de que todavia hay mucho que dilucidar para po-
der definir el comportamiento de los mamiferos basdndose en
los sistemas de neurotransmisores y vias nerviosas, es evi-
dente que el comportamiento se inicia en el cerebro y puede
manifestarse a través del sistema nervioso periférico en
forma de respuestas voluntarias o involuntarias complejas,
0o a través del hipotdlamo en forma de cambios de la secre-
c16n endocrina. Las manifestaciones involuntarias de la ac-
tividad central, expresadas mediante el sistema nervioso au-
ténomo, dan como consecuencia llanto, temblor, sudoracién,
saltos del «corazén, etc., pero otros estados cerebrales o
estados de a&nimo Nno se expresan a través de respuestas cor-
porales y por 1o tanto no son fadcilmente accesibles al estu-
dio y la medicién.

Cada sistema del organismo tiene que ver con la conduc-
ta, y todos estan, al menos en parte, regulados por el cere-
bro, convirtiéndose éste en el punto de partida para el ana-
lisis del efecto de ciertas sustancias quimicas extranas,

como las drogas.
Las estructuras encefalicas que parecen estar involucra-
das en los mecanismos nerviosos que generan las emociones

reciben el nombre de sistema limbico. Este sistema compren-
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de 1la circunvolucién cingular de la corteza cerebral, hipo-
campo, amigdala, septum, hipotalamo, bulbo olfatorio, tala-
mo y férnix (Figura 23). vVarios aspectos tipicos del compor-
tamiento, como el miedo, la rabia, la satisfaccién y el pla-
cer, se ven influidos por el sistema limbico.

Un determinado sistema de neurotransmisores dentro del
encefalo puede jugar un rol dominante o de iniciacién en el
desencadenamiento o mantenimiento de un programa de compor-
tamiento especifico, pero en general participa mas de un
sistema de neurotransmisores. La influencia de diversos far-
macos sobre el comportamiento condicionado puede orientar
acerca de qué sistemas de neurotransmisores estan involucra-
dos.

Como 1los fendmenos sindpticos son de naturaleza qQuimica,
resultan vulnerables a 1los diversos tipos de drogas. Las
drogas depresoras deben su accién a que inhiben la produc-
cién del neurotransmisor, o éste se inactiva mas rapidamen-
te gque 1o normal, o alteran la membrana postsindaptica y se
produce el bloqueo del receptor. En contraposicién, las es-
timulantes activan las neuronas a un ritmo mayor que el nor-
mal porque provocan una mayor liberacién del transmisor, o
tienen 1la propiedad de imitar su accién o de impedir su re-

absorcién (103).

Se considera que las sustancias quimicas activadoras o
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la estimulacién eléctrica en ciertas zonas del cerebro in-
ducen un determinado tipo de comportamiento que se caracte-
riza por conducir a wuna gratificacién o recompensa. Por
ejemplo, las drogas de abuso actuan sobre esos circuitos
normales de recompensa produciendo un refuerzo del comporta-
miento que conduce a la autoadministracioén mas frecuente;
por 1o tanto actualmente se intenta conocer mas profundamen-
te esos mecanismos nerviosos a fin de relacionarlos con el

riesgo de abuso.

Sistemas de neurotransmisores involucrados en el compor-

tamiento

a) Sistemas catecolaminicos

Se ha podido demostrar gque la dopamina es un neurotrans-
misor de gran importancia en el encéfalo, que participa en
una serie de mecanismos encefalicos aparentemente distin-
tos, al menos desde el punto de vista cualitativo, por ejem-—
plo el control central de funciones como la locomocién y
los procesos nerviosos que ocasionan comportamiento motiva-
cional, estados de a&nimo y emocioén.

Las 1inyecciones intrahipotaldmicas e intraestriatales de

dopamina producen hiperactividad motora y las inyecciones
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de dopamina o noradrenalina en el estriado de un hemisferio
provocan un movimiento circular orientado en direccién
opuesta al 1lugar que recibié la inyeccidén. Estas y otras
observaciones sugieren que las neuronas catecolaminérgicas
centrales intervienen en el control de la actividad motora.

Estudios efectuados con anfetaminas en animales de expe-
rimentacién han demostrado que 'a dosis bajas causan un in-
cremento considerable de la actividad motora. A dosis aun
mas bajas conducen a l1os patrones de comportamiento estere-
otipado que se manifiesta por olfateo, masticacién repeti-
tiva, adopcidén de diversas actitudes posturales qQque no per-
siguen funcionalidad alguna. Esto se debe a que la anfetami-
na libera 1la noradrenalina de sus lugares de almacenamien-
to, Yy a dosis bajas provoca un 1ncremento de las concentra-
ciones extracelulares de las monoaminas.

En modelos experimentales se ha podido demostrar la par-
ticipacién de 1o0os sistemas dopaminérgicos en el comporta-
miento motivacional y el estudio de las vias nerviosas ence-
falicas que posibilitan 1los mecanismos de recompensa. Una
experiencia consiste en implantar electrodos en un animal y
producir una estimulacién eléctrica en regiones encefdlicas
especificas, como el &rea hipotalamica o las estructuras
del sistema limbico. E1 animal es capaz de autoadministrar-

se el estimulo eléctrico accionando una palanca, debido a
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la aparente sensacién placentera que le provoca, producien-
do un refuerzo del comportamiento.

Otro intento experimental que pone en evidencia la parti-
cipacién de 1la noradrenalina y la dopamina en 10s mecanis-
mos nerviosos Qque controlan 1los procesos de recompensa y
aprendizaje, utiliza el modelo de autoadministracién volun-
taria de soluciones de fdrmacos a través de una cdnula endo-
venosa crénica, mediante el manejo de una palanca. Por ejem-
plo, si la droga ensayada es la anfetamina y al animal en
experimentacién se le administra un bloqueante de la dopami-
na, se incrementa la frecuencia de actuacién sobre la palan-
ca, lo que 1indica que la anfetamina actua a través de 1los
sistemas dopaminérgicos. La autoadministracién de otras dro-
gas, como la <cocaina o morfina, es también susceptible a
los antagonistas dopaminérgicos o0 a otras acciones sobre
las vias dopaminérgicas. Entonces resulta que la autoadmi-
nistracién de una serie de sustancias puede hacer interve-
nir a estas vias en el reforzamiento y recompensa.

Si bien algunos estudios sefalan un posible papel de la
noradrenalina en 1o0os mecanismos de recompensa, otros sumi-
nistran pruebas en contra de una amplia participacién de
las vias noradrenérgicas; por ejemplo, los bloqueantes X
y/@ noradrenérgicos no ejercen ninguna accién sobre la auto-

administracién de cocaina o anfetamina.
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Sin embargo, existen datos concretos en favor de la par-
ticipacién de la dopamina y la noradrenalina en las vias
que median la autoestimulacién. Aunque la importancia de ca-
da una de ellas todavia se estudia, parece ser que la dopa-
mina resulta la catecolamina mas importante en la autoesti-
mulacién (102).

E1 sinnumero de experiencias realizadas ha dado lugar a
una hipbétesis sobre la implicancia de las vias dopaminérgi-
cas y noradrenérgicas en los mecanismos del refuerzo y de
otros patrones de comportamiento (Figura 24).

Las vias dopaminérgicas parecen controlar la induccién y
los mecanismos de actividad motora que llevan al animal a
intentar conseguir un estimulo de refuerzo o a activar las
corrientes de autoestimulacién. Las vias noradrenérgicas
pueden estar mads relacionadas con la facilidad del aprendi-
zaje, posiblemente por refuerzo y consolidacién de la res-

puesta, y estdn involucradas en el proceso de refuerzo.

b) Sistemas serotoninérgicos

Se ha demostrado que la serotonina forma parte del proce-
so de autoestimulacién, es decir existen mads sistemas de
neurotransmisores que participan de igual forma que las

catecolaminas.
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La deplecién encefdlica de serotonina provoca en los ani-
males de laboratorio incremento en la actividad motora e in-
somnio. Por 1lo tanto, el sistema mediado por la serotonina
lleva a cabo efectos "inhibidores”, en contraposicién con
los ‘“"excitadores” de 1los sistemas catecolaminérgicos. Sin
embargo, existen evidencias de que el incremento de la sero-
tonina y algunos compuestos indol similares activan en el
lugar el comportamiento motor, provocando temblor e incluso
convulsiones, involucrando movimiento complejos y repetiti-
vos de las extremidades, tronco o cabeza. El1 sindrome de hi-
peractividad provocado por la serotonina viene acomparado
por una elevacién de la temperatura corporal.

Aparentemente esta discrepancia se debe a una mayor acti-
vidad serotoninérgica de las vias descendentes, que son pro-
bablemente excitadoras, y predomina sobre la accién de las
vias cerebrales inhibidoras ascendentes, pero es evidente
que Tla serotonina puede tener acciones excitadoras directas
en algunas de sus vias.

E1 movimiento poco habitual de todo el organismo 1lamado
“sacudida de perro mojado"” puede ser inducido por la admi-
nistracién sistémica de 5-hidroxitriptofano (precursor de
la serotonina), o de fdrmacos liberadores de serotonina o
diversos agonistas. Este fenbémeno de comportamiento requie-

re la participacién conjunta de las vias serotoninérgicas y
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dopaminérgicas, Yy se ha demostrado al administrarse libera-
dores de catecolaminas y de serotonina. También la interac-
cién entre serotonina y dopamina puede apreciarse en el com-
portamiento estereotipado dependiente de la dopamina en las
ratas.

En el nucleo accumbens y en el sistema nigroestriatal,
la dopamina y la serotonina ejercen efectos antagonistas mu-

tuos en el comportamiento estereotipado (102).
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v.5.2 LA COCAINA Y EL SISTEMA NERVIOSO

La cocaina es el unico compuesto que es al mismo tiempo
un potente anestésico local y un simpaticomimético con im-

portantes efactos estimulantes en el SNC (105).
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V.5.2.1 SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

E1 efecto de anestésico local de la cocaina se debe a su
habilidad de bloguear la iniciacién y conduccién de los im-
pulsos eléctricos dentro de la célula nerviosa, al impedir
el réapido 1incremento en la permeabilidad de la membrana a
los 1iones sodio durante la despolarizacién. E1 mecanismo de
accidén de los anestésicos locales, en general, consiste en
impedir 1la generaciétn y la conduccién del impulso nervioso,
siendo el sitio principal donde actuan la membrana celular.
E1 bloqueo de la conduccién se produce porque se obstaculi-
zan 1los procesos fundamentales de la generacién del poten-
cial de accién del nervio, es decir el aumento transitorio
de 1la permeabilidad de la membrana a los iones sodio, pero
este bloqueo no estd acompaiado por cambios importantes en
el potencial de reposo. Es generalmente aceptado que la co-
caina compite con el calcio en algun sitio receptor gque con-
trola la permeabilidad de la membrana (10) (70).

Un estudio 1levado a cabo sobre la piel aislada de sapo
permite obtener como conclusiones que, de acuerdo con la
ecuacién de Michaelis-Menten, modificada por Dixon, existe
un antagonismo de tipo competitivo entre la cocaina y el so-
dio, asi como un antagonismo entre el calcio y la cocaina

(106).
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Se ha instituido un modelo de receptor que tiene la par-
ticularidad de que la unién con 10s anestésicos locales se
produce por 1intermedio de enlaces débiles, 1o gque explica
su reversibilidad y corta duracién de accién (107).

Ademas se ha sugerido que el receptor esta aproximada-
mente a mitad de la distancia hacia la parte inferior del
canal de sodio (10); la unién de la cocafna a estos recepto-
res es 1o que impide el transito de los iones sodio a tra-
vés de la membrana (4) (108).

La cocafna es un tipico simpaticomimético, ya que actua
competitivamente bloqueando 1la recaptacién presindptica de
la noradrenalina a nivel del sistema nervioso auténomo, pro-
vocando un exceso en la transmisién en los receptores post-
sindapticos y cambios en la utilizacién del calcio (109).

La activacién de estos mecanismos produce vasoconstric-
cién, taquicardia, predisposicién a arritmia ventricular y
aumento agudo de 1la presién arterial (57), y suministrada
en altas dosis aumenta la temperatura corporal y dilata las

pupilas (4) (104).
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V.5.2.2 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Sin embargo, e1 hecho de que la cocaina tenga tanto auge
como droga de abuso no se debe a las propiedades antes men-
cionadas sino a su accién sobre el SNC y en particular so-
bre ciertos centros especificos. Se conoce que la cocaina
estimula un sinnumero de comportamientos, como la actividad
motora espontédnea, la autoadministracién y el comportamien-
to estereotipado (110). Los estudios tendientes a esclare-
cer la accién estimulante de 1la cocaina sobre el SNC la
atribuyen a la habilidad de la droga de bloquear la recapta-
ci6n de neurotransmisores en el cerebro, como la dopamina,
noradrenalina y serotonina.

Uno de los efectos no deseados es que a altas dosis pro-
duce convulisiones clénicas. A bajas dosis tiene un efecto
opuesto, 1inhibiendo las convulsiones producidas por agentes
convulsivantes o por shock eléctrico. Como algunos anestési-
cos locales también producen convulsiones, se pensé en un
principio que se debia a esta propiedad. Sin embargo, la re-
serpina previene las convulsiones desencadenadas por la co-
caina, 1o que indica que estd implicada la via noradrenérgi-
ca (111) (112).

Varios estudios han reportado que al producirse una o

mas convulsiones por cocaina se acrecienta el efecto con-
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vulsivo de la droga, aunque otros estudios han observado to-
lerancia. La misma forma de sensibilizacién se ha presenta-
do con otras drogas convulsivantes, como la lidocaina y
agentes colinérgicos, asi como también con otros métodos pa-
ra producir convulsiones, por ejemplo el shock electrocon-
vulsivo. Es evidente que la sensibilidad cruzada entre agen-
tes convulsivantes puede ocurrir al repetirse la administra-
cién de un agente resultando sensible para otro.

Estudios mas recientes han demostrado que la administra-
ciébn crénica de cocaina puede provocar no sélo un aumento
del riesgo de convulsiones sino también hiperactividad y
conducta estereotipada. Estos efectos motores incrementados
pueden investigarse en animales de laboratorio y son simila-
res a Jlos producidos por otros estimulantes psicomotores,
como la anfetamina. Como ya se ha mencionado, este tipo de
drogas produce una alteracién en las respuestas aun a bajas
dosis, incrementando por ejemplo la locomocién, acicalamien-
to o exploracién, e incluso puede dar paso a una conducta
estereotipada, como por ejemplo repeticiédn de uno o pocos
items de conducta.

Asi, en ratas la cocaina o la anfetamina provocan movi-
miento de cabeza, mordisqueo, olfateo y lameteo (113). La
sensibilizacién ocurre en una variedad de especies incluyen-

do ratones, ratas, gatos y monos, y muchos investigadores
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creen que es el modelo de la psicosis o esquizofrenia. Ade-
mas las observaciones sobre el incremento de la sensibili-
dad de algunos de los efectos de la cocaina que aparecen
con mayor probabilidad con el uso continuo de la droga, po-
drian explicar la psicosis paranoica y ciertos tipos de to-
xicidades (114) (115).

Sin embargo, se ha comprobado que también se puede produ-
cir sensibilizacién después de una unica inyeccién (116).

E1 aspecto neurobiolégico de la sensibilizacidn es com-
plejo debido a la variedad de cambios neuroquimicos provoca-
dos por la administracién crénica. Algunos estudios lleva-
dos a cabo sobre zonas determinadas del SNC han podido ob-
servar incremento en la liberacién de dopamina en el stria-
tum y cambios en las vias dopaminérgicas mesolimbicas y ni-
groestriatal (113). Los mecanismos propuestos para justifi-
car el fenbmeno de la sensibilizacidédn incluyen supersensibi-
lidad de los receptores por deplecién de las catecolaminas,
desensibilizacién de 1los autorreceptores de la dopamina, e
incremento de 1los efectos de 10s receptores postsindapticos
catecolaminérgicos (117).

Se ha comprobado 1la importancia de los dos subtipos de
receptores dopaminérgicos, D1 y D2, en 1la mediacién de
los efectos de la cocafna (118).

Por otra parte, complicando aun mas el panorama, en es-
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tudios realizados con monos a los que se les administré por
varios dias dosis no convulsivantes, fueron necesarias, des-
pués de este tratamiento, dosis mads altas que las normalmen-
te wutilizadas para provocar convulsiones, indicando esto el
desarrollo de tolerancia mas que de sensibilidad (119).

No se ha esclarecido todavia si la administracién repeti-
da de cocaina concluye en tolerancia o sensibilizacién, y
algunos 1investigadores han intentado identificar los facto-
res que contribuyen a esta diferencia en los resultados. Es-
tos estudios han demostrado que la dosis usada para produ-
cir 1los efectos en el comportamiento es una importante va-
riable (117). Tanto la euforia como la psicosis estdn vincu-
ladas con el incremento de la actividad en las vias dopami-
nérgicas (120).

La hiperactividad 1inducida por la cocaina se debe a di-
versos mecanismos, como el aumento de la actividad noradre-
nérgica en el hipocampo y otras areas, y al incremento de
la dopamina en el nucleo accumbens y en el hipocampo. Ade-
mas, Jlos mecanismos serotoninérgicos y colinérgicos también
estan 1implicados en la hiperactividad, y la cocaina ha de-
mostrado ser el mas potente inhibidor de la retoma de sero-
tonina, comparado con Jlos de la dopamina y noradrenalina
(110).

En un intento por comprender los mecanismos herviosos
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que provocan el riesgo del abuso de la cocaina y otras dro-
gas, se investigaron las estructuras cerebrales implicadas
en Jlos procesos normales de refuerzo, dado que se sabe que
el cerebro tiene <circuitos neuronales especializados que
son activados por los distintos reforzadores capaces de in-
fluir en el comportamiento, involucrando a los sistemas
catecolaminérgicos como probables eslabones en dichos
circuitos reforzadores (121).

La tendencia a la autoadministracién de la droga en los
animales de laboratorio mencionada previamente en este capi-
tulo, se ha asociado principalmente con la accién sobre la
sinapsis dopaminérgica.

Se ha demostrado la relacidén entre los efectos reforzado-
res del comportamiento repetitivo que conduce a la autoadmi-
nistracién cada vez mds frecuente y la dependencia poten-
cial de 1las drogas, estableciendo que la cocaina, como la
anfetamina, facilita 1la activacion del sistema de refuerzo
por incremento de la neurotransmisién en los tractos dopami-
nérgicos mesolimbicos y/o mesocorticales (122). En los huma-
nos la activacién de estos caminos produciria sensaciones
de euforia. En experimentos con animales en los cuales se
provocan Jlesiones de estas vias dopaminérgicas, o se blo-
quean los receptores, se produce la atenuacidén de los efec-

tos de 1la cocaina, mientras que el blogqueo selectivo de la
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sinapsis noradrenérgica sola no tiene efectos similares;
las células del nucleo accumbens mediadas por la dopamina
tienen wuna gran importancia en el refuerzo estimulante psi-
comotor, las 1lesiones 1inducidas sobre esta estructura por
medio de neurotoxinas reducen o eliminan la accién reforza-
dora de la cocaina. Las inyecciones de cocaina en la corte-
za de ratas también provocan refuerzo; de este modo se con-
cluye que puede haber mds de una via dopaminérgica o regioén
que participa en la red de circuitos gratificantes (123).
Sin embargo, investigaciones mds recientes han comprometido
también a los mecanismos serotoninérgicos (124).

Ratas a las que se les dio la posibilidad de libre acce-
so a la cocaina intravenosa se la autoadministraban al gra-
do de excluir la ingesta de alimentos; por 1o tanto, perdi-
an peso y habitualmente morian en unas pocas semanas (125).
Los conocimientos sobre la conducta de los drogadictos, en
cambio, sugieren que la cocaina no presenta tales efectos
compulsivos en el hombre; sin embargo hay que tener en cuen-
ta qQque puede deberse a que el acceso a la droga es limitado
debido al precio y a la disponibilidad mds que a la seguri-
dad de 1la droga en si. Existen también informes que avalan
este razonamiento, ya que entre l1os individuos que tienen
acceso ilimitado se comprobd el abuso compulsivo y poten-

cialmente letal de la cocaina (121).
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Los efectos gratificantes de la alimentacién y el agua
parecen depender conjuntamente con 1los de la cocaina y
otras drogas, de la integridad del vinculo dopaminérgico en
la red de circuitos 1implicados en el refuerzo (126). Los
efectos gratificantes de la cocafna, sin embargo, no necesi-
tan ser transmitidos al SNC a través de la red de nervios
sensoriales como los mencionados de la alimentacién y el
agua, Yy pueden activar poderosa y directamente los circui-
tos centrales del comportamiento. Por ello no sorprende que
la motivacién por cocafna domine a las producidas por sus-
tancias mas esenciales para la salud (121). Por lo tanto,
los estudios experimentales han demostrado que la intensi-
dad de las propiedades reforzadoras de la cocafna es muy im-
portante, a tal punto que puede concluirse que dicha propie-
dad por si sola es un factor que contribuye al excesivo uso
ilicito de 1la droga y que le ha dado la particularidad de
presentar una alta dependencia potencial. Sin embargo es ne-
cesario aclarar que su propiedad de generar habito, y por
ende su responsabilidad de ser adictiva, es independiente
del sindrome clasico de dependencia fisica (127). Estudios
efectuados con opiaceos que presentan probada dependencia
fisica ponen en evidencia la existencia de mecanismos neuro-
nales anatémicamente distintos para el reforzamiento y la

dependencia opidcea (127).
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En 1la actualidad se confirma que la cocaina produce una
dependencia similar, en magnitud y resistencia al tratamien-
to, a 1la de otras drogas de abuso, como el alcohol y opia-
ceos, pero que esta dependencia difiere sustancialmente de
los modelos de abuso anteriormente establecidos.

Se han observado tres fases en l1os modelos de supresién
de cocaina que ayudan a disipar la idea de que la cocaina
no produce sindrome de abstinencia:

Fase 1: denominada “"crash”. Inmediatamente después de
concluir la sesiébn con cocaina aparecen el deseo vehemente
de wuna nueva aplicacién, depresiédn, agitacioén, ansiedad Y,
ocasionalmente, 1ideas suicidas. Luego de una a cuatro horas
del UGltimo ingreso de la droga, el deseo vehemente es su-
plantado por pronunciada fatiga y suefio. Estos efectos son
debidos a una aguda depleciétn de la neurotransmision.

Fase 2: abstinencia. Los sintomas fisiolégicos mads usua-
les 1indicativos del sindrome de abstinencia, como hiperten-
sién, taquicardia, sudoracién, piel de gallina y calambres,
producidos por el abuso de otras drogas, no se detectan en
los adictos a la cocaina, 10 que ha llevado a sostener por
mucho tiempo que 1la adiccién a 1la cocaina es puramente
psicolégica. Se ha observado en los drogadictos Que aparece
un cuadro en el que predomina disminucién de la actividad,

intenso tedio con 1limitado 1interés por el medio ambiente
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(anhedonia), después de un breve intervalo eutimico que si-
gue al “crash”. Estos sintomas llevan frecuentemente a la
reanudacién del wuso de la cocaina, y vuelve a cumplirse el
ciclo sesidén-crash-intervalo eutimico-anhedonia-recaida-se-
sién. También se ha observado que los adictos son capaces
de soportar la anhedonia al evocar el placer de euforia pro-
vocado por la cocaina; sin embargo, esto desencadena el de-
seo de una nueva sesioén,.

E1l estado de anhedonia, el deseo vehemente y la reanuda-
cién del uso, son paralelos con 10 encontrado en otras dro-
gas de abuso. Una unica dosis de cocaina produce una axage-
rada euforia, pero wutilizada crénicamente desencadena un
sindrome de abstinencia que se caracteriza por disminucion
de la euforia y producciédn de anhedonia.

La concordancia de estos sintomas con varios tipos de al-
teraciones en el comportamiento de origen neurofisiolégico
después de estimulacién crénica en animales, permite el con-
cepto de que las manifestaciones psicolégicas son una neuro-
adaptacién de los sistemas de recompensa del cerebro debido
a las perturbaciones crénicas de la cocaina, y de aqui la
hipétesis de que el origen es fisioldgico a pesar de que
los sintomas se expresan como psicolégicos.

Una forma de explicar estos procesos en el caso del uso

crénico de cocaina se basa en el hecho de que en las vias
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dopaminérgicas se produce una adaptaciédn neuroquimica, re-
sultando en supersensibilidad de los receptores inhibidores
y disminucién de 1os niveles de dopamina en e1 SNC, 1o que
provoca una disminucién de la neurotransmisidén en ausencia
de cocaina.

Este fendtmeno puede ser clinicamente observado dentro de
los 7 dias de suspendida la droga, coincidiendo con la anhe-
donia y asociado con el sindrome de abstinencia.

Fase 3: extincién. Si se suprime completamente el acceso
a la cocaina, el deseo vehemente y los recuerdos de la eufo-
ria provocada por la droga disminuyen progresivamente, pro-
duciendo esta fase final de extincién. Si bien las alucina-
ciones cesan en general al discontinuarse el uso, la ilu-
sidén paranoica puede continuar. Este dafo por abuso de la
droga no se ha dilucidado totalmente; sin embargo, se sabe
que el uso crénico de estimulantes produce una degeneraciédn
irreversible de las neuronas, particularmente de la via do-
paminérgica. Una neurotoxina, 6-hidroxidopamina, producida
después del wuso crénico de anfetamina, se considera el
agente causal del dafo. Como 1os sintomas psicol6gicos son
similares para la cocaina, se ha considerado a dicha neuro-
toxina responsable de la psicosis paranoica y del hecho de
que en algunas personas, después de casi 10 afios de abando-

nar el uso de la droga, persiste la anhedonia y el deseo
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vehemente (60) (128). Por ello el porcentaje de recaida sue-
le ser muy alto.

E1 hecho de que la cocaina presente estas caracteristi-
cas en cuanto al sindrome de abstinencia, es decir que no
se observan 1os sintomas dramdaticos Yy a corto plazo de
otras drogas de abuso, y dada la posibilidad de que el adic-
to abandonara el uso por unos dias, parecia indicar que po-
dia existir un manejo de la situacién, y por ello la cocai-
na fue considerada hasta hace poco una droga no adictiva.
Hoy se sabe con certeza que la cocaina no sélo produce de-
pendencia psigquica sino que compromete la dependencia fisi-

ca, resultando asi una droga de alto riesgo.
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VI ANTECEDENTES RELATIVOS A LA IDENTIFICACION Y DETER-

MINACION DE LA COCAINA Y SUS METABOLITOS

Las propiedades estimuiantes y euforizantes de la cocai-
na le han conferido un rol relevante en el trafico y en el
consumo ilicito.

Esto ha generado un interés especial en determinar su
presencia en diversidad de matrices y sobre todo en fluidos
biolégicos, a fin de esclarecer y resolver los aspectos to-
xicolégicos y legales que resultan de la investigaciédn del
abuso de drogas.

Para la eleccién de la metodologia a aplicar es necesa-
rio conocer el objetivo del andlisis, el tipo de muestra,
la experiencia y el equipamiento del laboratorio.

Los principales métodos de identificacién y determina-

cién de la cocaina en muestras provenientes del trafico ili-

cito y de la droga y sus metabolitos en material biolégico,
ya sea con fines de investigacién o para el esclarecimiento
de casos legales, son los siguientes: cromatografia en capa
delgada (CCD), espectrometria infrarroja, cromatografia gas
liquido (CGL),cromatografia liquida de alta presién (HPLC),
cromatografia gas-liquido acoplada a un espectrémetro de ma-
sa (CGL/MS), y ensayos inmunolégicos.

La aplicacién de estas técnicas requiere un previo tra-
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tamiento, dependiendo éste del tipo de muestra a analizar.
Las mas complejas involucran aislamiento mediante extraccio-
nes, purificaciones diversas, derivatizaciones, etc., dando
una variedad de métodos con distinta especificidad y sensi-

bilidad.
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VI.1 ESTUDIOS EN TRAFICO ILICITO

Es fundamental tener en cuenta que en la mayoria de las
muestras provenientes de 1os procedimientos de incautacion
por ejecucion de la ley se desconoce la droga o drogas invo-
lucradas y es necesario contar con métodos que permitan
identificarlas entre una diversidad de sustancias de uso

ilegal.

Aislamiento y purificacién

En el procesamiento de este tipo de muestras, considera-
das mads simples en su andlisis, existen problemas de orden
analitico, debido principalmente a la comercializacién clan-
destina que, con el fin de obtener mayores beneficios econé-
micos, agrega diversos componentes, obteniéndose en algunos
casos mezclas complejas. Tal el caso de la cocaina, que fre-
cuentemente se encuentra diluida con otros anestésicos loca-
les no sujetos a control y sustancias inertes, siendo nece-
sario conocer no s610 la presencia de la droga sino también
Su pureza.

E1 procedimiento del andlisis consiste en un tratamiento
previo Que puede Timitarse a una simple disolucién de la

muestra en los solventes mds comunes, como etanol, metanol
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(129), <cloroformo (51), isopropanol (130), o en mezclas co-
mo cloroformo:etanol (1:1) (131); cloroformo:metanol (3:1)
(132); o bien en el solvente utilizado como fase movil en
la HPLC, por ejemplo acetonitrilo:agua (85:15) con 0,1% de
carbonato de amonio (133), o acetonitrilo:buffer fosfato
(134).

También puede ser necesario efectuar extracciones en me-
dio 4cido y alcalino con solventes no polares, a fin de ob-
tener dos extractos, uno que contiene las posibles drogas
adcidas y neutras, y el otro las alcalinas, que pueden inclu-
so coexistir en la muestra.

Si 1o que se requiere es conocer el contenido en cocaina
de las hojas de coca, el tratamiento es mucho mas exhausti-
vo y puede consistir en reflujar durante 15 minutos con eta-
nol las hojas previamente secadas y pulverizadas. La mezcla
se filtra y el filtrado se evapora hasta sequedad; el resi-
duo se disuelve con cloroformo y es trasvasado a una ampo-
11la de decantacidén, de donde se extrae con solucién de &ci-
do citrico al 1,5% para purificar. La fase acuosa se alcali-
niza con bicarbonato de sodio a pH 8,2 y se efectua la ex-

traccién con cloroformo (20).
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Cromatografia en capa delgada

En este tipo de muestras la técnica mas usualmente utili-
zada para la identificacién y valoracién es la CCD.

Este método analitico versatil, sensible y rdpido, que
permite separar en forma bien definida compuestos estructu-
rales muy parecidos (135), reporta grandes beneficios, en
especial en la resoluciédn de muestras que contienen drogas
desconocidas. Ademas, esta técnica permite el andlisis cuan-
titativo, ya sea en forma directa o indirecta. El método in-
directo consiste en eluir la sustancia adsorbida a la capa
con un solvente adecuado para su evaluacién, por ejemplo,
por teécnicas espectrofotométricas. Hoy en dia se dispone de
los meétodos directos que efectuan la cuantificacién sobre
la placa, detectando cantidades del orden del nanogramo.

Los equipos usados pueden operar por fluorescencia o ab-
sorbancia, 10 que consiste en hacer incidir sobre la sustan-
cia un haz de luz de una longitud de onda determinada y me-
dir la luz emitida o reflejada, dependiendo de las caracte-
risticas de la droga en estudio (135).

E1l gran numero de publicaciones empleando la CCD para
ser utilizada en 1o0os casos del trafico de drogas ilicitas

indica el papel relevante de esta técnica en los laborato-
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rios toxicolégicos (136). Jackson y Clatworthy (129) propo-
nen wuna técnica cromatogrdfica que consiste en obtener zo-
nas demarcadas en la superficie de la placa, mediante la
utilizacién de tres drogas que cumplen el rol de marcadoras
Yy Qque son sembradas conjuntamente en l1os puntos extremos de
la misma. En cada una de estas cuatro zonas que se obtienen
se ubican familias de drogas o bien drogas en particular, y
haciendo uso de una serie de revelantes se puede lograr
identificar la droga en cuestioén,

Para las drogas alcalinas, como la cocaina, el solvente
de desarrollo consiste en una mezcla de cloroformo:metanol
(4:1).

Autores como Bertulli y col.(131) utilizan dos sistemas
ce solventes en forma bidimensional, primero con clorofor-

mo:etanol (1:1) y segundo con metanol:hidréxido de amonio

(100:1,5), logrando separar la cocaina de la morfina, heroi-
na, procaina y otros alcaloides.

varios reactivos de revelado se han investigado a fin de
obtener los posibles limites de deteccidén y las diferencias
de respuesta de las distintas drogas. Utilizando Dragen-
dorff seguido de acido sulfurico al 20% se logra obtener pa-
ra la cocaina un limite de deteccién de 0,5,pg (136) (137).

Baker y Gough (138) examinan guince anestésicos locales,

usando placas de silica gel 60 Fzs«, como solvente de de-
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sarrollo metanol:hidréxido de amonio 2N:nitrato de amonio
IN (27:2:1), y visualizando con luz U.V.254 y 366 nm, segui-
do por revelado con p-dimetilaminobenzaidehido y iodoplati-
nato. La cocaina presenta un Rf similar a la proximetacaina
y butacaina; para poderlas diferenciar se aplican los reve-
ladores mencionados anteriormente, obteniéndose los siguien-
tes resultados: 1la proximetacaina es revelada con luz U.V.
de 366 nm, la butacaina da un color naranja con p-dimetila-
minobenzaldehido, no asi 1la cocaina ni la proximetacaina.
Los quince anestésicos locales estudiados se revelan a 254
nm y dan color con ijodoplatinato.

Dutt y Poh (139) publican un esquema de identificacién
de drogas de abuso basado en l1a CCD y el desarrollo del co-
lor del complejo formado por la droga y la ninidrina al ser
expuesta Jla placa al calor. Las drogas son sembradas en dos
placas Qque se desarrollan con cloroformo:etanol (5:1), se
rocian con ninidrina Yy se someten una a 1002C y la otra a
160QC. De los 49 compuestos que desarrollan color no hay
dos que sean iguales, 10 que es utilizado como una identifi-
cacion preliminar.

Un trabajo presentado por Jukofsky y col.(53) permite di-
ferenciar en forma semicuantitativa la lidocaina presente
en mezclas con cocaina (rock-cocaina) mediante CCD y poste-

rior revelado con 4cido sulfurico al 5% y iodoplatinato.
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La CCD permite separar incluso los diasteroisémeros de
la cocaina, en forma indirecta, segun D.Eskes (140). Des-
pués de hidrolizar las correspondientes ecgoninas y esteri-
ficar con enantibémero 2-octanol, se efectua una cromatogra-
fia sobre placa de silica gel con metanol como solvente de
desarrollo. Siegel y Cormier (141) separan directamente
1-cocaina y d-cocaina (pseudococaina) en capa de silica gel
usando la mezcla cloroformo:metanol (9:1), con visualiza-
cién con reactivo de iodoplatinato. Otra forma de separa-
cién es la propuesta por Allen y col. (142), en la que,
usando también placas de silica gel, utilizan como solvente
acetonitrilo, separando asi cocaina y pseudococaina, hacién-

dolo parcialmente l1os otros dos estereoisémeros.

Cromatografia gas-liquido

Las principales ventajas de la CGL son: alta resolucioén,
velocidad, sensibilidad, sencillez y resultados cuantitati-
vos (143).

Si bien por estas caracteristicas esta técnica supera am-
pliamente 1l1os requisitos para la resolucién del tipo de
muestras expuestas, 1os métodos desarrollados en estos tra-
bajos resultan interesantes y se pueden aplicar a muestras

de fluidos biolégicos donde las cantidades a detectar son
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del orden del nanogramo o picogramo.

También, como 1la cocaina en general no ingresa pura al
organismo sino mezclada con otras sustancias, se reguiere
la separacién de la misma para su identificacién y cuanti-
ficacién en medios biolégicos.

Ademds de las muestras ilicitas, en los laboratorios to-
xicolégicos existe a veces la necesidad de determinar las
concentraciones de cocaina y otras drogas en muestras de im-
portacién 1legal, y cuando estas sustancias son utilizadas
en la instruccién de perros detectores, donde conviene veri-
ficar la pureza de la muestra. Para ello Prager y col.
(132) proponen la CGL en la cuantificacién de cocafna, mor-
fina y heroina. Las sustancias son separadas en una columna
rellena de una mezcla de partes iguales de 5% SE-30 sobre
Chromosorb W y 3% OV-17 sobre Varaport 30. Se emplea tempe-
ratura programada desde 190 a 2400C a 20C por minuto para
la cocaina y el detector de ionizacién de l1lama. La exacti-
tud y precisién son del 5% y 3% respectivamente.

Turner y Elsohly (20) desarrollaron un método para deter-
minar el contenido de cocaina en las hojas de la coca con
una recuperacién del 93% Yy una precisidén del 4%. Despueés
del tratamiento de las hojas como se indicéd anteriormente,
al residuo obtenido se 1le agrega como patrén interno an-

drost-4-ene-3,17-diona en etanol. El1 relleno de la columna
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es de 6% OV-1 sobre Chromosorb W., las temperaturas de la
columna, inyector y detector son respectivamente 2200C,
2950C y 3000C, y el detector es de ionizaci6én de 1lama.

Jindall y <col.(51) examinan cocaina ilicita y separan y
cuantifican 1la lidocaina presente en este tipo de muestras
utilizando una columna rellena con 3% OV-17 y detectores de
ionizacién de 1lama y de nitrégeno.

Los picos obtenidos son identificados por espectrometria
de masa. Gough y Baker (144) mencionan varias fases estacio-
narias usadas en CGL para separar 40 drogas. La fase SP -
2250 es un metilfenil/dimetilsilicona semejante a la OV-17
pero con mayor poder de resolucién. En cuanto a la 0vV-275,
permite separar compuestos con estructuras similares, como
cocaina y metacualona, 10 cual no se logra con otras fases.

Un estudio realizado por Roberson (145) sobre la reprodu-
cibilidad en 1la cuantificacién de cocaina por CGL pone en
evidencia 1los distintos pardmetros que afectan dicha deter-
minacidén; por supuesto, la mayoria no son unicos para la co-
caina y son propios de la técnica. Pero este autor tiene en
cuenta Qque la irreproducibilidad en los resultados se debe
a la posibilidad de que la conversi6tn del clorhidrato de co-
caina a la base libre por descomposicién térmica sea incom-
pleta o lenta; este problema surge preferentemente debido a

la pérdida de solvente en el momento de la inyeccién, cau-
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sando la descomposicién dentro de la aguja.

Lukaszewski y Jeffery (146) sugieren ademas que la metil-
ecgonidina encontrada en muestras de cocaina ilicita se de-
be a un artefacto de la técnica mas que a la presencia real
de este compuesto, que se produce por eliminacién del acido
benzoico de la cocaina durante la inyeccién en el CGL a tem-

peraturas de 2500C.

Cromatografia liquida de alta presién

La ventaja de esta cromatografia es qQque su espectro de
aplicacién es mas amplio que el de la anterior (147), y tie-
ne 1la ventaja de no requerir derivatizaciones en el caso de
los metabolitos de la cocaina y ser excelente en el anali-
sis de sus isbémeros, en contraste con la CGL que puede cau-
sar descomposicién. Sin embargo, el uso de la HPLC en los
andlisis de rutina para la identificacién de drogas en 1los
laboratorios toxicolégicos y forenses estd mas limitado.
El1lo se debe a la baja precisién en los tiempos de reten-
cién relativa con respecto a 1os de la CGL y la dificultad
en corroborar los picos de identificacién.

E1l empieo de detectores de U.V. de longitud variable pre-
senta dos dificultades: la de no obtener tiempos de reten-

cibn precisos y la de no lograr un espectro cualitativo a
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bajas concentraciones. Baker y col.(148) intentan resolver
estos problemas usando un detector de U.V. de longitud de
onda dual a 254 nm y 280 nm. Logrando caracterizar 101 dro-
gas de interés toxicolégico por sus tiempos de retencidon re-
lativos y el valor de la relacién de absorbancias a 254 nm
y 280 nm (Az2s4/A280), si se utiliza solamente el tiempo
de retencién se logra identificar el 9% de las drogas, mien-
tras que considerando también la relacién de absorbancias
se logra distinguir el 95%.

Para la cocaina el sistema cromatografico consiste en
una columna de mPorasil y fase mévil metanol:hidréxido de
amonio 2N:nitrato de amonio 1IN (27:2:1); el tiempo de reten-
cién resulta ser igual al de la fenazocina y procainé. Sin
embargo la relacién A2s54/A280 para estas tres drogas
presenta una gran variacién en 1los valores, que permite
identificarlas.

Smith, Hurdley y col.(149) (150) (151), después de efec-
tuar un estudio intensivo gobre los factores que alteran
los tiempos de retencién, en especial en el caso de los
anestésicos locales, proponen un método con alto grado de
reproducibilidad y que puede formar parte de un banco de da-
tos para la identificacién de drogas. La columna es de Hy-
persil ODS y estd termostatizada a 300C; las drogas son

eluidas con metanol:agua:acido ortofosférico 1%:n-hexilami-
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na (150:350:500:7) a pH2,5. E1 volumen muerto de la columna
es determinado utilizando una inyeccién de metanol.

Otra forma de resolver los problemas de esta técnica cro-
matogradfica es la propuesta por Trinler y Reuland (133),
que permite la identificaciétn de cocaina adulterada con al-
gunas de 1las siguientes sustancias: benzocaina, procaina,
tetracaina, 1lidocaina o lactosa, combinando la HPLC con es-
pectrofotometria infrarroja. Lewin Yy col.(130) logran una
excelente separacioéon de 1los 1sdmeros de la cocaina emplean-
do una columna de Partisil 10-PXS, eluyendo con isopropanol-
:heptano:dietilamina (25:75:0,1) y detector U.V. a 230 nm.
Cada isdémero es calibrado con el standard interno N,N-diben-
2ilbenzamida.

E1l método de Schwartz y David (134) utiliza un detector
electrogquimico porque se basa en la oxidacién electroquimi-
ca del nitrégeno terciario; la columna es de fase reversa
de Whatman Partisil 10-0DS-3, la fase mévil acetonitrilo:-
buffer fosfato (pH 6ptimo entre 6 y 8), y logra asi una pre-

cisién y linealidad en la respuesta y un limite de detec-

cién para la cocafna de 2 ng.
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VI.2 ESTUDIOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS

E1 conocimiento de 1la cinética y el metabolismo de la
cocaina ha permitido encauzar la correcta interpretacién de
los datos obtenidos en fluidos biolégicos.

Como se mencionara en el capitulo correspondiente a meta-
bolismo, la cocafna es excretada como tal por orina en una
muy pequefia proporcién de la ingresada, siendo la BEc el
principal metabolito, siguiendo en importancia el EMEc y la
Ec.

Por ello resulta indispensable el estudio de los metabo-
litos de la cocaina. Sin embargo, la identificacién y la va-
loracién de la droga y sus metabolitos en muestras biolégi-
cas no se hallan libres de dificultades.

La cocaina, por ser lipofilica, puede ser extraida del
material biolégico mediante solventes no polares; sin embar-
go, los metabolitos son mas polares e hidrofilicos y requie-
ren para su extraccion solventes polares. Esto ocasiona la
coextraccion de componentes de la muestra que interfieren
en la posterior deteccién y determinacién de los productos
de la biotransformacioén.

E1l empleo de solventes de polaridad media disminuye las
interferencias pero requiere una exhaustiva y continua ex-

traccién o salting-out o extraccién liquido-sdlida poste-
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rior a una liofilizacién del material. Estos métodos son en-
gorrosos, en muchos casos ineficientes y relativamente no
selectivos.

Los métodos tradicionales utilizados en la investigacién
de drogas en fluidos biolégicos empleaban para el aislamien-
to solventes no polares, perdiéndose por 1o antedicho una
valiosa informacién. Por otra parte, en posibles casos de
sobredosis se puede desestimar la cantidad de cocaina ingre-
sada.

Otro aspecto ya mencionado y a tener en cuenta es que la
cocaina puede sufrir transformaciones durante el tiempo de
almacenamiento de 1la muestra y en el tratamiento para su
aislamiento de 1la matriz. Por ejemplo, si se trata de una
muestra de sangre es necesario prevenir la hidré6lisis por
esterasas, Yy en una muestra de orina controlar el pH de la
misma.

A diferencia de las muestras provenientes del trafico
1licito, el aislamiento y purificacién de la droga y sus me-
tabolitos en fluidos biolégicos es la parte mas critica en

la metodologia a aplicar.

Aislamiento y purificacién

Meola y Vanko (152) plantean un método para detectar va-
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rias drogas en orina, entre ellas la cocaina y sus metaboli-
tos. Las drogas son adsorbidas de la orina por carbén pre-
viamante tratado con buffer de carbonato-bicarbonato de so-
dio, para luego ser selectivamente eluidas con éter etilico
o la mezcla cloroformo-isopropanol (50:10). Esta adsorcién
preliminar sobre el carbén permite que la identificacién
posterior por CCD tenga muy pocas interferencias.

En la publicacién de Mueller y col.(153) se presenta un
método para detectar y confirmar la presencia de BEc en ori-
na humana que incluye una extraccién con la resina Amber-
lite XAD-2 y elucidn con metanol, que se evapora. La purifi-
cacién del extracto se efectua disolviéndolo con buffer car-
bonato-bicarbonato 0,1 M y extrayendo con cloroformo:isopro-
panol (13:7). La fase organica se evapora, se disuelve en
metanol y se realiza una CCD.

Una metodologia completa es desarrollada por Rafla y
Epstein (154) para la identificacién por CCD y CGL de la co-
caina, sus metabolitos mds importantes, sus diluyentes mds
comunes en muestras del trafico ilicito y otras drogas de
abuso que pueden estar presentes en orina humana.

La orina se acidifica con acido clorhidrico a pH 2 y se
extraen las drogas acidas y neutras con éter, separando las
fases. La fase correspondiente a la orina se alcaliniza con

hidréxido de amonio (25%), ajustando el pH entre 8 y 9. Se
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liberan los &cidos carboxilicos débiles, BEc y Ec, otros me-
tabolitos y la cocaina, que se extraen con cloroformo:iso-
propanol (3:1).

El empleo de la cocaina en el "dpping" de galgos motivéd
el estudio del metabolismo, excrecién y detecciédn en orina.
Lewis (155) propone una extraccién de la cocaina con cloro-
formo, previo ajuste del pH a 3-4 con acido acético. La fa-
se organica separada es lavada con solucién saturada de bi-
carbonato de sodio, luego filtrada y evaporada a sequedad.
La fase acuosa remanente se alcaliniza a pH 9-10 con carbo-
nato de sodio sélido y se extrae la BEc con cloroformo:iso-
propanol (95:5). La fase organica es agitada con &acido sul-
furico 0,1 M. La fase acuosa acida es trasvasada y se ajus-
fa nuevamente el pH a 9-10, extrayéndose nuevamente con la
mezcla de solventes citada.

Otras técnicas desarrolladas por nuestro grupo de traba-
Jo (156) (157) (158) permiten la identificacién de BEc y Ec
en muestras de orina por CCD. La BEc es aislada de la orina
mediante técnica de salting-out con carbonato de potasio,
utilizando como solvente de extraccidén acetato de etilo.

Para la extraccidn y purificacidn de la Ec se somete pre-
viamente la muestra de orina a un tratamiento fuertemente
alcalino, con HONa 40% y calentamiento, a fin de concluir

la hidr6lisis de los ésteres que la preceden en la cadena



163

de transformacién. Se utiliza la técnica de salting-out, ex-
trayendo con acetato de etilo:isopropanol (3:1). La fase or-
ganica se evapora y el residuo se toma con metanol, gue se
purifica a través de dos columnas con distintos rellenos.
La primera es de silica gel y se eluye con metanol, descar-
tando 1los primeros 1,5 ml y recogiendo una segunda fraccioén
de 6 ml que es evaporada. El residuo se disuelve con cloro-
formo:metanol:amonfaco (80:20:3) y se siembra en la segunda
columna rellena con celulosa, se eluye con la mezcla ante-
rior descartando 1los primeros 7 ml y recolectando los 8 ml
sigulentes, qQque son evaporados.

Otros autores, como Goenechea y col.(79), también propo-
nen como 1ndicador del abuso de la cocaina a la Ec y para
ello transforman a la droga y sus metabolitos, BEc, EMEc,
en Ec, mediante hidrélisis alcalina con solucién de hidré-
xido de sodio al 10%, ajustando el pH de la orina a 13 y ca-
lentando a reflujo por 30 minutos. Después de enfriar, la
mezcla se acidifica hasta pH 6-7 con acido clorhidrico al
10 y 1la Ec es aislada por pasaje a través de una columna
rellena con resina de intercambio catiénico, eluyendo con
hidréxido de amonio al 25%. E1 eluido es pasado a través de
una columna rellena con resina de intercambio aménica y se
eluye 1luego con acido clorhidrico al 10%. La solucién acida

es trasvasada a un balén, se le agrega metanol y unas gotas
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de tolueno y es secada al vacio y 600C.

Ambre y col.(69) (159) identifican por CCD y CGL/MS a la
cocaina y su metabolito EMEc, en muestras de orina humana.
Se ajusta el pH de la orina a 8,5-9,0 con borato de sodio y
se extrae con cloruro de metileno:isopropanol (3:1).

A fin de investigar la distribucién de 1a cocaina en los
tejidos en los casos fatales de administracién de la droga,
Poblis y <col.(61) tratan fluidos biolégicos y homogenatos
de tejidos con buffer carbonato para obtener un pH de 9,6 y
extraen con heptano:alcohol isocamilico (98:2). La fase orga-
nica separada se agita con acido sulfurico (50 mmol/1) y la
fase 4&acida es posteriormente tratada con heptano:alcohol
isoamilico, separandose esta Ultima fase.

Otro procedimiento para la extraccién y purificacién de
cocaina y BEc en muestras de sangre es la propuesta por
McCurdy (160). Un volumen de sangre al que se le agrega buf-
fer de cloruro de amonio e hidréxido de amonio de pH 10, es
pasado a través de una columna rellena con una tierra de
diatomea (JETUBE), eluyendo con cloruro de metileno:etanol
(9:1); 1la fraccién recolectada es evaporada para proseguir
el analisis.

Chinn y col.(161) desarrollan un método que permite de-
terminar cocaina, BEc Yy NC en distintos medios biolégicos

en casos de intoxicaciones en las cuales estd involucrada
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la droga. Sugieren dos procedimientos de extraccién, uno pa-
ra cocaina Yy NC, que consiste en una extraccién directa de
la muestra con tolueno:heptano:alcohol isocamflico (70:20:
10), previa alcalinizacién con fosfato de potasio al 50%.
En el otro para cocaina y BEc, el tratamiento es mas
complejo debido a 1las caracteristicas del metabolito. Se
ajusta el pH de la muestra a 7, si es necesario, y se
extrae con cloroformo:isopropanol (9:1); se descarta la
fase acuosa y la orgadnica se evapora a sequedad.

Un procedimiento analitico para la determinacién simulta-
nea de cocaina y BEc en fluidos y tejidos biolégicos ha si-
do desarrollado por Guesemer y col.(162). La extracciéon se
efectia con la mezcla cloroformo:etanol (80:20), y esta fa-
se es evaporada.

En cambio, Jacob y col.(163) efectuan un aislamiento y
purificacién mds intensivos para luego determinar cocaina y
BEc por CGL. La orina o el plasma son alcalinizados a pH
8,5 con buffer carbonato 1 M y la mezcla es extraida con
cloroformo:isopropanol (1:1); 1la fase organica se separa y
se evapora. E1 residuo es tratado con cloruro oxalico y bu-
tanol y calentamiento en bafio de agua por 20 minutos. Des-
pués de enfriar, la mezcla es alcalinizada con carbonato de
potasio 2 M y extraida con tolueno:2-metilbutanol (9:1). La

fase organica es extraida con acido sulfurico 0,5 M y la
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fase acuosa se reextrae con acetato de butilo.

Teblett y McCarteney (164) purifican las muestras de ori-
na o sangre aplicandolas a una columna Bond-Elut Cs acti-
vada con metanol y buffer pH 9,5 de carbonato-bicarbonato y
secada; luego se lava con la solucién buffer. Las drogas ad-
sorbidas y 1la BEc son eluidas con cloroformo:isopropanol
(4:1). Para 1la identificacién y cuantificacién de cocaina,
BEc y EMEc en orina humana, Mule y Casella (165) alcalini-
zan a pH 9 con carbonato de potasio y bicarbonato de sodio
s6lidos en 1la proporcién de 1 a 2, y extraen con clorofor-
mo: isopropanol (9:1).

Javaid y col.(166) describen un método para la determina-
cibn de cocaina en orina humana, plasma y glébulos rojos.
La droga es extrafda con ciclohexano del material biolégico
previamente alcalinizado a pH 8-9 con solucién saturada de
borato de sodio.

En cambio, Masoud y Krupski (167) alcalinizan con carbo-
nato de sodio y extraen con éter; a esta fase separada se
le agrega solucidén de acido acético, se agita y centrifuga
y la fase acuosa acida se alcaliniza nuevamente y se extrae
con n-hexano.

Khan y <c¢ol1.(168) aplican un procedimiento similar, pero
alcalinizan con 1la mezcla de carbonato de sodio y fosfato

disédico, y 1la segunda extraccién la efectlian con heptano.
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Los nuevos metabolitos hallados en orina por Smith y
col.(83) (84), hidroximetoxibenzoil-metilecgoninas, son ais-
lados utilizando cloroformo:isopropanol (9:1), previa alca-
linizacién de la orina a pH 8,5 con solucién saturada de bo-
rato de sodio. A la fase orgdnica se le aifade Aacido clorhi-
drico 0,1 N y se agita; la fase acuosa se separa y alcalini-
za nuevamente para efectuar una segunda extracciéon con la
mezcla citada anteriormente. La fase orgadnica es transferi-
da y evaporada a sequedad.

Estos métodos de aislamiento y purificacién expuestos
sOn necesarios para poder aplicar 1aé técnicas mas comunmen-
te utilizadas, como la CCD, CGL y HPLC, y el inmunoensayo,
a fin de garantizar la identificacién y valoracién de la co-

caina y sus metabolitos en fluidos ¥y tejidos biolégicos.

Cromatografia en capa delgada

Los extractos obtenidos durante la extraccién y purifica-
cién se disuelven en un solvente adecuado y se siembran en
placas de silica gel GF 254,

Para separar cocaina de algunos de los diluyentes mas co-
munes (lidocaina, benzocaina, procaina), la placa se trata
previamente al desarrollo cromatogrdafico con hidréxido de

sodio 0,1 N, siendo el eluyente acetato de etilo:metanol
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(80:20). Los solventes que permiten separar cocaina de BEc
y Ec son metanol y cloroformo:metanol (50:50) (154), y me-
diante 1la mezcla de benceno:acetato de etilo:metanol:hidré-
xido de amonio (40:45:13,5:0,5) se logra la separacién de
EMEc (159).

A fin de identificar BEc se utiliza cloroformo:metanol:-
hidréxido de amonio:agua (70:30:1:0,5) (155), o metanol:clo-
roformo (75:25) en atmésfera de amoniaco (156).

Para Ec se realizan dos corridas cromatograficas sucesi-
vas con metanol hasta la misma altura (157).

Los reactivos utilizados son iodoplatinato, que permite
detectar la cocaina y la BEc con una sensibilidad del 2-3

Mag/ml (153); el triioduro de potasio, que detecta hasta 1
Ag de BEc (155). Se obtiene una mayor sensibilidad usando
el reactivo de Dragendorff seguido por acido sulfdrico di-
luido y posterior exposicién a vapores de iodo, siendo para
cocaina de aproximadamente 0,1 mug/ml y para BEc de 0,25

ng/ml (169).

Cromatografia gaseosa

La CGL requiere una previa derivatizacién de los metabo-
l1itos mds polares, como la BEc y la Ec.

Para BEc puede consistir en una derivatizacién a cocaina
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con el reactivo metilante hidréoxido de trimetilanilinium
(155). ta conversién a etilbenzoilecgonina (cocaetileno)
tiene 1la ventaja de permitir diferenciar en el cromatograma
la cocaina y la BEc. Se realiza con sulfato de tetra-butila-
monio, hidréxido de trimetilanilinium, ioduro de etilo y
N-N' dimetilacetamida, calentando a 1000C durante 8 minu-
tos, 1lograndose una reaccién virtualmente completa, pero
que requiere purificacién y extraccién previa a la CGL
(161).

valentour y col.(85) proponen otro esquema que involucra
la extraccién y alquilacién simultanea.

La muestra de sangre, bilis, orina u homogenato de teji-
do se extrae con cloroformo:etanol (4:1). Esta fase se sepa-
ra, se filtra y se le agrega acido sulfurico 0,5 N. La fase
acuosa es transferida y se ajusta el pH entre 10,5 y 12 con
solucién saturada de fosfato trisédico e hidréxido de sodio
6 N. Se afade la solucién de cloruro de tetrahexilamonio,
la mezcla de cloroformo-n—-octano y ioduro de etilo, se agi-
ta durante 20 minutos, se separa la fase organica y se rea-
liza 1a CGL de la misma.

La BEc también puede ser etilada por reacciédn del resi-
duo con etanol:acido sulfurico (2:1) a 852C durante 10 minu-
tos. Una vez enfriada la soluci6én es lavada con éter etili-

co, luego se alcaliniza la fase acuosa con solucidén de car-
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bonato de sodio y se extrae con cloroformo (163).

La esterificacion del metabolito se realiza con N,N-dime-
tilformamida dipropil acetal en dimetilformamida, calentan-
do a reflujo durante 30 minutos. La mezcla enfriada es puri-
ficada por acidificacién con acido sulfurico 0,5 N y extrac-
ciébn con la mezcla tolueno:heptano:alcohol isoamilico (76:
20:4). La fase organica se descarta y a la acuosa se le afa-
de hidréxido de sodio 1t N y fosfato de potasio (50%), y se
extrae nuevamente con la mezcla antes citada. Esta fase se
separa y evapora (162).

Otros agentes derivatizantes son el usado por Mule y Ca-
sella (165), el anhidrido de pentafluoropropiénico, o por
Taylor y col.(171), el trifluoro-N-metil-N-(trimetilsilil)
acetamida, que requiere calentamiento a 700C por 15 minu-
tos.

Para Ec el agente empleado es la N.O.bis trimetilsilila-

cetamida y la sililacién se efectlia a 800C durante 20 minu-
tos (172), o bien N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetami-
da, calentando a 700C por 20 minutos en un bafio de agua
(79).

E1 EMEc puede ser cromatografiado directamente sin deri-
vatizacién utilizando las fases estacionarias comunmente em-
pleadas en la CGL.

Sin embargo, pueden existir serias dificultades en el
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andlisis si no se cuenta con espectrégrafo de masa, ya que
existen componentes voldtiles en los extractos provenientes
de 1las muestras de orina que pueden interferir. Por otra
parte, debe evitarse el uso del metanol como solvente para
disolver el residuo que serd cromatografiado, ya que puede
resultar la metilacién de la Ec y BEc presentes en la mues-
tra e incrementar los valores del EMEc y la cocaina respec-
tivamente (69) (159).

Tampoco requieren derivatizacién la cocaina y la NC.

Las condiciones para la CGL de la droga y sus metaboli-
tos son comunes; las fases estacionarias mas utilizadas son
3% OV-17 en gas Chrom Q o en Chromosorb W-HP, 2%, 3% o 10%
OvV-101 en gas Chrom.Q o Chromosorb W-HP, 3% OV-1 Chromosorb
W-HP. Werner y col.(172) emplean una mezcla de dos fases 1i-
quidas, 2% metilfenilsilicona (SP-2110) y 1% SP-2510 DA,
que les permite separar cuarenta drogas, entre ellas la co-
caina, que pueden estar presentes en el suero y que no re-
gquieren derivatizacion.

E1 detector mas generalmente utilizado es el de ioniza-
cién de 1lama, y tiene una sensibilidad de 0,2 ug/ml. Se lo-
gra mejorar este valor alrededor de 50 a 100 veces usando
el detector de captura de electrones o de nitrégeno-fosfo-
ro; este ultimo responde selectivamente a los compuestos

que contienen nitrégeno y ha permitido cuantificar concen-
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traciones tan bajas como de 2 ng/ml para cocaina y 5 ng/ml
.-para BEc (163).

La alta especificidad y sensibilidad de 1a CGL acoplada
a la espectrometria de masa puede ser aplicada al andlisis
de cocaina y sus metabolitos, en los modos de impacto elec-
trénico y ionizacidén quimica, con una sensibilidad de menos

de 5 ng/ml1 (57) (71) (162).

Cromatografia ligquida de alta presion

Esta técnica presenta la ventaja de no requerir derivati-
zaciones previas para los metabolitos, como en el caso de
la CGL, aunque hay que tener en cuenta que la sensibilidad
es menor.

Las columnas wutilizadas son de fase reversa u Bondapak
Cisa, ODS-HC Cis, Hypersil-ODS o Micropok MCH 10, y el
detector de 1luz ultravioleta a las longitudes de onda de
254, 232 o 229 nm.

En un estudio efectuado por Fletcher y Hancock (173) és-
tos logran separar la cocaina y la BEc utilizando como sol-
vente de elucién agua:metanol (45:55) a pH 3,8. Otro solven-
te que permite separar cocaina, BEc y NC es el propuesto
por Evans y Morarity (72), que consiste en la mezcla agua:a-

cetonitrilo:metanol (8:1:1) conteniendo un 1% de acido aceé-
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tico y 0,3 M de EDTA, si bien la separacién entre cocaina y
NC no es del todo satisfactoria.

Masoud Yy Krupski (167) trabajaron sobre plasma, logrando
separar la cocaina de algunos de 10s anestésicos locales y
drogas, pero existen interferencias importantes, como la 1li-
docaina. En el analisis en suero de analgésicos no Opiéaceos
y cocaina, Hackett y col.(174) utilizan como fase mévil 35%
acetonitrilo en 4acido fosférico 0,01%-cloruro de sodio
0,01% en solucién de pH 2,8, usando el detector U.V. a 210
nm, obteniendo para la cocaina un limite de deteccién de 25
ng/ml.

Garrett & Seyda (175) efectuan un estudio de la hidréli-
s1s de la cocaina a BEc en solucion acuosa y en plasma y se-
paran ambas utilizando como fase mévil acetonitrilo:0,085 M
buffer acetato (25:75), a pH 3,6, y logran para la cocaina
una sensibilidad de 15 ng/ml. En general, la sensibilidad

de la HPLC se considera del orden de l1os 50 ng/ml.

Métodos inmunolégicos

E1l desarrollo de métodos analiticos que incorporan las
técnicas inmunolégicas a la resolucidédn de muestras biolédgi-
cas 1implicadas en el abuso de drogas se ha incrementado de-

bido a que nho se requiere un tratamiento previo de la mues-
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tra, y por 1lo tanto resultan ser de rdpida y facil ejecu-
cion.

Las técnicas mas utilizadas son la de radioinmunoensayo
(RIA) e inmunoensayo de enzima multiple (EMIT), y se han
aplicado principalmente a orina, siendo analizado el mayor
metabolito urinario de la cocaina, la BEc.

Si bien se ha logrado una mayor sensibilidad en estas
técnicas, a fin de que tenga sentido su aplicacién, conti-
nuan careciendo de especificidad.

En el caso del EMIT, Fletcher (176) ha comprobado que
presenta una excelente reproducibilidad y una especificidad
relativamente buena, que en general no estd afectada por
los preservadores que pueden estar presentes en las mues-
tras de orina (nitrato de fenilmercurio, fluoruro de so-
dio). Sin embargo, se ha comprobado que la BEc exhibe una
importante reactividad cruzada con la Ec. Las modificacio-
nes introducidas sobre esta técnica han permitido lograr un
limite de deteccidn del orden de los 300 ng/ml (71) (177).

Mulé y col.(178) realizaron una evaluacién del RIA para
BEc en orina humana, confirmando las reacciones cruzadas
que, en orden decreciente, producen cocaina, BNEc, NC, pseu-
dobenzoilecgonina, siendo mucho menor para pseudococaina,
EMEc, Ec y NEc.

Los resultados negativos falsos no superan el 1% y los
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positivos falsos el 3,5%, comparando con la CGL que se em-
plea como técnica de referencia.

La CGL se utiliza para confirmar, en el caso de resulta-
do positivo del RIA, la presunta presencia de BEc, 0 mas am-
pliamente, el uso de la cocaina.

La deteccién de drogas en exudados, manchas bioldgicas vy
pelos ha requerido mas exhaustivos estudios para poder apli-
car el RIA. Smith y Liu (179) han reportado la deteccién de
cantidades equivalentes de BEc tan bajas como 10 ng en su-
dor, 570 pg en manchas de sangre menstrual, y 6,2 ng en pe-

1o.
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PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental consta de:

I) Desarrollo de un método para el aislamiento y purifi-
cacién de cocaina, benzoilecgonina y ecgonina a partir de
muestras de orina, y puesta a punto de las técnicas para la

identificacién y valoracion de las sustancias citadas.

II) Estudio comparativo de las variaciones en la excre-
cién de 1la droga y sus metabolitos en ratas intoxicadas en
forma crénica durante un periodo de 29 dias, en muestras de

orina tomadas a distintos tiempos.
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DESARROLLO DE UN METODO PARA EL AISLAMIENTO, PURI-
FICACION, 1IDENTIFICACION Y VALORACION DE COCAINA,

BENZOILECGONINA Y ECGONINA EN MUESTRAS DE ORINA

EQUIPOS, MATERIALES Y METODO

Cromatégrafo gas 1iquido (CGL) Hewlett Packard, modelo
5840 A, con detector de ionizaci6én de 1llama.

Columnas de vidrio de 1,80 m por 4 mm.

Rellenos: 2% 0.V.101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh
y 3% 0.V.101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh.

Gases: nitrégeno, 4 bandas extra seco, aire e hidrégeno.

Cromatégrafo liquido de alta presiédn (HPLC) varian, mode-
lo 5000, con detector U.V. a 254 nm,

Columna de 30 cm de longitud por 0,4 cm de diametro in-
terno, de fase reversa de silica gel de 10 u de diame-
tro, 1ligadas a grupos octadecilo (Micropack MCH 10).
Espectrofotémetro infrarrojo Perkin Elmer Mod. 783
Columnas para cromatografia de 15 cm de altura por 0,4
cm de didmetro interno, especialmente disenadas y que
tienen una boca tipo embudo en la parte superior.
Relleno: silica gel 60 purisima para cromatografia en

columna tamadoc de grano 0,063-0,200 mm (70-230 mesh
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ASCM) Merck, Art.7754.

Agitador de tubos tipo Vortex.

Centrifuga hasta 3.000 rpm aproximadamente.
Evaporador rotatorio al vacio.

pH metro

Cromatofolios de silica gel F254 Merck.

Drogas y reactivos

Clorhidrato de cocaina Merck
Clorhidrato de benzoilecgonina Merck

Ciornidrato de ecgonina Merck

Las demds drogas y solventes empleados fueron de grado

analitico.

Reactivo de Dragendorff (modificacién introducida en 1la
Catedra de Toxicologia y Quimica Lega1 de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos

Aires):

Preparar hirviendo 2,6 g de subnitrato de bismuto y 7 g

de ioduro de potasio, por pocos minutos, en 25 ml de acido
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acético glacial. Dejar durante una noche, filtrar para eli-
minar el acetato de potasio y agregar 80 ml de acetato de
etilo por cada 20 ml de filtrado. La solucién se almacena,
protegiéndola de la 1luz. Antes de usar diluir 25 ml de 1la
solucién anterior con 25 ml de acido acético glacial y 60

ml de acetato de etilo.

Clorhidrato de ecgonina:

Aparte del clorhidrato de ecgonina Merck empleado como
testigo, se obtuvieron en nuestrollaboratorio mayores canti-
dades de dicha droga por hidrélisis de la cocaina en medio
de 4cido clorhidrico, cristalizacién y purificacién por cro-
matografia en columna, comprobidndose su pureza por espectro-
fotometria U.V. (180) y espectro infrarrojo en disco de bro-
muro de potasio (Figura 25).

A 250 mg de clorhidrato de cocaina se le agregan 50 ml
de 4&cido clorhidrico 2 N y se calienta durante 36 horas so-
bre una plancha a temperatura regulada de 800C. A medida
que el agente hidrolizante se evapora, se repone a fin de
mantener el volumen de liquido original. En la ultima eta-
pa, por el contrario, se concentra la muestra hasta un volu-
men aproximado de 5 ml. Se deja enfriar y se precipita el

clorhidrato de ecgonina por agregado de 25 ml de acetona,
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se centrifuga, se descarta el l1iquido sobrenadante y el pre-
cipitado es lavado repetidamente con acetona y cloroformo y
la sal es secada a presién reducida.

E1 clorhidrato de ecgonina asi obtenido requiere la puri-
ficacién a través de una columna de celulosa, eluyendo con
la mezcla cloroformo:metanol:amoniaco (80:20:3) y recolec-
tando la segunda fraccién de 7,5 a 15 ml. Esta fraccién se

evapora a sequedad en el rotavapor.

Jaulas metabdélicas

Disefié, junto con la Dra.Marfa Lourdes Paviolo, una modi-
ficacién del sistema de recoleccion de las orinas de ratas,
especial para este trabajo, que suplanta a los ya conocidos
(Figura 26), obteniéndose orinas con un pH entre 6,0 y 6,8,

A fin de optimizar aun mas el pH de la orina, efectué la
recoleccién en vasos de precipitado de vidrio de 30 ml, los
cuales fueron enjuagados el dia anterior a su uso con acido
sulfurico 0,1 N y escurridos.

La recoleccidén de las muestras se efectud a temperatura
ambiente durante periodos de 24 horas. En caso de no usarse
inmediatamente, las orinas se congelaron a -200C hasta el

momento de su uso.
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Animales de experimentacién

Ratas Wistar hembras de peso entre 180 y 220 g y aproxi-
madamente 3 meses de edad, ubicadas en un ambiente climati-

zado y con periodos alternados de luz y oscuridad.

Método de determinacidén de cocaina, benzoilecgonina y

ecgonina

Comprende 1las siguientes etapas: aislamiento mediante
extracciones, purificacién por extracciédn o por cromatogra-
fia en columna, identificacidén y determinacién de cocaina y

ecgonina por CGL y benzoilecgonina por HPLC.
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Figura 26: a) jaula metabélica; b) disefio del embudo con
canaleta separadora
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.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA COCAINA Y SUS

METABOLITOS EN ESTUDIO

Cocaina:

Base:

Metil-benzoilecgonina
8-azabicyclo [3.2.1] octane-2-carboxylic acid-3
(benzoyloxy)-8-methyi-methyl ester [1R~-(exo,
exo0)]
C17H21NO4 : 303,35
Punto de fusidn: 960 a 980C
Solubilidad: soluble en etanol (1 g en 7 ml),
en éter (1 en 4), en cloroformo (1 en 0,5) y en
otros solventes organicos; poco soluble en agua
(1 en 1300)
pKa: 8,6
Espectro ultravioleta:
en etanol maximos: 230, 274, 281 nm
minimos: 217, 260, 279 nm
en acido sulfurico 0,1t N
madximos: 233 nm (E 1%, 1 cm 470)
minimos: 275 nm (E 1%, 1 cm 38)
inflexién: 281 nm
Espectro infrarrojo, en disco de bromuro de po-
tasio; los principales picos son a:

1275, 1700, 1106 6 1728 (Figura 27)
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Clorhidrato: C17H22C1NO4 :339,81

Punto de fusién: 1950C

Rotacién oOptica especifica de una solucidn al
2%: -70Q a -72@

Solubilidad: soluble en agua (1 en 0,5), en
etanol (1 en 4,5), en cloroformo (1t en 18);
casi insoluble en éter.

Espectro ultravioleta:

en agua maximos: 233 y 274 nm

minimos: 211 y 261 nm

Benzoilecgonina:

Base:

8-azabicyclo [3.2.1] octane-2-carboxylic acid-3
benzoyloxy-8-methyl

Ci1eH19NO4 : 289, 34

Punto de fusidn: 86-920C (descomposicién a
1950C)

Solubilidad: soluble en agua, soluciones acidas
y alcalinas, débilmente soluble en etanol, meta-
nol, acetato de etilo, acetonitrilo; insoluble
en cloroformo, éter.

Espectro infrarrojo, en disco de bromuro de

potasio (Figura 28).
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Ecgonina:8-azabicyclo [3.2.1] octane-2 carboxylic acid-

3-hydroxy-8-methyl, [1R-(exo, exo0)]

Base: CoH15NOs : 185,22
Punto de fusién: 1980C (descomposicién 2050C)
Solubilidad: soluble en agua (1 en 5), etanol
(1 en 67), metanol (1 en 20), acetato de etilo
(1 en 75); insoluble en éter y cloroformo.

pKa: 11,11

Clorhidrato:
Punto de fusién: 2460C
Solubilidad: soluble en agua, etanol y metanol;
insoluble en éter, cloroformo, acetona.
Espectro infrarrojo en disco de bromuro de

potasio (Figura 25)

(181) (182) (183)
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I.3 RESULTADOS Y DISCUSION

I.3.1 DESARROLLO Y MODIFICACION DE TECNICAS PARA LA
IDENTIFICACION Y VALORACION DE COCAINA Y SUS

METABOLITOS

Cocaina

De acuerdo con los antecedentes bibliograficos
exi1stentes para Jla 1i1dentificacién y cuantificacién de la
cocaina, se decidié aplicar 1la CGL previo ajuste de las
condiciones cromatograficas.

LCS primeros estudios se efectuaron con las condiciones

que se describen a continuaciéon:

Columna: de vidrio de 1200 mm por 4 mm
Gas transportador: nitrégeno 50 ml/min
Detector: 1onizacién de 1lama

Aire: 200 ml/min

Hidrégeno: 40 ml/min

Temperatura del inyector: 2500C
Temperatura del detector: 2750C
Sensibilidad: 3.10°% a.f.r.

Atenuacioén: 9
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Velocidad del papel: 1 cm/min & 0,5 cm/min.

La columna se rellena con la fase estacionaria 2% O.V.-
101 éobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh, y se fija como tem-
peratura de la columna 2000C.

Para probar dicho sistema se colocé en un tubo 100 ul de
una solucidén etandlica de cocaina de 1 mg/ml, se evaporé el
solvente, se colocd el tubo en hielo, luego se adicionaron
56 wml de cloroformo enfriado en heladera, y se agité en un
vortex. Se tomaron 4 ul de 1a solucion y se inyectd en el
cromatografo. E1 tiempo de retencién fue de alrededor de
3.9 minutos; a este tiempo de retencidén l1os picos resuitan
demasiado anchos.

Se pudo aumentar la temperatura para disminuir el tiempo
de retencidén, pero se corria el riesgo de producirse frac-
cionamiento pirolitico Yy aparicion de picos pertenecientes
a los nuevos productos formados, con consiguiente baja recu-
peracién de la droga.

Por estos motivos se decidié aumentar el porcentaje de
fase estacionaria, empledndose 3% 0.V.101 sobre Chromosorb
W-HP 100-120 mesh, comprobandose que con una temperatura
del horno de 1800C se obtenia un tiempo de retencién de al-

rededor de 2,7 minutos, mejorando notablemente la forma de

los cromatogramas.
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Para comprobar si se cumplia la linealidad de la respues-
ta en el rango en el cual se encuentra la cocaina en la ori-
na de ratas 1intoxicadas con dosis subagudas y en adictos,
se procedié a inyectar en el cromatégrafo cantidades
comprendidas entre 0,5 y 30 ug/ml de cocaina, obteniéndose
los cromatogramas de las Figuras 29 y 30 y la recta de 1la
Figura 31, que reafirma que efectivamente existe lineali-

dad.

Ecgonina

Se ol1igié como técnica para la identificacién y valora-
cién de este metabolito polar la CGL, a pesar de qQque requie-
re una previa derivatizacién antes de su inyeccién en el
cromatégrafo.

La otra posibilidad hubiera sido utilizar HPLC. Sin em-
bargo, nuestro equipo cuenta con detector de U.V. de longi-
tudes de onda de 280 y 254 nm y e1 pico de mdxima absorban-
cia de 1la Ec es a 261 nm, con un coeficiente de extincion
muy bajo (E 1%, 1 cm 21), 1o cual hubiera significado baja
sensibilidad.

Para 1la determinacién por CGL fue necesario optimizar vy
estandardizar 1las condiciones de derivatizacién, a fin de

obtener resultados reproducibles.
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E1 agente elegido para este fin es 1a N,O-bis-trimetil-
silil-acetamida, y después de varios ensayos cuidando todos
los detalles, dado que tanto el reactivo como los compues-
tos formados se descomponen con la excesiva humedad, se pro-
cedi6é de la forma siguiente:

En un tubo pequefio que contiene 100 ug de Ec se llevd a
estufa a 800C por espacio de 10 minutos a fin de eliminar
la humedad, se sacd de la estufa y se tapd rapidamente, co-
locdandolo en un desecador hasta que se enfrié; se le agregd
el agente sililante (50 ul), se tapé inmediatamente, se agi-
té mediante un vortex y se volvié a colocar en la estufa a
802C durante 20 minutos. Se sac6é de la estufa, se colé en
desecador hasta enfriar, y luego se inyectaron 4 ul en el
cromatégrafo bajo las siguientes condiciones operativas:

Fase estacionaria: 3% 0.V.101 sobre Chromosorb W-HP

100-120 mesh

Sensibilidad: 3x10° a.f.r.

Atenuacién: 9

Detector: ionizacién de 1lama

Aire: 200 ml/min

Hidrégeno: 40 ml/min

Nitrégeno: 50 mi/min

Temperatura inyeccién: 2500C

Temperatura detector: 2750C
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Velocidad del papel: 0,5-1,0 cm/min

Se ensayaron distintas temperaturas del horno a fin de
lograr un tiempo de retencién adecuado y que 10s picos pro-
pios del agente sililante no interfirieran, obteniéndose
condiciones 6ptimas a 1300C, dando un tiempo de retencion
de alrededor de 2,9 minutos.

Se procedié a continuacién en forma similar a 1a empiea-
da para cocaina, a fin de comprobar la linealidad de la res-
puesta en el rango de trabajo de 0,5 a 30 ug/ml, obteniéndo-

se una recta en dicho rango (Figura 32).

Benzoilecgonina

Este metabolito puede ser evaluado satisfactoriamente
por HPLC; esta técnica no requiere una purificacién exhaus-
tiva de 1l1os extractos provenientes del aislamiento de la
BEc de orina humana o de ratas intoxicadas y, como ya se ha
mencionado, para extraerla de estas muestras se requieren
solventes polares o de mediana polaridad, que coextraen com-
ponentes de la orina que pueden interferir en su identifica-
cién o valoracién, de modo que deben ajustarse cuidadosamen-
te las condiciones experimentales.

La CGL para ser aplicada necesita una derivatizacion pre-

via de la BEc, como 1o fue para la Ec y, por supuesto, debe
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realizarse sobre extractos puros para obtener resultados sa-
tisfactorios y reproducibles.

Mediante las siguientes condiciones de trabajo por HPLC
(180) se pudo separar sin mayores dificultades la BEc, y
ademas evaluar la capacidad extractiva de los solventes en-

sayados para el aislamiento:

Columna: Micropok MCH 10

Fase mévil: agua:acetonitrilo:metanol (80:15:5)
Flujo: 1,5 ml/min

Presi6én: 170 atm

Temperatura: ambiente

Detector: de absorcidén U.V. a 254 nm
Atenuacién: 0,08

Volumen de inyeccién: 10 ul

Se evalué la linealidad en la respuesta inyectando canti-
dades que cubrieran el rango de aplicacién entre 0,75 a 25
ug/mi, obteniendo 1os resultados, cromatogramas y parame-
tros que se exponen en las Figuras 33, 34 y 35, que asegu-

ran el cumplimiento de la linealidad en ese rango.
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Valoracién conjunta de Ec y BEc por cromatografia gaseo-

sa

Aprovechando 1la posibilidad que ofrece el cromatégrafo
gaseoso de trabajar a temperatura de horno programada, se
procedié a poner a punto esta técnica.

Se reunen en un tubo 100 ug de cada uno de los metaboli-
tos, se derivatizan con N,O-bis-trimetilsilil-acetamida,
con las condiciones ya establecidas con anterioridad para
la Ec.

Los parametros bdsicos, como el tipo de detector, tempe-
ratura de 1la zona de inyeccion y del detector, habian sido
fijados, y faltaba establecer las temperaturas del horno y
el gradiente de temperatura. En este caso se usd® una colum-
na 2% O0.V.101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh.

Después de varios 1intentos, y con el compromiso de que
la Ec tuviera un tiempo de retencién que la separara no so-
1o de 1las interferencias propias del agente sililante sino
también de las impurezas de la orina al trabajar sobre este
tipo de muestras, y que la velocidad de cambio de tempera-
tura fuera tal que no afectara la linea de base, asi como
que la BEc no saliera con un tiempo de retencién muy alto
que perjudicara su resolucioén, se logré fijar como tempera-

tura 1:1500C y tiempo 1:4,5 minutos, velocidad de incremen-
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to de 1l1a temperatura 200C por minuto, temperatura 2:2150C,
y tiempo a esta temperatura 5 minutos, obteniéndose excelen-
te separacién, segun puede observarse en las Figuras 36 y

37.
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Figura 35: Recta correspondiente a la 1inealidad de la BEc
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Figura 36: valoracién conjunta de BEcC y Ec por CGL, blanco
de orina

Figura 37: valoracién conjunta de BEc y Ec por CGL, muestra
de orina



204

I.3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Esquema general para la extraccién con solventes

A fin de aislar la cocaina y sus dos metabolitos, es ne-
cesario extraerlos de la matriz que los contiene. Como a 10
largo de este capitulo se reiterard este tipo de aislamien-
to, se detallan aqui los pasos bdsicos seguidos; cualquier
modificacién introducida con posterioridad seréd descripta
en el caso correspondiente.

Las extracciones se realizan sobre agua destilada, orina
o0 extractos reconstituidos con agua destilada; los volume-
nes serdn en 1los dos primeros tipos de muestras de 5 ml y
en el tercero de 2 ml.

Las muestras son colocadas en tubos de 30 ml de capaci-
dad con boca esmerilada y tapa de pldstico, que se sumergen
en hielo; se agrega el agente alcalinizante o saturante y
se extrae con el solvente orgdnico segin se indique en la
técnica ensayada, dos veces, la primera con 5 ml y la segun-
da con 2 ml, agitando cada vez con vortex durante 1 minuto,
dejando reposar 5 minutos y volviendo a agitar 30 segundos;
se separan las fases por centrifugacién a 2000 rpm durante
5 minutos. La fase orgdnica superior se separa utilizando

una pipeta tipo Pasteur, provista de una pequeifia pera de
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goma, Yy se trasvasa a un tubo con adaptacién esmerilada y
provisto de un embudo pequeifio conteniendo en su vastago un
botén de algodén a manera de elemento filtrante. Para mini-
mizar errores en la recuperacidn se agrega al tubo conte-
niendo 1la fase acuosa 0,5 ml del solvente, haciéndolo escu-
rrir por las paredes del mismo a fin de evitar romper la se-
paracién de las fases, y se extrae la fase solvente con la
pipeta Pasteur, reuniendo ésta con las anteriores. Una vez
pasada esta tercera alicuota, se lava el algoddn con otros
0,5 ml del solvente. Salvo que se indique 1o contrario en
las técnicas ensayadas, el solvente se evapora en rotavapor

a presion reducida y en bafo de agua a 300C.
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I.3.2.1 PRIMER ESQUEMA DE TRABAJO

Ensayos de extraccién

Disponiendo de 1os conocimientos previos sobre el poder
extractivo del ciclohexano para la cocaina, con el cual se
obtiene una recuperacién del 95% (180), se decidi6 efectuar
los ensayos directamente sobre orina de ratas.

Antes de trabajar con la droga se efectud un estudio so-
bre 1la posible interferencia de compuestos que se coextraen
de la orina al aplicar la CGL de acuerdo con las condicio-
nes descriptas en parrafos anteriores.

Se eligieron como muestras orinas provenientes de distin-
tas ratas, realizando las extracciones, de acuerdo con 1o
ya expuesto, con ciclohexano previa alcalinizacién con hi-
dréxido de amonio al 5% hasta pH 8. Esta extraccién tiene
inconvenientes dado que se forma una emulsién y no se logra
separar las fases por simple centrifugacién, y es necesa-
rio, segun consta en la bibliografia consultada (180), re-
frigerar por 2 horas. Después de ese tiempo los tubos se de-
jan a temperatura ambiente por 1 hora y se vuelve a centri-
fugar, logrando asi la separacién de ambas fases.

E1l extracto se analizé finalmente por CGL, obteniéndose

en todos los casos un pequefo pico cuyo tiempo de retencién
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es similar al del standard de cocaina.

Esta interferencia ocasiona un error de hasta un 10%, de-
pendiendo del pico de la cocaina y del 4rea de la impureza
(Figura 38).

Por tal motivo, consultando las tablas de solubilidades,
tanto de la cocaina como de sus metabolitos en estudio, se
decidi6é6 ensayar el acetonitrilo. Para ello se procedié pri-
meramente extrayendo la cocaina de una solucién acuosa con-
teniendo 100 ug de la misma. Para separar las fases acuosa
y orgdnica es necesario saturar la primera, y se eligi6 el
carbonato de potasio como agente saturante ya que se conta-
ba con datos bibliograficos que avalaban su desempeiio, Yy
luego se extrajo con el acetonitrilo, y una vez evaporado
se efectud la cromatografia, comprobdndose una recuperaciédn
de entre el 98 y el 99%.

Este resultado tan satisfactorio debi6é corroborarse en
su aplicacién en orina. La extraccién se realizd sobre una
muestra de orina tal cual denominada blanco de orina, y
otra a la que se agregaron 100 ug de cocaina, denominada
testigo, extraida de orina.

Los extractos obtenidos presentaban a simple vista pig-
mentacién caracteristica Yy presencia de sales, y ante la
imposibilidad de usar la CGL se resolvi6 purificarlos efec-

tuando una extraccién con ciclohexano, previa reconstitu-
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cién con 2 m) de agua destilada y ajustando el pH a 8 con
hidréxido de amonio, si fuera necesario. En este caso no se
presentaron dificultades en la separacién de las fases, Yy
fue suficiente centrifugar para dividirlas.

Sobre el extracto se procedié a efectuar la CGL, obte-
niéndose un resultado Optimo, ya que las impurezas prove-
nientes de la orina, que aparecian con un tiempo de reten-
cién similar al de la cocaina, no interferfan (Figura 38),
y ademds la recuperacién de la droga después de aplicar los
dos pasos, aunque algo menor, es altamente satisfactoria,
con una media del 93%.

Se comprob6é el poder extractivo del acetonitrilo para la
BEc, primero sobre una solucién acuosa que contiene 100 ug
de la misma, saturando con carbonato de potasio y extrayen-
do con el solvente mencionado, obteniendo una recuperacion
promedio del 96%. Sin embargo, cuando se empledé orina los
extractos a simple vista se presentaban impurificados, re-
quiriendo un tratamiento adicional. Dicho estudio se descri-
bira mas adelante.

Para 1la Ec se procedié en forma similar, obteniéndose
una recuperacién de agua de alrededor del 97%, pero como en
el caso de BEc, la extraccién de orina requeria una purifi-
cacién previa a la determinacién de la Ec, que en este caso

se efectua por CGL luego de derivatizar.
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En vista de la factibilidad de extraer de soluciones
acuosas con muy buen rendimiento la cocaina y los dos meta-
bolitos en estudio, utilizando acetonitrilo, y la posibili-
dad de emplearlo en muestras de orina luego de una purifica-
ci6én posterior de los extractos, se decidié ensayar diver-
sos procedimientos, como una segunda extracciéon liquido-1li-
quido, cromatografia en columna u otras técnicas, para lo-
grar dicha purificacioén.

Como se resolvi6d satisfactoriamente para la cocafna me-
diante una extraccién con ciclohexano, se continué trabajan-
do sobre la fase acuosa remanente de esta segunda extrac-
cién a fin de aislar la BEc y la Ec.

Primeramente se extrajo la BEc con un solvente de compro-
bado poder extractivo para este metabolito, como 1o es el
acetato de etilo, previa saturacién de la fase acuosa con
carbonato de potasio. Sobre la fase orgdnica separada y eva-
porada se procedié a efectuar la identificacién por CCD an-
tes de wutilizar otro tipo de cromatografia, a fin de eva-
luar el grado de impurificacion del extracto y a su vez com-
probar si este solvente extrae Ec. Para ello se trabajé en
forma paralela con una orina conteniendo 100 ug de Ec y con

una orina blanco.
Los extractos se sembraron en placas de silica gel GF,

ensayandose distintos solventes de desarrollo para obtener
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una buena resolucién del cromatograma, eligiéndose entre
ellos la mezcla metanol:cloroformo(2:1), que ademds de sepa-
rar adecuadamente los standards de cocaina, BEc y Ec con Rf
0,55, 0,35 y 0,26 respectivamente, permitié observar que el
extracto proveniente de la orina conteniendo BEc, al reve-
larse con Dragendorff presentaba una mancha coincidente con
el standard correspondiente en una zona en la cual no inter-
ferian las 1impurezas coextraidas (Figura 39(a)). En el ex-
tracto correspondiente a la orina que contenia Ec no se ob-
servé mds que las manchas de las impurezas, confirmando que
la cantidad de Ec que se puede extraer con acetato de etilo
es muy pequefria. Para confirmar el porcentaje se realizé una
extracciéon de la Ec de una solucién acuosa que la contenia,
saturando con carbonato de potasio y extrayendo con acetato
de etilo; el extracto se derivatizé y se pas6 por el CGL,
comprobandose que se extrajo alrededor del 5% de este meta-
bolito.

En vista de que l10s extractos provenientes de aplicar la
extraccidén con acetato de etilo eran bastante puros, se em-
pleé HPLC para determinar el grado de recuperacion de la
BEc después de aplicar los pasos descriptos con anteriori-
dad (Figura 40), resultando ser de 74-75%. Sobre la fase
acuosa remanente de extraer la BEc se realizé una extrac-

ciobn para aislar la Ec. Para garantizar un exhaustivo ais-
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lamiento del metabolito se agregdé a la fase acuosa 0,3 ml
de HONa al 40% y se calentd 3 minutos en bafio de agua hir-
viente. Posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambien-
te Yy se procedié a extraer la Ec con acetonitrilo. La i1den-
tificaci16n por CCD resultd dificultosa debido a que el ex-
tracto se encontraba impurificado, pero a pesar de esto se
detectd su presencia (Figura 38 (b)).

La determinacion por CGL resultd imposible y fue preciso
proceder a la purificaci16n previa del extracto. Los ensayos

para lograr este objetivo se describirdan a continuacién.
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Purificacién de la ecgonina por carbén activado

De acuerdo con la bibliografia existente sobre el tema,
se resolvié aplicarlo en principio para la Ec, que, como se
comprob6, es el metabolito que requiere una técnica mas com-
pleja para su identificacién y valoracién.

Se intentd realizar el aislamiento y purificacién en for-
ma simultanea, mediante la propiedad absorbente que tiene
el carbédn. Existen dos posibilidades: absorber el metaboli-
to para luego eluirlo, o viceversa, que se absorban las im-
purezas de la orina y obtener un sobrenadante libre de la
mayor parte de las impurezas y conteniendo la Ec.

A tres tubos que contenian 200 ug de Ec se les agregd 5
ml de las siguientes soluciones: 1) buffer de carbonato de
sodio-bicarbonato de sodio a pH 11; 2) agua destilada; 3)
agua destilada acidificada con acido acético 2 M a pH 4. Al
primer tubo se le agregé 0,25 ml de carbén pretratado con
el buffer mencionado, y a los restantes carbén sin tratar.

Se agitaron con vortex por espacio de 1 minuto, repitién-
dose esta operacién dos veces Yy dejando luego en reposo
aproximadamente 18 horas, y luego se centrifugd y separé el
sobrenadante. La fase acuosa se evapordé en rotavapor a pre-
sién reducida y en bafio a agua a 400C; el extracto obtenido

se disolviéd en etanol a fin de realizar una CCD.
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Al carbén se le agregaron 3 ml de etanol, se agitéd, se
centrifugé y el sobrenadante se pasé a un tubo; nuevamente
se le agregé 1 ml de etanol y se procedié como en la prime-
ra extraccién, Jjuntando las fracciones que se evaporaron y
sembraron en placa, disolviendo el extracto en etanol.

El sistema cromatografico consistié en una placa de sfli-
ca gel, un solvente de desarrolio formado por metanol:hidré-
xido de amonio (99:1), y un revelado con Dragendorff modifi-
cado, y iodoplatinato en forma secuencial. Se obtuvo una
placa como la de la Figura 41(a), que muestra que la Ec no
se encuentra en el sobrenadante en el caso del pH 11, y que
es elufda del carbén en una proporcién del 50% comparando
en forma semicuantitativa con un standard.

Se ap]idé el método sobre orina de ratas, trabajando en
paralelo con un tubo conteniendo 5 ml de orina blanco y
otro con 200 ug de Ec en 5 ml1 de orina. A cada uno se le
agregaron 2,5 ml de buffer carbonato-bicarbonato e hidréxi-
do de sodio 0,5 N hasta l1levar el pH a 11. Del mismo modo
se procedié con otros dos tubos con orina y orina mas Ec,
pero ajustando el pH a 11,5.

A Tlos cuatro tubos se les agregé 0,25 ml de carbédn pre-
viamente tratado con el buffer, se agité la mezcla y se de-
j6 en reposo aproximadamente 18 horas. Se centrifugd y se

separé el sobrenadante, que se trasvasé a tubos y se evapo-
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r6. El1 carb6n se lavé con 1,5 ml de buffer a pH 1t y 11,5,
segun e1 caso; se centrifugd y el sobrenadante se evaporod.
E1 carbdon se traté dos veces con etanol, usando primero 3
ml y Jluego 1,5 ml, agitando, centrifugando y separando el
sobrenadante cada vez; se juntaron ambas extracciones y se
evaporaron. Todos los extractos se sembraron en placas, rea-
lizdndose la CCD segliin se indicé en pdrrafos anteriores (Fi-
gura 41(b)). En los extractos etanélicos, tanto de pH 11 co-
mo de 11,5, la zona correspondiente al Rf de la Ec aparece
enmascarada por las impurezas, observdndose una menor inten-
sidad de éstas en la correspondiente a pH 11.

En cuanto a los extractos provenientes de los lavados
del carbén con el buffer respectivo, aparecen manchas més
tenues que en el caso anterior pero con Rf préximo a la Ec,
tanto en el blanco de orina como en la muestra, no obser-
védndose en esta ultima ninguna intensificacién de la mancha
por posible presencia de Ec.

E1 sobrenadante se volvié a tratar con carbén, pero se
dejé en reposo con el buffer sé6lo 3,5 horas; se centrifugd
y se descartd la fase acuosa, extrayendo con etanol dos ve-
ces con 2,5 ml, juntando ambas extracciones en un tubo para
su posterior evaporacién y sembrado (Figura 42(a)). Se ob-
servé en la muestra una mancha cuyo Rf coincidié con el de

la Ec; sin embargo, la recuperacién resulté muy baja.
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Comparando 1los resultados en muestras de agua o de ori-
na, se concluye que en el caso de esta Ultima la Ec no es
absorbida en su totalidad por el carbén y que en los dos
casos la desorcién no es completa.

Este procedimiento de purificacién con carbén a pH 11 se
aplicé sobre el extracto proveniente de las sucesivas ex-
tracciones, segin esquema de la Figura 40, para aislar la
Ec, observdndose que las interferencias en la CCD son des-
preciables, pero persiste el hecho de una baja recuperacién
agravada por las previas etapas de extraccién; por 1o tan-

to, se descarta esta posibilidad de purificacién.
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Purificacion por cromatografia en columna

Esta técnica, ampliamente utilizada para separar, aislar
y purificar los componentes presentes en una mezcla y que
fue el pilar sobre el cual fueron desarrollandose 10s otros
tipos de cromatografias, continua siendo de utilidad en nu-
merosos Ccasos.

Contando con antecedentes de su aplicacion en el estudio
qQue nos ocupa, se procedid a ajustar e introducir las modi-
ficaciones que fueran necesarias.

Para ensayar la purificacién de la Ec, se prepararon cua-
tro columnas cromatogrdficas de 150 mm de altura incluyendo
la 2ona del vastago, y 4 mm de didmetro interno, las que se
rellenaron con silica gel para cromatografia en columna pre-
viamente activada 30 minutos a temperatura de 100-1050C a
distintas alturas. Denominamos a las columnas segun la altu-
ra del relleno: A, B, C y D, que corresponden a 5,5 cm, 6,0
cm, 6,5 cmy 7,0 cm respectivamente.

En cada columna se sembrdé una solucién de 100 ug de Ec
disuelta en 0,2 ml de metanol, y se lavd el tubo que la con-
tenia con 0,1 ml de metanol, que también se sembré; luego
de introducida la muestra se eluyé con metanol, recogiendo
cuatro fracciones de 1,0, 0,5, 7,0 y 1,0 ml. Estas fraccio-

nes se evaporaron Yy se analizé la presencia de Ec por CGL
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previa derivatizacién y en las condiciones operativas men-
cionadas. Los resultados cualitativos se sefalan en la Ta-
bla X, e indican que con la columna A se eluyé la Ec en las
tres primeras fracciones, encontrdndose un 4% en los prime-
ros 1,5 ml. Teniendo en cuenta que al aplicar esta columna
a extractos de orina se eluiran la mayor parte de las impu-
rezas en las dos primeras fracciones, se considerd a priori
que esta columna no cumplié satisfactoriamente su objetivo.

En las columnas B y C, por 1o contrario, la Ec se eluyé
recién en la tercera fraccién, correspondiente a los 7,0 ml
recolectados, no detectdndose el metabolito en las dos pri-
meras fracciones ni en la Ultima.

En la columna D se obtuvo Ec en la tercera y cuarta frac-
cién.

Calculando 1los porcentajes de recuperacién de las colum-
nas B, C y D, se observé que para las terceras fracciones
de By C son 96% y 97% respectivamente, y para la D 83%, en-
tre las fracciones tercera y cuarta. Esta menor recupera-
cién se debié a que existe mayor retencién de la Ec en la
columna y que deberia recolectarse una cuarta fraccién de
mayor volumen, de 2 & 3 ml. Pero como en principio las co-
lumnas B y C daban excelentes resultados y todavia era nece-
sario poner a prueba estas columnas con extractos de orina

para determinar el grado de purificacién, se decidié elegir
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la columna B, ya que existe un compromiso entre el porcenta-
je de recuperacidén y la eliminaciéon de las impurezas en las
primeras fracciones.

Este tipo de purificacién se aplicé al residuo provenien-
te de extraer la Ec con acetonitrilo en la ultima etapa del
esquema de 1la Figura 40 y sobre el cual no fue conveniente
aplicar directamente 1la CGL. El residuo se tomé con 0,2 ml
de metanol y se sembré en una columna tipo B, procediéndose
igual con el 1lavado con 0,1 ml. Se eluyé con el solvente,
descartandose los primeros 1,5 ml, en 10s cuales se observa
a simple vista que se eliminan la mayor parte de las impure-
zas, colectandose 1los 7,5 ml posteriores segun experiencia
anterior.

Finalmente se procedié a evaporar el solvente de esta se-
gunda fraccién a presién reducida, y se identificé la pre-
sencia de Ec por CCD (Figura 42(b)), utilizando placas de
silica gel y solvente de desarrollo metanol:cloroformo
(100:50), revelando con Dragendorff modificado y iodoplati-
nato. En forma paralela se procedidé con e1 blanco de orina.

Los resultados anteriores permitieron concluir que el ex-
tracto se ha purificado 1o suficiente como para intentar la
sililacién y determinar la Ec por CGL. LOs resultados obte-
nidos indican que la recuperacién después de realizados los

cuatro pasos que incluyen tres extracciones sucesivas y pu-
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rificaciéon final, es del 65%.

Esta recuperacion relativamente baja se debe a los suce-
sSivos pasos necesarios para obtener un extracto lo suficien-
temente puro como para poder derivatizarlo.

Si bien el método permite separar en distintos extractos
las sustancias en estudio, pudiéndose evaluar individualmen-
te cada una de ellas, la BEc, y sobre todo la Ec, dan rendi-

mientos algo bajos.
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Cromatografia en capa delgada

Abreviaturas

Cc cocaina
BEcC : benzoilecgonina
Ec : ecgonina

Solventes de desarrollo

A) Metanol:cloroformo (2:1)
B) Metanol:hidréxido de amonio (99:1)
C) Metanol

Agentes revelantes

X) Dragendorff modificado
Z) Iodoplatinato

Standards y extractos sembrados

1 Standard Cc

2 Standard BEc

3 Standard Ec

4 Blanco de orina

5 Residuo III de orina, segun esquema Figura 40

6 Residuo IV de orina, segun esquema Figura 40

7 Purificacién con carbdén, extracto sobrenadante pH 4
8 Idem 7, pH 11

9 Idem 7, pH 7

10 Purificacidén con carbén,extracto etandlico,orina blanco
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12

13

14
15
16
17
18

19

20

21
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Idem 10 a pH 11

Jdem 10 a pH 11,5

Purificacién con carbén a pH 11, sobrenadante del segundo
tratamiento con carbdn, orina blanco

Idem 13, muestra de orina

Idem 13 a pH 11,5

Idem 14 a pH 11,5

Purificacién de la Ec por columna, orina blanco

Jdem 17, muestra de orina

Identificacién de BEc previa hidrélisis de Cc y BEc en.a-
gua destilada

Idem 19, en orina humana blanco

Idem 19, en orina humana con agregado de Cc, BEc y Ec
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Figura 39(a):

Figura 39(b):
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) (b)

Residuo II (BEc) correspondiente al esquema
de la Figura 40.

Solvente de desarrollo: A

Agente revelante: X

Residuo III (Ec) correspondiente al esquema
de la Figura 40.

Solvente de desarrollo: A

Agente revelante: X y Z en forma secuencial
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agua u orina

(1) acetonitrilo agitacion
CO3s Kz sat centrifugacion

Fase organica Fase acuosa

se evapora

A

residuo + agua se descarta
(2) ciclohexano agitacioén
HONH4 5% centrifugacioén
Fase organica Fase acuosa
se evapora (3) acetato de etilo agitacion
' CO3Kz2 sat centrifugacion
Cocaina
I
se evapora 40%
po (4) HONa agitacién
acetonitrilo] centrifugacion
BEC
II

Fase orgéanica Fase acuosa

se evapora
se descarta
Ec

ITI

Figura 40: Primer esquema propuesto para la separacién de
la cocafna y sus metabolitos



(a)

Figura 41(a):

Figura 41(b):

9 10 11 12 3

(b)

Purificacién de la Ec con carbén activado,
extracto de los sobrenadantes de pH 4, 7 y
11

Solvente de desarrollo: B

Agente revelante: X y Z en forma secuencial

Purificacién de Ec con carbén activado a pH
11 y 11,5, extractos etanélicos.

Solvente de desarrollo: B

Agente revelante: X y Z en forma secuencial
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13 14 15 16 3 3 17 18
(a) (b)

Figura 42(a): Doble purificacién de la Ec con carbdon acti-
vado a pH 11 y 11,5, extractos del sobrena-
dante.

Solvente de desarrollo: B
Agente revelante: X y Z en forma secuencial

Figura 42(b): Purificacién de la Ec por columna
Solvente de desarrollo: A
Agente revelante: X y Z en forma secuencial
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TABLA X

PURIFICACION DE Ec POR COLUMNA

numero de = m-m-mmosssemmme e e —— e ————— o
A LM A S - S
IS A M S I
2 0,5 ++ - - -
3 7,0 + +++ +++ ++
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1.3.2.2 MODIFICACIONES

Mediante 1las modificaciones que se detallan a continua-
cién se intentd reducir el numero de pasos a fin de mejorar
el porcentaje de recuperacion sin comprometer la pureza de

los extractos.

Modificacién nQ 1

Se estudié la recuperacién de BEc y Ec extraidas de una
solucién acuosa que las contenia, aplicando el esquema de
extraccién siguiente: Primero se extrajeron con acetonitri-
1o previa saturacién de la solucidédn con carbonato de pota-
sio; el solvente orgdnico se evapord y el residuo obtenido
se reconstituyé con agua; se efectuo una extraccién, previa
alcalinizacién del mismo con hidréxido de sodio al 5%, con
ciclohexano, qQque en el caso Qque nos ocupa se descartd pero
que en wuna muestra a analizar podria contener cocaina. So-
bre 1la fase acuosa se extrajo nuevamente con acetonitrilo
previo agregado del agente saturante, se separd y evapord,
y se pasd por el CGL segun el programa de valoraciéon conjun-
ta de BEc y Ec, obteniéndose una recuperacién aproximada de
92% y 93% respectivamente.

Ante estos resultados se decididé aplicar la secuencia de
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extracciones sobre orina. Una vez efectuada la primera ex-
traccién con acetonitrilo y evaporado este solvente organi-
co, el extracto se reconstituyé con 2 ml de agua destilada,
se llevé a pH 8 con hidréxido de amonio al 5% y se extrajo
la cocaina con ciclohexano como ya se describié y evalué.
La fase que nos interesa en este caso es la acuosa, que se
extrajo con acetonitrilo previa saturacién con carbonato de
potasio; 1la fase orgdnica separada se evapord, y de esta
forma se consiguié un extracto que contiene BEc y Ec jun-
tas, pero impurificado.

Si bien surge 1la posibilidad de valorarlas simulténea-
mente por CGL, en el caso de las muestras de orina las im-
purezas coextrafdas impiden en principio una aplicacién di-
recta. Se pensd en usar el HPLC pero estd limitado para la
determinacién de BEc por las razones que ya se mencionaron.
Por 1lo tanto, existe la posibilidad de purificar previamen-
te el extracto aplicando como primera alternativa las mis-
mas condiciones que las de la purificacién de la Ec por co-
lumna de 6 cm de altura, ya descripta anteriormente, reco-
giendo la segunda fraccién de 7,5 ml rotulada A y que se
evapora.

Purificacién de BEc: Se prepararon 2 columnas rellenas
con silica gel, una hasta una altura de 6 cm (B) y la otra

de 6,5 cm (C). Se sembré en cada una el equivalente de
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100 ug del metabolito en una solucién de metanol, y se elu-
yé con este mismo solvente, colectandose las siguientes
fracciones de 0.5 ml cada wuna: By, Ci+, Bz, Cz2, Bs
y Ci; de 5 ml Bs4 y Cs, y Bs yCs de 0,5 ml. En to-
dos los casos se evapor6 el solvente.

Para evaluar el rendimiento en las purificaciones mencio-
nadas y las modificaciones siguientes, se aplicd el progra-
ma de CGL de valoracién simultdnea de BEc y Ec. La recupera-
ciébn de la Ec en la fraccién A es de un 74%, superior a la
del método original, que daba un 65%. Para la BEc se recupe-
ré un 53% y 50% en las fracciones Bs y Ca respectivamen-
te. No se detecté en By, Ci, Bz, C2, Bs y Cs, Yy
en B4 y Csa da un 10% y 15% respectivamente. Por 1o tan-
to la purificacién para Ec es excelente, pero en el caso de
BEc e1 hecho de que aparezca en alrededor del 60% después
del primer mililitro indica que el extracto estd mas impuri-
ficado, y éste puede ser uno de los motivos de la baja recu-
peracién. Las impurezas pueden estar interfiriendo en la si-

lilacién, y por consiguiente dar un rendimiento bajo, o

bien existe una retencién de la BEc en la columna.

Modificaciones n2 2 y 3

Se intentdé en estos dos casos trabajar sobre el primer
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extracto que contiene cocafna, BEc y Ec, y purificarlos en
forma simultdnea y evaluar cocafna, BEc y Ec por CGL. Para

ello se ensayaron las modificaciones siguientes:

Modificacién nQ 2: E1 extracto se tomé con 0,5 ml de ace-
tato de etilo:metanol (17:2) y se sembré en una columna de
sflica gel para cromatografia en columna, rellena hasta una
altura de 5 cm, eluyendo con el solvente mencionado, reco-
giéndose dos fracciones de 2 y 1 ml rotuldndolas D1 y
D2, y se continué eluyendo con metanol, colectando 2 frac-
ciones de 2 ml y 6 ml, que son las Ds y Ds. LOs solven-
tes se evaporan en todos l1os tubos, y cada extracto se toma
con metanol, se divide en dos volumenes iguales: uno se uti-
1iz6 para valorar la cocafna con el programa correspondien-
te y el otro se derivatizdé y se efectué la CGL de acuerdo
con el programa de evaluacién simultdnea de BEc y Ec. La
cocafna se eoeluyé en 1las fracciones D1, Dz y D3 que,
sumadas, dan un rendimiento del 75%, y en la D« no se de-
tecté.

La BEc y la Ec no se detectaron en ninguna de las frac-
ciones.

Esta modificacién tampoco resulté satisfactoria para la
cocaina, dado que la recuperacién es inferior a la obtenida

por purificacién por extraccié4n con ciclohexano (93%).
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Modificacién n@d 3

Se empleé como solvente de elucién una mezcla de meta-
nol:cloroformo (70:30), recogiendo cuatro fracciones de 1
ml cada una; luego se cambié de solvente de elucién, colec-
tandose 8 ml1 de metanol en una sola fraccién. Las fraccio-
nes se rotulan Ei1, E2, Es y Es«. Se evaporé el sol-
vente en rotavapor, y los extractos se dividieron cada uno
en dos fracciones para determinar con dos programas distin-
tos cocaina y juntas BEc y Ec.

La cocafina fue detectada en las tres primeras fracciones
(Ev, E2 y Ea), con una recuperacion total del 82%.

La identificacién de BEc y Ec en las fracciones Ei1 y
E2 no pudo corroborarse debido a la presencia de interfe-
rencias provenientes de la orina en la zona correspondien-
tes a los tiempos de retencién de estos metabolitos.

La BEc no se identificé en las restantes fracciones y la
Ec aparecié en 1las fracciones Es y E4« con una recupera-

cién total del 22%.
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1.3.3 NUEVO ESQUEMA DE TRABAJO

En vista de l1os resultados anteriores, se decididé extra-
er la cocaina, BEc y Ec primero con acetonitrilo previa sa-
turacién con carbonato de potasio, separado y evaporado; se
reconstituyé el extracto con agua destilada y se extrajo la
cocafna con ciclohexano previo ajuste del pH a 8 con hidré-
xido de amonio al 5%. Sobre el residuo obtenido después de
evaporar el solvente se efectué la CGL. Para extraer la BEcC
y la Ec se agreg6é a la fase acuosa el agente saturante y
acetonitrilo, después de agitar, separar y evaporar la fase
organica. El extracto se tom6 con 0,4 ml de metanol y se di-
vidié en dos volumenes iguales; una mitad se pasé por HPLC
y se determiné 1la BEc con una recuperacidén del 89%, supe-
rior a la obtenida extrayendo con acetato de etilo (74%).

La otra mitad se purificé por columna segin la siguiente
técnica:

Se sembraron los 0,2 ml de metanol en la columna que con-
tenia la silica gel activada (por calentamiento) hasta una
altura de 6 cm, se eluyé con metanol, descartando en esta
oportunidad 1,2 ml, y se recogieron los 7,5 ml siguientes.
Estos se evaporaron y sobre el extracto se efectud la deri-

vatizacién y se pasé por CGL, obteniéndose una recuperacién

de 1la Ec del 75%, es decir se mejord la recuperacion sin



comprometer la pureza de los extractos.
Si en vez de orina de rata se trabaja con
serva que el rendimiento mejora en alrededor

concluye que la silica gel se envenena con las

la orina y no absorbe totalmente el metabolito.

to, se eluye mads rédpidamente de la columna 1o
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agua, se ob-
de un 3%. Se
impurezas de
Por lo tan-

no absorbido

y se pierde en la primera fraccién que se descarta.

El nuevo esquema de trabajo se halla representado en la

Figura 43 y las condiciones definitivas se exponen en la

Parte Experimental II.
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agua u orina

acetonitrilo agitacion
COaKz sat centrifugacién

Fase organica Fase acuosa

se evapora
)

residuo + agua se descarta
ciclohexano agitacioén
HONH4 5% centrifugacion
Fase organica Fase acuosa
se evapora acetonitrilo agitaci16n
CO3 Kz sat centrifugacién
Cocaina
CGL
Fase orgdnica Fase acuosa
se evapora 1 l
Residuo + metanol se descarta
LN
BEcC purificacion
por columna
HPLC metanol

se evapora

Ec
CGL

Figura 43: Esquema definitivo para la separacién de la
cocaina y sus metabolitos
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I.3.4 IDENTIFICACION DE ECGONINA EN ORINA

Una posibilidad interesante y que estd dirigida a la de-
teccidén y confirmacién del abuso de la cocaina en muestras
de orina es transformar mediante hidrélisis alcalina la co-
caina, EMEc y BEc en Ec, e identificar esta Ec asi formada
mas la excretada, mediante CCD previa extraccién y purifica-
cién.

La puesta a punto de esta técnica se ensayd sobre agua
destilada y orina de ratas a la que se agregé 100 ug de ca-
da una de las sustancias mencionadas.

Sobre ambos tipos de muestras se efectud un tratamiento
con hidréxido de sodio al 20% y calentamiento en bano de
agua hirviente durante 5 minutos; una vez enfriadas las so-
luciones se extrajo con la mezcla cloroformo:isopropanol
(3:1) previa saturacién con carbonato de potasio. La fase
orgdnica se separd, se evaporé y al residuo se le agregd
0,5 ml de hidroxido de sodio al 20% y carbonato de potasio
a saturacién, extrayendo dos veces con 2 ml de acetonitrilo
cada vez. Estos 4 ml se pasaron por una columna de vidrio
de 15 cm de altura y 0,7 cm de didmetro interno que conte-
nia 1 gramo de celite 545. La columna se lavé con 5 ml de
acetonitrilo, 1la fraccién recolectada se evaporé y el resi-

duo se disolvié en 50 ul de metanol y se cromatografiaron
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10 wul1 bajo las siguientes condiciones: placas de silica gel
GF 254, solvente de desarrollo metanol; efectuandose dos co-
rridas cromatograficas, una hasta una altura de 7 cm y la
segunda hasta 15 cm. Se revelé con Dragendorff modificado y
iodoplatinato en forma secuencial (Figura 44),

Se observé una mancha tanto en la muestra de agua como
en la de orina, cuyo Rf es coincidente con el standard de
Ec y en una zona 1libre de impurezas. Las manchas de las
muestras aparecen con mayor intensidad debido a que la Ec
proviene de tres fuentes de hidrélisis, ademas de la sustan-
cia tal cual.

La 1importancia de este aporte radica en el hecho de que
todos 1los metabolitos y la cocaina presente en la orina son
detectados simultaneamente, incrementando las posibilidades
de su identificacién, ya que corresponde a la suma de los
porcentajes de excrecién, disminuyendo el riesgo de infor-
mar resultados negativos falsos.

Ademds, las condiciones en que se obtiene la muestra, el
almacenaje y el tiempo transcurrido entre el ingreso al or-
ganismo de la droga y la recoleccién de la orina tienen una

incidencia mucho menor en los resultados.
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Figura 43: Identificacién de Ec en orina, previa hidrélisis
de la cocaina y BEc.
Solvente de desarrollo: C
Agente revelante: X y Z en forma secuencial
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II ESTUDIOS DE EXCRECION DE LA COCAINA Y SUS

METABOLITOS EN RATAS

A fin de lograr el objetivo propuesto, se siguid el

siguiente plan de trabajo:

1. Tratamiento de 1o0os animales Yy recoleccidédn de las

muestras de orina.

Aislamiento de la orina de la cocaina, BEc y Ec.

n

3. Purificacién y determinacién de la cocaina.

4, Aislamiento de la BEc y Ec.

5. Purificacion y determinacién de la Ec.

6. Determinacién de BEc.

IT.H EQUIPOS Y MATERIALES

Los mismos que en la parte experimental I.



240

II.2 METODO

II.2.1 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES Y RECOLECCION DE LAS

MUESTRAS DE ORINA

Las experiencias se realizaron con ratas hembras Wistar
de un peso de entre 180 y 220 g, las cuales fueron tratadas
segun el esquema que figura en la Tabla XI. Los dfifas lunes
y viernes con inyeccién intraperitoneal de solucién fisiolé-
gica para 1los animales cuyas orinas se considerarian blan-
cos, y soluciébn de clorhidrato de cocaina eﬁ solucién fisio-
16gica a razén de 20 mg por kg de peso expresado como cocai-
na base, para las ratas cuyas orinas se denominarian mues-
tras.

Como 1la cocaina produce vasoconstriccién en la zona de
la 1inyeccidén, con la consiguiente necrosis de los tejidos,
y como la experiencia requeria un periodo de tratamiento pa-
ra cada rata de 29 dias, a fin de evitar una disminucién en
la absorcién en la zona de inyeccién por estar los tejidos
necrosados se decidié mantener el nivel de la droga constan-
te, administrando 1l1a c¢ocaina los dias martes, miércoles y
jueves por inyeccién subcutdnea, y de esta manera efectivi-
zar un tratamiento crdnico.

Una vez administrada la inyeccién intraperitoneal de los
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dias 1lunes correspondientes al 1, 15 y 29 del calendario de
la Tabla XI, las ratas fueron colocadas en las jaulas meta-
bélicas, ya descriptas, durante 24 horas a fin de recoger
orina. En dicho periodo dispusieron de agua pero no de ali-
mento, a fin de no contaminar las muestras u obstruir el
sistema de recoleccién,

La diuresis oscilé entre 5,2y 17,9 ml, y los pH entre

6,0 y 6,7.
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TABLA X I

CALENDARTIO
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lunes martes miércoles Jjueves viernes sdabado

14

i 02 3 4 5
8 3 1 nooz
S T | 188
22 23 24 25 26

13

20

27

inyeccién intraperitoneal y colocacidén de las
en las jaulas metabdlicas

inyeccién subcutédnea
inyeccién intraperitoneal

recoleccién de las muestras de orina
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I1.2.2 AISLAMIENTO DE COCAINA, BENZOILECGONINA Y ECGONINA

Una vez ingresadas las muestras al laboratorio, se midio
el volumen y se tomé el pH de cada una. En caso de no utili-
zar de inmediato las muestras, se conservaron congeladas a
-200C. En tubos de vidrio Pyrex de 25 ml de capacidad, con
cierre esmerilado, se colocaron 5 ml de orina o en su defec-
to el total recolectado, si la muestra acusaba un volumen
menor.

Se colocaron 1los tubos en bafio de hielo y una vez frios
se les agregdé en forma lenta carbonato de potasio hasta sa-
turacién, y se efectuaron dos extracciones con acetonitrilo
de 5 ml y 2 ml cada una; se agité en vortex por 1 minuto,
se dej6 en reposo durante 5 minutos y se volvié a agitar 30
segundos mas cada vez. Se centrifugdé a 2.000 rpm durante 10
minutos, y se separaron las fases organicas mediante una pi-
peta tipo Pasteur, provista de una pegqueifia pera de goma, Yy
las capas organicas provenientes de cada una de las extrac-
ciones se filtraron a través de un embudo provisto en su
vadstago de un pequeio botén de algodédn, y se reunieron en
un tubo.

Al primer tubo, que contenfa la fase acuosa, se le agre-
gé 0,5 ml de acetonitrilo con pipeta Pasteur, dejando escu-

rrir por las paredes a fin de evitar romper la separaciéon
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de 1las fases; esto se hizo para facilitar la toma del sol-
vente organico que quedd inevitablemente después de la se-
paracién de la segunda extraccién y con el fin de minimizar
los errores. Este volumen se reunidé con los anteriores y se
evaporé en rotavapor a presién reducida y a temperatura am-

biente.
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I1.2.3 PURIFICACION Y DETERMINACION DE LA COCAINA

El extracto anterior se reconstituyé con 2 ml de agua
destilada, se ajusté el pH a 8 por agregado de una soluciéon
de hidréxido de amonio al 5% v/v y se extrajo dos veces con
ciclohexano utilizando 5 ml1 y 2 ml respectivamente. Se agi-
té6 con vortex primero 1 minuto, se dejé reposar y se volvié
a agitar por espacio de 30 segundos; se centrifugé durante
10 minutos a 2.000 rpm y se separaron las fases organicas,
que se reunieron en un tubo. A la fase acuosa se le agregod
0,5 ml de ciclohexano, como ya se ha descripto anteriormen-
te, y se separd, reuniéndola con la fase orgédnica provenien-
te de las extracciones anteriores. Se evaporé el ciclohexa-
no y el extracto se encontré en condiciones de ser sometido
a la evaluacidén de la cocaina por CGL. Para ello se colocéd
el tubo en bafo de hielo, se agregaron 50 ul de cloroformo,
se agitd, y de esta solucidn se inyectd en el cromatdgrafo
una alicuota de 4 mul bajo las condiciones que se pusieron a

punto y que fueron descriptas previamente.
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11.2.4 AISLAMIENTO DE BENSOILECGONINA Y ECGONINA

La fase acuosa remanente del tratamiento anterior se sa-
turé con carbonato de potasio, previo enfriamiento de la so-
lucién en bafo de hielo, y se extrajo dos veces con 5 ml y
2 ml de acetonitrilo, agitando y centrifugando de acuerdo
con el sistema de extraccién detallado previamente.

También en este caso se tratdé de tomar el remanente Qque
pudo quedar de la segunda extraccién, con 0,5 ml de acetoni-
trilo, reuniendo todos los volumenes que luego se evapora-
ron.

E1 residuo se tomé con 0,4 ml de metanol, y la solucién

se dividié en dos fracciones iguales.
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II.2.5 PURIFICACION Y DETERMINACION DE ECGONINA

Sobre wuna de las mitades de la solucién anterior se pro-
cedié a 1identificar y valorar la Ec por CGL. Esto requirié
una purificacién previa, que se realizé a través de una co-
lumna de 0,4 cm de diametro interno, rellena hasta una altu-
ra de 6 cm con sflica gel para cromatografia en columna,
previamente activada a 1050C. Se eluyé con metanol, descar-
tandose los primeros 1,2 ml y colectando los 7,5 ml siguien-
tes. E1 solvente se evaporé en rotavapor y se trasvasé con
ayuda de metanol a un tubo pequefio, evaporando cada lavado
del tubo grande.

Una vez evaporado el dltimo lavado, se 1levéd el tubo a
estufa con temperatura de 800C durante 10 minutos; transcu-
rrido ese lapso se tapd y se colocé en desecador hasta tem-
peratura ambiente. Entonces se agregaron 50 ul del agente
sililante, N,O-bistrimetilsilil acetamida, se tapd, se agi-
t6 con vortex Yy se llevé a estufa con temperatura de 80QC
por espacio de 20 minutos. De la solucién anterior se inyec-
taron 4 wul en el CGL, cuyos parametros fueron detallados
precedentemente, observandose en el cromatograma de la Figu-
ra 45 correspondiente al blanco de orina que no aparece in-

terferencia en la zona de la Ec.
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I1.2.6 DETERMINACION DE BENZOILECGONINA

La mitad de 1l1a solucién metandlica del punto II.2.4 se
inyecté en el HPLC con las condiciones prefijadas anterior-
mente, lo que permitié obtener la zona correspondiente al
tiempo de retencién de la BEc, libre de interferencias (Fi-
gura 46).

En todos 1los casos se trabajé en paralelo con los blan-
cos de orina y con testigos que se utilizaron como referen-
cia y que se prepararon adicionando cantidades conocidas de
la cocaina, BEC y Ec a orinas blancos. De esta forma, compa-
rando estos testigos con las muestras provenientes del tra-
tamiento de las ratas con cocaina, se elimina sustancialmen-
te la disminucién en la recuperacién por aplicacién de los
pasos sucesivos de la técnica propuesta.

El método ya ha sido esquematizado previamente en la Par-

te Experimental I.
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I1.2.7 CALCULO DE LOS PORCENTAJES EXCRETADOS DE COCAINA,

BENZOILECGONINA Y ECGONINA

Cocaina: Se calculan los porcentajes que representan los
microgramos excretados con referencia a la cantidad inyecta-
da de clorhidrato de cocaina.

BEc y Ec: Los microgramos excretados de cada una se con-
vierten a clorhidrato de cocafina y se calculan los porcenta-

Jjes para poderla referir a la cantidad inyectada.

II.2.8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se someten 1l1os datos a una ANOVA de dos factores cruza-

dos, tiempo y experiencia, con medidas repetidas en el tiem-

pPo.
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I1.3 RESULTADOS

II.3 ESTABILIDAD DE COCAINA Y BENZOILECGONINA

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos sobre
la degradacién hidrolitica de la cocaina en las muestras a
distintos pH y temperaturas, se efectuaron ensayos destina-
dos a establecer el grado de hidrélisis de la cocaina y la
BEc en orina, durante 24 horas en el Bioterio, que consta
de un ambiente climatizado entre 210C y 230C.

Para ello se instalaron ratas en jaulas individuales, co-
locdndose el recipiente de recoleccién de la orina conte-
niendo una cantidad conocida de las sustancias en estudio,
y se dejé en el bioterio por espacio de 24 horas.

Efectuando el ensayo analitico contra un testigo expues-
to s6lo al proceso de extraccién, se puede comprobar que la
cocaina muestra una disminucién en una proporcién del 5%,

mientras que para la BEc no se detecta variacioén.
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I1.3.2 VARIACIONES DE LOS PORCENTAJES DE EXCRECION POR EL

TRATAMIENTO CRONICO

Se realizaron siete experiencias incluyendo cada una de
ellas seis ratas, a las cuales se les inyect6d clorhidrato
de cocaina, Yy dos ratas a las cuales se les inyectd solu-
cién fisioldégica, diariamente, cinco dias por semana a lo
largo de 29 dias, con un descanso de 72 horas de viernes a
lunes, necesario para reducir las interferencias de aplica-
ciones anteriores, de acuerdo con lo citado en la literatu-
ra (73), vy se analiza?on las orinas correspondientes a los
dias 0, 15 y 29, de acuerdo con el esquema de la Figura 43.

En paralelo se trabajé con orina blanco a la que se agre-
garon 100 ul de cada una de las siguientes sustancias: co-
caina, BEc y Ec, utilizadndose como testigo para la determi-
nacién de la droga y sus metabolitos. Esto tiene como fina-
lidad minimizar 1los errores provenientes del procesamiento
de 1las muestras, que pueden alterar los resultados: a) dis-
minucién en 1o0s porcentajes de recuperacioén por las etapas
aplicadas y que afectan en forma distinta a la cocaina, BEc
y Ec; b) hidrélisis de la droga debido a las condiciones
que impone la metodologia aplicada. De esta manera se elimi-
nan en parte las transformaciones inevitables y ajenas a la

biotransformacién en el organismo.
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Los datos obtenidos se expresaron como microgramos tota-
les de cocaina, BEc y Ec por cada muestra, siendo necesario
normalizar 1los resultados a fin de poder compararlos entre
si, Yya que la cantidad de clorhidrato de cocaina inyectada
fue de 20 + 2 mg/kg de acuerdo con el peso del lote de ani-
males. Para ello se calcularon los porcentajes que represen-
tan 1los microgramos excretados con referencia a la cantidad
inyectada. Si bien para la cocaina resulta una conversién
directa, en el caso de los metabolitos los porcentajes co-
rresponden a Jla cantidad de clorhidrato de cocaina que se
excreta como BEc y Ec y es necesario efectuar los cédlculos
correspondientes.

A los efectos de estudiar la distribucién de las varia-
bles, se consideraron para cada uno de los tiempos y sustan-
cias el conjunto de los 42 datos. En los tres tiempos se ob-
servé una distribucién normal de las variables cocaina, BEc
y Ec, segun se pudo observar en los histogramas correspon-
dientes (Figuras 47, 48, 49). Se calcularon asimismo los
promedios de los porcentajes por experiencia y por tiempo
de tratamiento (Tabla XII), y se graficaron dichos prome-
dios (Figuras 50, 51, 52).

Para conocer 1los posibles efectos del tiempo de trata-
miento de las ratas sobre los valores de los porcentajes de

excrecidn, se sometieron los datos a un ANOVA de dos facto-
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res cruzados (tiempo, experiencia) con medidas repetidas en
uno, el tiempo. E1 estudio mostré que en el caso de la co-
caina existen diferencias significativas entre los tiempos
(p < 0,05), notadndose una tendencia decreciente y no habien-
do diferencias entre las experiencias. Para la BEc no se ob-
servaron diferencias ni en los tiempos ni entre las expe-
riencias.

En el caso de l1a Ec, presenté diferencias entre los tiem-
pos (p < 0,05), con una tendencia creciente y una cierta di-
vergencia entre las experiencias que es debida a variacio-
nes entre las pendientes de cada una de ellas.

También se realizaron 1los promedios del total de datos
de las siete experiencias para cocaina, BEc y Ec en funcién
del tiempo, segun consta en la Tabla XIII, en la que se in-
cluye 1la desviacidén standard. En l1a Figura 53 se observa la
tendencia general de cada una de las sustancias, que coin-
cide con las correspondientes a las obtenidas en cada expe-
riencia.

Se pudo observar que no se detecta la presencia de cocai-

na a los 29 dias de tratamiento en el 7% de las ratas.
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TABLA XII

PROMEDIOS DE LOS PORCENTAJES DE EXCRECION
POR EXPERIENCIA

A B C
1 1,44 1,19 0,72
2 1,65 1,29 1,17
3 2,61 1,24 0,67
4 1,84 1,32 1,27
5 1,91 1,36 1,09
6 1,31 0,96 0,42
7 0,81 0,71 0,43

A B C
1 1,1 1,34 2,01
2 0,83 1,70 2,13
3 0,7 0,97 1,82
4 1,04 1,29 1,66
5 1,47 1,55 1,87
6 1,09 1,66 2,03
7 1,34 2,22 3,02

A B C

1 8,46 8,35 8,66
2 7,56 6,70 7,13
3 6,97 8,62 10,42
4 7,59 8,17 7,47
5 6,51 8,39 7,55
6 9,12 7,19 7,64
7 9,13 7,29 8,22

A dia 0

B dia 15
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TABLA XITITI

PROMEDIOS Y DESVIACIONES STANDARD DEL TOTAL DE DATOS

Cocaina

t (dias) X% DS
0 1,65 0,91
15 1,15 0,63
29 0,81 0,51

Benzoilecgonina

t (dias) X% DS
0 7,90 2,47
15 7,82 1,70
29 8,15 2,39

Ecgonina

t (dias) X% DS
0 1,08 0,35
15 1,53 0,55
29 2,08 0,67

t : tiempo

X : promedio

DS : desviacién standard
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II.4 ENSAYOS CON ORINA HUMANA

Para comprobar la posible aplicacién del método propues-
to en orina humana, proveniente de posibles drogadictos, se
trabajé in vitro sobre seis muestras de orina de seres huma-
nos adultos, a las que se agregaron la droga y sus metaboli-
tos en estudio; asimismo se ensayd sobre blancos de orina.

Efectuados todos 1los pasos descriptos entre 11.2.2 y
11.2.6, pudo comprobarse que la metodologia es perfectamen-
te aplicable y que los resultados son enteramente satisfac-
torios, ya que las impurezas de la orina resultan ser meno-
res que en el caso de la orina de ratas, especialmente en
la determinacién de BEc por HPLC, como 1o demuestran los
cromatogramas comparativos de los extractos de los blancos

de orina humana y de ratas (Figura 54).
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CONCLUSIONES

La drogadiccién es un importante y grave problema inter-
nacional Yy, aunque es casi imposible identificar el numero
exacto de drogadictos, 1os expertos creen que millones de
habitantes del mundo han sucumbido al falso encanto de las
drogas 1ilegales y peligrosas. Por lo tanto, esta situacién
no sélo afecta a aquellos cuyas vidas estdn deterioradas
por la droga sino que tiene adversas repercusiones socia-
les, politicas y econbmicas. Es asf como en los ultimos
afos la comunidad 1internacional ha aunado esfuerzos a fin
de dar wuna respuesta coordinada. Sin embargo, esta expra-
sidn de deseos y los logros obtenidos no han sido suficien-
tes para erradicar este flagelo, y ello se debe principal-
mente a que Jla produccién y el trdfico de drogas son un
gran negocio: el producto es altamente lucrativo, necesita
poca publicidad y hace que el consumidor regrese por mas.

Uno de 1los primeros pasos para poder luchar contra la
drogadiccién consiste en profundizar sobre el conocimiento
de las drogas involucradas. En el caso de la cocaina los
esfuerzos por reducir su consumo han aumentado enormemente
en los Ultimos aflos gracias a una mayor comprensién de los
peligros que entrafa su adiccion.

El principal motivo del uso de esta droga consiste en su
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accién estimulante sobre el SNC; por ello los estudios ten-
dientes a dilucidar esta accién han l1levado a disipar las
atractivas 1imdgenes con las cuales anteriormente se asocia-
ba a la cocaina.

Hoy en dia existen evidencias de que la droga no sdélo
produce dependencia psiquica sino que estd comprometida en
la dependencia fisica que l1leva al consumo crénico.

Para ello ha sido necesario determinar su presencia en
diversidad de matrices y sobre todo en fluidos biolégicos,
a fin de wesclarecer y resolver los distintos aspectos en
que se encuentra implicada la cocaina, en especial para de-
tectar su abuso y para el control en los programas de reha-
bilitacién.

Una de 1las caracteristicas sobresalientes de la cocaina
con respecto a otras drogas es su biotransformacién y su
inestabilidad bajo <ciertas condiciones a las que estd ex-
puesta en la matriz que la contiene o durante la aplicacidn
de la metodologia para su aislamiento y determinacién.

Por ello, como el tema del trabajo de tesis consistid en
determinar los porcentajes de excrecidén de cocaina, BEc y
Ec, fue necesario agotar todos los recaudos para garantizar
que las condiciones de la toma de las muestras de orina de
ratas no influyeran sobre 1o0s datos obtenidos.

La bibliografia da cuenta de las condiciones adversas
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que pueden alterar l1os resultados en este tipo de muestras,
como es especialmente el pH.

En las jaulas metabdlicas convencionales en que la sepa-
racién entre 1la materia fecal y la orina se hace por medio
de bochas de vidrio o mallas de metal o pldstico y en 1las
cuales el contacto entre ambas es inevitable, se obtienen
orinas muy contaminadas y con pH que puede llegar a 11, con-
diciones altamente desfavorables para la estabilidad de la
cocaina. Por tal motivo, se diseié una modificacién de los
embudos que responde a lo deseado.

Ademas, a fin de optimizar aun mds el pH de la orina, se
recogieron las muestras en vasos de precipitado, los cuales
fueron pretratados con 4&cido sulfurico 0,1 N y escurridos
hasta su secado. As{i se obtuvieron las orinas con un pH que
oscilé entre 6,0 y 6,7. Si bien para otras drogas es sufi-
ciente su identificacién y valoracién como indicativo de su
consumo, para la cocafna es de primordial importancia el ha-
l1lazgo de sus metabolitos mas que ella misma, ya que se ex-
creta como tal en alrededor del 1% de la ingresada.

Por mucho tiempo los laboratorios toxicolégicos fracasa-
ron al obtener resultados negativos falsos, por aplicar los
métodos tradicionales en 1los que se trabaja con solventes
no polares, ya que los metabolitos requieren para su extrac-

cién solventes polares.
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El uso de este tipo de solventes trae como consecuencia
problemas en 1la deteccién y determinacién de los productos
de la biotransformacién, ya que también extraen componentes
de la orina. Si se emplean solventes de polaridad media dis-
minuyen las interferencias, pero requieren un tratamiento
mas exhaustivo de la muestra.

En este caso se eligid la técnica de salting-out, que re-
quiere la saturacién con un agente como el carbonato de po-
tasio que lleva el pH a 8, previo a la extraccién con aceto-
nitrilo de 1la cocaina, BEc y Ec. Se requirié tomar ciertas
precauciones, como enfriamiento de las muestras antes y du-
rante la saturacién y rédpido procesamiento. En los pasos
subsiguientes, como la extraccién de cocaina con ciclohexa-
no previa alcalinizacién con hidréxido de amonio al 5% y un
nuevo salting-out para extraer BEc y Ec, también fue necesa-
rio tomar las prevenciones antes mencionadas. Para la Ec
fue ademds necesaria una purificacién posterior del extrac-
to.

En cuanto a los resultados obtenidos de la aplicacidn
del método desarrollado a muestras de orina con agregado de
la droga y sus dos metabolitos en estudio, cabe efectuar al-
gunas consideraciones:

a) Para la cocafna después de efectuar las dos extraccio-

nes y determinarla por CGL, se obtuvo una recuperacién del
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93%.

b) La forma en que se efectud el aislamiento de la BEc
mediante dos extracciones, empleando la técnica de la satu-
racién salina, permitié 1la posibilidad de evaluarla por
HPLC, obteniéndose un rendimiento del 89%.

c) La metodologia empleada para el aislamiento y evalua-
cién de la Ec requiridé arduos y laboriosos ensayos, ya que
para la valoracién por CGL fue necesaria la derivatizacién
previa de los extractos, para poder pasarlos por el cromaté-
grafo, debido a 1la caracteristica altamente polar de este
metabolito. Pero para ello es imprescindible contar con ex-
tractos aptos para ese fin; por 1o tanto, se realizé una pu-
rificacién que consistié en un pasaje por columna de silica
gel, wutilizando como solvente de elucién metanol. En este
caso, Yy dadas las caracterfisticas del procedimiento, la re-
cuperacién fue del 75%.

Lograda 1la metodologia apropiada para determinar la can-
tidad de cocaina, BEc y Ec excretada por orina de ratas, se
procedié a realizar las experiencias con los animales.

Como se ha sefalado oportunamente, se inyectan en forma
intraperitoneal una cantidad de clorhidrato de cocafna de
20 mg/kg; esta dosis, citada en la bibliograffa y ensayada
en nuestro laboratorio, tiene la ventaja de permitir un tra-

tamiento crénico de las ratas (dosis fatal i.p. es de 100
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mg/kg) y a su vez las cantidades a determinar permiten de-
tectar variaciones significativas.

En vista de las diferencias en l1os porcentajes de recu-
peracién de las sustancias estudiadas, se decidi6 realizar
el andlisis de las muestras en paralelo con orina de rata
inyectada con solucién fisioldgica, a la cual se le agrega-
ron 100 ug de cocafna, BEc y Ec, y comparar contra este tes-
tigo los resultados obtenidos.

Una vez obtenidos los datos correspondientes a las siete
experiencias realizadas en las que se analizaron las orinas
correspondientes a los dfas 0, 15 y 29, se procede a su es-
tudio estadistico.

A fin de poder precisar los efectos del tratamiento cré-
nico de las ratas sobre los valores de los porcentajes de
excrecidén de cocaina, BEc y Ec, se sometieron los datos a
un ANOVA de dos factores cruzados (tiempo, experiencia),
con medidas repetidas en el tiempo.

Se pudo comprobar que para la cocaina existen diferen-
cias significativas entre los tiempos (p < 0,05), notdndose
una tendencia decreciente en los porcentajes de excrecién,
no habiendo diferencias entre las experiencias.

En el caso de la BEc, no se observaron diferencias ni en
los tiempos ni entre las experiencias.

Para la Ec se evidencian diferencias entre l1os tiempos
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(p < 0,05), con una tendencia creciente en los porcentajes
de excrecioén.

Esta modificacién en la biotransformacién de la cocaina
por el tratamiento crénico puede deberse a varias causas,
pudiéndose efectuar algunas consideraciones en base a la bi-
bliograffa existente (57) (73) (75) (78).

a) En westudios realizados en ratas pretratadas crénica-
mente con cocafna (20 mg/kg) durante 21 dias se determind
la cantidad de cocafna libre excretada y los metabolitos to-
tales por métodos radioquimicos después de la ultima inyec-
cién, observdndose que entre las 72 y 96 horas se detecta
una radioactividad muy baja, pero mayor que en el caso de
un tratamiento agudo. Un efecto andlogo durante el presente
trabajo podria explicar en parte el incremento observado pa-
ra la Ec.

b) Se ha sugerido la posibilidad de que en un tratamien-
to crénico la cocaina se acumule en grasa, siendo liberada
lentamente al torrente sanguineo y biotransformada; por 1o
tanto los metabolitos podrian sufrir un incremento, en espe-
cial la Ec por ser la uUltima en la cadena metabdlica.

c) La tendencia decreciente de la cocafna puede Jjustifi-
carse por la induccién de la via oxidativa durante el pro-
ceso crénico, y por otra parte se podria alterar alguna

otra de las rutas involucradas en la biotransformacién de
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la cocaina, que ocasionaria un incremento en la produccién
de Ec.

Es 1interesante observar en el presente estudio que des-
pués de 29 dias de tratamiento con cocaina, y como conse-
cuencia del desplazamiento de los porcentajes de excrecioén
de 1la droga hacia valores mds bajos, se obtienen resultados
negativos faisos en el 7% de ias muestras, 10 Que COontirma
la necesidad de la buUusqueda de metabolitos como mejor indi-
ce de su ingreso al organismo.

Ademas se comprueba que la BEc es el metabolito mas im-
portante como indicador del consumo de cocaina, ya que no
se altera por el tratamiento crénico.

Se pudo constatar que la metodologia utilizada es aplica-
ble al estudio de la cocaina y sus metabolitos en orina hu-
mana, hecho importante para esclarecer y resolver los aspec-
tos toxicolégicos y legales que resultan de la investiga-

cién del abuso de drogas.



ACE

ADN

ATP

ARN

BEC

BNEc

CcCD

CGL
CGL/MS
cit.P-450
COMT

Ec

E.coca Lam.

EDTA

EMEcC
EMIT
FAD
FAD-M
FBS

FMN

273

ABREVIATURAS

acetilcolinesterasa

dcido desoxiribonucleico

dcido adenosintrifosférico
dcido ribonucleico
benzoilecgonina
benzoilnorecgonina
cromatografia en capa delgada
cromatograffa gas liquido
cromatografia gas lfquido/masa
citocromo P-450
catecol-o-metiltransferasa
ecgonina

Erythroxylum coca Lamarck

sal sédica del 4cido etilendiaminotetracé-
tico

éster metilico de la ecgonina
inmunoensayo de enzima multiple
Flavin adenina dinucleétido
FAD-monooxigenasa

buffer de fosfatos
Flavin-mononucleétido

gramo/s



GSH
GSSG
ha
HPLC
IR
kg
k1
Km
MAO
mg
NADH

NADPH

NaF

NC

NEcC
N-hidroxi-NC
nitréxido-NC
PCE

RIA

r.p.m.,

SNC

t

var
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glutatidén reducido

glutatién oxidado

hectédrea/s

cromatografia liquida de alta presién
infrarrojo

kilogramo/s

kilolitro/s

constante de Michaelis
monoaminooxidasa

miligramo/s

Nicotinamida adenina dinucleétido
Fosfato de nicotinamida adenina dinucleé-
tido

Fluoruro de sodio

Norcocaina

Norecgonina

N-hidroxinorcocaina

Nitréxido de norcocaina
Pseudocolinesterasa

Radio inmunoensayo

revoluciones por minuto

sistema nervioso central
tonelada/s

variedad



Vaax

Mg
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Velocidad madxima (velocidad de una reaccién
enzimdtica a concentraciones saturantes de

sustrato)

microgramo/s

St PRI



(1)
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(5)

(6)
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