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0 B J E T I V O S

La cocaína, una droga considerada hasta no hace muchos

años como incapaz de producir adicción, es hoy dia proclama­

da como 1a responsabïe de] más aïto riesgo para 1a saïud pú­

bïica. Este vueïco sustancial se debe a que anteriormente

se creía que 1a cocaína producía dependencia psíquica pero

no dependencia física.

La privación de cocaína en los adictos no produce 1a sin­

tomatoïogia característica deï sindrome de abstinencia de

drogas como e1 a1coho] y 1os opiáceos. Si bien en algunos

casos se observa toïerancia, en otros aparece sensibiïidad,

11egando ta1 privación incïuso a provocar 1a muerte en suje­

tos crónicos. Además. los usuarios pueden suprimir e] consu­

mo durante dias o semanas, generando 1a creencia de que no

se produce dependencia fisica y que e] desasosiego, 1a an­

siedad y e] deseo vehemente de un nuevo consumo están sóïo

reïaCionados con 1a dependencia psíquica.

Fueron necesarias casi dos décadas de abuso creciente y

crónico de 1a droga, e investigaciones exhaustivas, para po­

der obtener conc1usiones más reaïistas en este ámbito.

Recientes investigaciones han demostrado que 1a cocaina

produce un sindrome de abstinencia distinto de 10s modelos



conocidos, es decir en este caso 1as a1teraciones neurofi­

sioiógicas especificas de] sistema nervioso centra] se tra­

ducen o expresan como efectos psico1ógicos, que conducen a1

uso crónico y compulsivo de 1a droga.

E1 anáïisis de 1a cocaina y sus metabolitos es esencia]

para e] diagnóstico y eva1uación de] uso de 1a droga, ya

sea con fines toxicoiógicos o bien en casos 1ega1es comoe]

"doping", y además seria de interés empïearïo con fines mé­

dicos en ïos programas de rehabilitación de drogadictos.

Aunque existen antecedentes de que e] uso crónico de 1a

cocaina puede influir en su metaboïismo y toxicidad en Ios

diversos órganos y sistemas, se conoce muy poco acerca de]

significado de 1os ha11azgos obtenidos en reiación con di­

cho uso crónico. Por eïïo, uno de Ios aspectos íntimamente

re1acionados con e1 abuso de 1a droga es e] estudio de 1a

cinética y transformaciones en e] organismo.

Las investigaciones previas en animaïes de 1aboratorio

permitieron obtener Ïos primeros indicios de] comportamien­

to de esta droga en cuanto a su biotransformación.

La cocaina presenta 1a caracteristica de una extensa y

rápida metaboiización, originada por dos rutas distintas.

La principa1 da cuenta de] 90%de 1a biotransformación de

1a droga, produciéndose reacciones hidro1íticas mediadas

por sistemas enzimáticos como estearasas de1 suero o por



hidrólisis espontánea. La segunda ruta involucra procesos

oxidativos en los cuaïes interviene e] sistema microsoma]

hepático.

Estudios previos han indicado que por orina humana se ex­

creta como ta] soïamente a1rededor del 1%de 1a cocaina in­

gresada, eliminandose el resto comometaboïitos.

La benzoi1ecgonina es conocida por ser e] mayor metaboïi­

to urinario, siguiendole en importancia e] éster meti1ico

de 1a ecgonina y en menor proporción Ia ecgonina y norecgo­

nina.

Existen diferencias en los porcentajes de excreción de

1a cocaína y sus metabolitos debido a modificaciones en 1a

biotransformación de 1a droga que pueden deberse a una com­

pleja variedad de factores, incïuyendo 1a especie, e] sexo,

1a edad, desórdenes funcionaïes, e inc1uso diferencias en­

tre individuos. En e] caso de 10s seres humanos debe tener­

se en cuenta además 1a experiencia previa con otras drogas

que a1teran e] sistema microsoma] hepático.

Teniendo en cuenta estos antecedentes se propone comoob­

Jetivo de esta Tesis reaïizar un trabajo con animaïes de ex­

perimentación para estabïecer si se producen modificaciones

estadísticamente significativas en 1a excreción urinaria de

1a cocaina y sus metabo1itos mas importantes (benzoiïecgoni­

na y ecgonina) a 1o largo de una intoxicación crónica.



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. Ello a su vez involucra la obtención de mues­

tras de orina libres de contaminación a fin de obtener las

muestras con pHadecuado para evitar la hidrólisis espontá­

nea fuera del organismo, siendo necesario efectuar modifica­

ciones a las jaulas metabólicas existentes en nuestros labo­
ratorios.

Por otra parte, la detección y determinación de los meta­

bolitos polares en muestras biológicas no es simple. Si

bien la cocaína, por ser lipofílica, puede ser extraída del

material biológico mediante solventes no polares, los meta­

bolitos. que son más polares e hidrofílicos, requieren para

su extracción solventes polares. Esto ocasiona la coextrac­

ción de componentes de la muestra que interfieren en la pos­

terior identificación y valoración de los productos de la
biotransformación.

A su vez, el empleo de solventes de polaridad media dis­

minuye las interferencias, pero es necesario un exhaustivo

tratamiento de extracción de la muestra. Ademásse requie­

ren pasos de purificación previos al dosaje a fin de elimi­
nar las interferencias.

Otro aspecto a tener en cuenta es que la cocaina puede



sufrir transformaciones durante e1 tiempo de aïmacenamiento

de 1a muestra y durante 1a extracción de 1a matriz; fenóme­

nos que deben también controïarse adecuadamente.

Como 1a Iiteratura no registra ningún método que cumpïa

todos los requisitos necesarios para 11evar a cabo e] obje­

tivo propuesto, es imprescindib1e desarrollar y optimizar

1as diversas técnicas, encauzando 1a determinación en base

a1 instrumenta] disponibïe, cromatógrafos gas quuido y li­

quido de a1ta presión.

La metodo1ogia empleada para e] seguimiento de 1a intoxi­

cación crónica en animales deberia además ser de utiïidad

para su posterior ap1icación en orina humana.

Por otra parte, e] estudio puede sugerir e] indicador

más apropiado a uti1izar en e] caso de una intoxicación de

tipo crónico.



I N T R 0 D U C C I O N

I ANTECEDENTES HISTORICOS

E1 descubrimiento y 1a conquista de América originaron

un conjunto de acontecimientos y cambios que se fueron

desarr011ando a partir de] sigïo XVI, en Tos cuaïes no só1o

tuvieron reïevancia 1as confrontaciones de hombres, de

cuïturas y civiïizaciones, sino también 1a observación de

una naturaïeza sorprendente, que se presentaba diferente a

1os ojos de 10s descubridores.

Asi surgió e1 conocimiento de costumbres, formas de

vida, creencias, fïora y fauna, que impuïsaron un f1uido

intercambio, cruzándose sobre e1 Océano Atïántico en

caminos diametraïmente opuestos todos aqueï1os eTementos

que formaban parte de] acervo de conquistadores y

conquistados.

Uno de Tos hechos significativos que tuvo 1a conquista

de1 Nuevo Mundo fue, sin 1ugar a dudas, 1a inquietud por

parte de naturalistas y cientificos deï estudio de 1a f10ra
y fauna encontrada.

Dentro de esa exuberante naturaïeza, despertó 1a aten­

ción de 10s coïonizadores de América de] Sur un arbusto de

,f1ores b1ancas y fruto rojo: 1a p1anta de "coca". E1 sacer­



dote españo1 Tomás Ortiz (1)(2) en e] año 1499 observó que

1os indígenas de 1a costa septentriona] de 1a parte sud de]

continente recien descubierto utiïizaban una p1anta que 11a­

maban "Hayo" (3), nombre vuïgar con que se designa aún hoy

en Coïombia y Venezueïa a una variedad de 1a coca.

Américo Vespucio informó en 1507 (4) también sobre e]

uso de 1a "coca" por parte de Ios aborígenes que habitaban

en 1a desembocadura de] río Pará o Amazonas.

Los so1dados españoïes que 11egaron a1 Perú o Pirú, deno­

minación que se daba en ese entonces a1 Imperio Incaico. ob­

servaron que 1os nativos cu1tivaban con todo esmero un ar­

busto muy ramificado, 1a "coca", que crecía espontáneamente

en aque11as comarcas, siendo patrimonio de] emperador 1a to­

taïidad de 1as cosechas que de éï se obtenían (5). La obser­

vación de 1a p1anta de coca constituyó e] centro de aten­

ción de naturaïistas y científicos (todas 1as ramas de 1a

ciencia), de 1a que trataron de obtener 1a mayor cantidad

de datos re1acionados con su aspecto botánico, modos de em­

p1eo, usos y efectos.

Así, en 1a crónica de Ios conquistadores y viajeros se

indicaba que e1 mascado de 1as hojas de coca por parte de

1os indígenas se remontaba a épocas muy ïejanas.

Se ha podido comprobar que en casi todos 1os puebïos

primitivos existieron p1antas que jugaron un papel impor­



tante en sus mitos. La asociación de su carácter de piantas

sagradas con sus propiedades y virtudes dio origen a que se

destacaran singuïarmente, f1oreciendo en e] campofértii

de1 mito y la 1eyenda. Hay que reconocer que Ias observa­

ciones de1 hombre primitivo con frecuencia concordarOn con

Io que más tarde habia de estabïecer 1a investigación
cientifica.

E1 origen de 1a p1anta de coca estaria vincu1ado a una

1eyenda que re1ataba que "e1 Hijo de1 So], Manco Capac, des­

cendió de 10s cie1os para difundir entre Ios hombres 10s co­

nocimientos de 10s dioses sobre agricuïtura y artes y a

traer1es 1a coca, pïanta divina que consue1a a1 afïigido,

da fuerzas a1 cansado y sacia a1 hambriento."(5)
La práctica de1 mascado de 1as hojas de coca se difundió

de generación en generación, especialmente entre Ios indios

de] a1tip1ano, costumbre que se mantiene aún en 1a actuaïi­

dad.

Ademásde 1os súbditos deï Imperio Inca, también Ios Qui­

chua, 10s Aymaray otros indigenas de 1as zonas a1tas atri­

buian a1 origen divino de 1as hojas de coca diversas propie­

dades miïagrosas (6), y estas creencias aún perduran. Las

hojas formaban parte de 1as ofrendas a 10s dioses, de Ios

honorarios de 1os hechiceros y curanderos, y comerciaban

con elïas asignandoïes e1 va1or de verdadera moneda.

En 10s sepulcros de ios Incas fueron encontrados peque­



ños atados de hojas entre joyas y metaies preciosos. A tai

punto 11egaban 10s atributos que 10s nativos conferian a

ias hojas de coca, que 1as ponian en 10s anzue1os de pesca

para obtener una abundante recoïección y 1as coïocaban so­

bre 1os enfermos para su rápida curación. Se usaban como

anestésico y para consoïidar Ias fracturas óseas preparando

una masa con ias hojas, sa] y c1ara de huevo.

En 1as ceremonias reïigiosas o fiestas tribaïes mastica­
ban hojas sin cesar hasta quedar fuera de juicio, 10 cua]

1es producía una sensación de euforia similar a los parai­

sos artificiales que pretenden encontrar ios drogadictos en

1a actuaïidad. En este estado reian, cantaban y se movian

sin sentir fatiga, hasta que e] exceso producía sus estra­

gos; ei agotamiento para1izaba sus miembros, su andar se

tornaba inseguro, y por ú1timo caian en un sueño profundo;

ésta es 1a causa por 1a cua1 hoy en dia se conoce a 1a hoja

de coca con e1 nombre de "haschisch de 10s peruanos".(5)

En suma, 1a coca formaba parte de 10s acontecimientos de

1a vida famiïiar desde e] nacimiento hasta 1a muerte, de

ios ritos agricoïas y reïigiosos, por 1o que, en conc1u­

sión, nada escapaba a su infïuencia.

A 10s indigenas que tenían 1a costumbre de acoïiiquear

(masticar hojas de coca) se 1os denominaba “coqueros”

(denominación que se mantiene actuaïmente); 11evaban 1as



hojas en pequeñas boisas de vistosos coïores que Iïamaban

"chuspa" y para su masticación 1as mezcïaban con poïvos pro­

venientes de distintos origenes. Estos eran por 1o genera]

productos obtenidos de 1a mo1ienda de conchas de ostras que

previamente quemaban y que 11amaban "yusta", o bien con un

producto aïca1ino obtenido de 1a carbonización de ciertas

pïantas, a1 que denominaban "i1ipta". En a1gunas regiones

1as hojas de coca eran mezcïadas con 1as de tabaco u hojas

frescas de chenopodium quinoa.

En sus largas caminatas masticaban una "bo1ita" previa­

mente preparada, hasta agotarïa compïetamente; 1a desecha­

ban y 1a reempïazaban por una nueva; por e110 1as distan­

cias se median por "cocadas", equivaientes cada una a apro­

ximadamente tres kiïómetros (6) (7). Las caracteristicas de

1as zonas de] a1tip1ano, montañosas y áridas y por 1o tanto

carentes de agua y aïimento, incitaban a Ios nativos a va­

1erse de 1a coca para supïir esas deficiencias. La compro­

bación por parte de 10s nativos de 1as propiedades de 1a

coca, taIes comodisminución de1 apetito, a1ivio de 1a fati­

ga y generación de caïor. 1es impuïsaba a negarse a rea1i­

zar tareas sin su provisión. Comoposteriormente lo demos­

tró 1a investigación cientifica, 1as observaciones empíri­
cas rea1izadas por 10s indigenas se corre1acionaban perfec­

tamente con 1as propiedades farmacoïógicas de 1a coca. Esto



quizá expiica que 10s correos incas portadores de noticias
tardaran só1o tres días en recorrer 1a distancia entre Cuz­

co y Lima, reIevándose de tiempo en tiempo, mientras que

ios postiiiones españoies necesitaban doce dias para efec­
tuar ei mismorecorrido (5).

Los coqueros presentaban un avanzado estado de desnutri­

ción debido a 1a exigua cantidad de aïimentos que ingerian,

ya fuera por 1a anorexia producida por 1a coca o por 1a sen­

sación de faita de fatiga ocasionada por estimu1ación cen­

tra]. Como e] uso estaba muyarraigado en 1as tribus, sus

integrantes percibieron 1a decadencia y degeneración de 1a

raza e impusieron aigunas restricciones. Por ejempïo, 1a

prohibición de reaiizar tareas en 10s cocaies a niños y mu­

Jeres so1teras, y a embarazadas y casadas sin autorización

de1 marido (5).

Todo este cúmuio de comprobaciones por parte de ios

conquistadores, de una civiïización cuyos mitos, supersti­

ciones, creencias y hábitos de vida giraban en torno de una

pianta, sobrepasó 10s limites dei interés botánico o 1a me­

ra crónica de 1as costumbres por parte de viajeros e histo­

riadores para dar origen a fuertes poïémicas con respecto a

Ios beneficios o daños que 1a misma podia ocasionar.

Asi, e1 segundo Conciïio de Lima de 1567/68 consideró e]

tema y conc1uyó que e] uso de 1a coca por 10s indios "es



cosa inúti] y perniciosa, que Conduce-a 1a superstición por

ser talismán de] diabïo” (3). y que dificuïtaba e inc]uso

imposibiIitaba 1a evangeïización.

Sin embargo, e] hecho de prohibir su empïeo era una so­

1ución demasiado drástica y no tan fáci] de 11evar a cabo.

Por una parte, 10s indios se negarian a trabajar en 1as mi­

nas o en otras actividades, y por 1a otra, Ios conquistado­

res españoïes, cuyos intereses económicosestaban reïaciona­

dos con 1a producción y comerciaïización de 1as hojas, se

negarian a aceptar dicha prohibición. En conclusión, e1 in­

tento de suprimir 1a coca significaba "querer que no hubie­

ra más Perú" (8).

Teniendo en cuenta estas objeciones, resuitó so1amente

afectada por 1a prohibición 1a ciudad de Lima; el resto de]

inmenso Virreinato de] Perú, que en e] sig1o XVI inc1uia Ar­

gentina, Bo1ivia, Perú, Paraguay y Ecuador, asi comoparte

de Chiïe, continuaría produciendo y consumiendo 1a "p1anta

divina".

Los años fueron transcurriendo sin que se tomara ninguna

posición con respecto a1 uso de 1a coca, hasta que en e1 si­

gïo XVIII escritores comoAntonio Ju1ián e Hipólito de Una­

nue Iogran nuevamente convertir a 1a coca en un mito (8).

En 1836 E.F.Póppig inició 1a poïémica contra 1a coca ­

e] argumento no es de indoie reïigiosa sino mora] , caïifi­



cando e] uso como un "vicio".

En contraposición, e] médico Paoïo Montegazza (1831-­

1910), que visitó e1 noreste argentino, aseguraba que 1a

coca puede curar estados de embriaguez producidos por 91

a1coho], y recomendaba su emp1eo (8) en varias clases de

enfermedades, inc1uyendo 1a meiancolia.

La ferviente apo1ogia que rea1izaron los defensores de

1a coca expïicaria 1a gran difusión de vinos, chocoïates,

cigarriïïos, bombones, dentifricos y bebidas varias que
contienen coca. Entre estas ú1timas cabe mencionar 1a “Co­

ca-Coia“, que hasta e1 año 1903 contenía un extracto prepa­

rado con hojas de coca que no exciuia ningún a1ca10ide pre­

sente en dicho extracto.

En e1 año 1860 un quimico a1emán, Aïbert Niemann (1834­

—1861), extrajo de 1as hojas de coca 10s principios acti­

vos. encontrando comoprincipai componente e1 aïcaïoide gg­

caina, cuya estructura QU'ÍÍITÍCBSB encuentra representada en

1a Figura 1.

La obtención de] aica10ide propició que muchos investiga­

dores se dedicaran a1 estudio de sus propiedades químicas y

farmacoiógicas. Asi, Richard Wiïistátter (1872-1942), quimi­

co aïemán y premio Nobe1, estudió 1a cocaina durante ei pe­

riodo 1891-1924, compïetando 1a determinación de 1a estruc­

tura y 1a sintesis de todos 10s isómeros de 1a misma.



En 1880 Vassili von Anrep (1852-1925) comprobó su poder

como anestésico iocai. Sin embargo se atribuye a Car)

Koiier (1858-1944) y a Sigmund Freud (1856-1939) 1a intro­

ducción de 1a cocaina en Ia medicina cïinica por estas ca­

racteristicas (7) (9).
En 1884 Freud hizo e] primer estudio genera] de 1os

efectos fisioiógicos de 1a cocaina comofármaco de acción

sistémica, principaïmente a distintos niveies de] sistema

nervioso. Concibió inciuso su empieo terapéutico "comoanti­

doto” para 1iberar a toxicómanos de] hábito de 1a morfina.

Apiicó esta terapia a uno de sus coiegas, Ernst Fieischt

von Maixow(1846-1891). Triunfo en su intento. pero produjo

e] primer adicto a 1a cocaina que se registra en ios tiem­

pos modernos (10). Fieischt terminó administrándose hasta

un gramo de cocaina diario, 10 que determinó su deceso en

e] año 1891.

Este hecho impresionó fuertemente a Freud, pero a pesar

de todo continuó defendiendo 1a droga, pretendiendo que e)

accidente se debia a 1a vía de administración. Adujo que 1a

cocaina inyectada era peiigrosa, pero no asi 1a que se ab­

sorbia por via nasa1. Freud continuó sirviéndose de 1a coca­

ina hasta e] año 1895, ta) como io manifiesta en su 1ibro

"La interpretación de 10s sueños”.

Contribuyó aún mas a1 conocimiento de esta droga un
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farmacéutico- corso de apeïïido Mariani, que formuIÓ un

“vino a 1a coca de Mariani". Con 1a finaïidad de promover

su creación 10 envió comoobsequio a distintas personaïida­

des de 1a época. Su rea] intención era obtener respuestas

de dichas ce1ebridades a fin de transcribirïas y conseguir

una espïéndida pub1icidad para su producto. Asi confeccionó

un Iibro, pubïicado en 1892 (7) (11). con 1as respuestas

que obtuvo, en e1 cua] figuraban composiciones musicaies de

Charies Gounod y Juïes Massenet, dibujos de Rodin. cartas

de Emiie Zoïa y de A1ejandro Dumas hijo, en honor de 1a co­

ca; en tota] más de quinientos personajes céiebres.

Debido a1 desconocimiento de su pe1igrosidad muchos desa­

prensivamente 1a ingerian. A través de] personaï de servi­

cio de 1a reina Victoria de Ingïaterra se 1ïegó a saber que

1a famosa soberana tenia preferencia por una bebida muyca­

ra. ei "vino a 1a coca", que también era consumida por e]

Papa León XIII. por e] ya mencionado poeta y escritor Emi1e

Zoia, por e] presidente de 10s Estados Unidos McKinIey y

por e] inventor Thomas A1va Edison (12) (13).

La cocaina era 1a droga de moda, de Iujo, usada por 1as

c1ases más pudientes, en contraposición a1 opio, que era, y

10 seria por mucho tiempo, 1a droga de Ios desheredados de

1a fortuna (12).

Simu1táneamente a estos acontecimientos se aïzaron voces



sabias para denunciar sus efectos adversos. E1 toxicóiogo y

etnofarmacoïogista a1emán Louis Lewis (1850-1929) critica

severamente 1a hipótesis de Freud de que 1a cocaina servi­

ría como "antídoto" para Ios morfinómanos (8). Esta cïara

visión de1 probïema es corroborada por A.Er1enmeyer (1886),

que además definió a 1a cocaina como uno de los fiageios de

1a humanidad (13).

Sin embargo. a pesar de estas advertencias 1a cocaina ga­

naba adeptos por doquier e incïuso existen evidencias de 1a

faciïidad con que se 1a adquiria en bares de Europa y Améri­

ca y, hasta 1905, en todas ias farmacias.

Este es e1 tipico cicïo que cumpïe una droga, tanto en

su uso farmaco1ógico como en e] iiegaï. Su empïeo se con­

vierte en simbo]o de prestigio y fama. y a e11a só1o-puede

acceder una minoria exclusiva; esto hace que sea deseada

por 1os menos priviïegiados con 1a fina1idad de sentirse

equiparados (12).



F1gura 1: Estructura quím1ca de 1a cocaína



II BOTANICA

Como 1a cocaína comercia] se extrae de 1as hojas de Ia

"coca", se presentan aïgunas consideraciones acerca de di­

cha p1anta.

E1 nombre común con que se 1a conoce deriva deï inca "cu­

ca" o de] aymará "khoka", que significa 1a pianta por exce­

1encia. 1a primera entre todas, minetras que en idioma gua­

rani se 1a 11ama"caá", es decir yerba superior a todas 1as

otras (5) (14).

Las hojas de esta p1anta presentan varias denominacio­

nes, como coca, cuca o ypadu en Perú y Boïivia; hayo o ha­

ye1o en Co1ombia, e ipadú o hayo en Brasi] (1) (15).

En cuanto a1 nombre cientifico Erythroxyïum, que designa

e] género a1 cua] pertenece esta p1anta, deriva de dos païa­

bras griegas que significan rojo y madera, aludiendo a1 co­

ior de 1a corteza (16).

Actuaimente son reconocidas más de 250 especies; entre

e11as 200 se encuentran en 1as zonas tropicaïes de Sudamé­

rica (17). Los resuïtados obtenidos de 10s estudios efectua­

dos a fin de detectar 1a presencia de cocaina en distintas
especies y variedades, permiten conc1uir que sobre 1as 13

especies de Erythroxyium anaiizadas soiamente se detecta



cocaina en 1as hojas de 1as especies Erythroxyium coca

Lamarck (E.coca Lam.), E.novogranatense y E.truxii1ense.

En ias Figuras 2. 3 y 4 se observa 1a p1anta de E.coca

Lam. y sus distintas partes. En e] caso de esta especie 1a

primera referencia taxonómica 1a hizo Antoine Laurent de

Jussieu en 1750 (18), y en 1a Tab1a I se presenta dicha

c1asificación.

Descripción: (1) (19)

La E.coca Lam. es un arbusto de 1 a 3 metros de aïtura,

muy ramoso, con 1a corteza pardo-rojiza y rugosa, portador

de hojas ais1adas, simpïes o estipuiadas, de pecioïo corto.

1imbo entero, 1ance01adas o aovadas, agudas en e1 ápice su­

perior y provistas de un pequeño mucrón. Las dimensiones va­

rian de 4 a 8 cm de 1argo y de 2 a 4 cm de ancho.

Las caracteristicas histoïógicas de un corte transversa]

de 1a hoja muestran 1a epidermis superior, 1ampiña y sin es­

tomas, recubierta de una cuticuïa bastante espesa. consti­

tuida por cé1u1as poïigonaïes apiastadas y reguïares. La

epidermis inferior, desprovista también de peïos, está com­

puesta de céïuïas poligonaïes con una protuberancia centra]

que 1e dan un aspecto dentado particuïar y que aïojan unos
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cristales prismáticos de oxalato de caïcio.

Las fïores. poco vistosas. están dispuestas en númerode

dos o tres en 1a axiïa de 1as hojas superiores. son actino­

morfas o radiadas y hermafroditas y pentámeras. Están cons­

tituidas por un cáïiz de cinco sépa10s amariïïo-verdoso,

concrescentes en 1a base y 1ibres en e] ápice. La coroïa,

amari11o páïida, está formada por cinco pétaïos Iibres, a1­

ternos con 1as divisiones de1 cá1iz y que rodean diez estam­

bres férti1es dispuestos en dos verticiïos de fi1amentos

b1anco-verdosos y tres esti1os terminados cada uno por un

estigma en forma de cabezuela (19). E1 ovario es súpero,

tri1ocu1ar, y sóïo con dos ceïdas fértiïes. E1 fruto dru­

páceo, pequeño. rojo, monospermo, con pericarpio de1gado,

semiïïas con endospermo cartilaginoso y embrión con Ios co­

tiïedones p1ano-convexosy 1a radicuïa corta dirigida hacia

arriba (1).

La E.coca descripta por Lamarck en 1786 conforma una

gran variedad en que 1as diferencias se deben sobre todo a

condiciones de c1ima y cuïtivo, según Hegnauer y Fikenscher

(1960) (20).

Dado que 1a hoja es 1a parte de mayor interés, se desta­

can 1as diferencias entre 1as especies y variedades produc­

toras de cocaina:

1) E.coca Lam. sensu stricto var.bo]ivianum Burck, que
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produce 1a coca de Huanuco (boïiviana). Las hOJaS son grant

des, coriáceas. de coïor verde oscuro y con un ápice agudo

u obtuso.

2) E.coca var.spruceanum Burck (= E.truxi]1ense Rusby),

productora de 1a coca de Java y de 1a coca de Trujiïïo (pe­

ruana). Las hojas son más pequeñas, más angostas. más deïga­

das, y de un co1or verde más cïaro que 1as de 1a variedad

anterior.

3) E.coca var.novogranatense Morris. de Co]ombia, que

produce un tipo de coca de Truji1lo. Se distingue de 1a va­

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

Composición guimica

Las hojas contienen porcentuaïmente: dextrina 1,12%, azú­

car 11,46%, c1orofiïa 0,25%, a1midón 36,19%, proteina fibri­

na 7,80%, fibra cruda 28,57%, aceites voïátiïes 1,82%, ceni­

zas 6,00%, agua 6 a 7% (5). Además se encuentran oxaïato de

ca1cio, una esencia aromática (0,60 a 1,30 g por kg), un

aceite esenciaï (0,05 a 0,10%), en que e] principaï consti­

tuyente es un sa1ic11ato de metiïo; alcohoï metiIico, dos

taninos (ácido cïorogénico y ácido cocatánico), dos hetero­

sidos (cocacitrósido y cocafavósido). y además se han iden­

tificado un rutósido y un isoquecitróxido, y se han encon­
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trado pequeñas cantidades de vitaminas B1, Bz y C (19)

(20).

En cuanto a1 contenido en a1ca1oides, es de a1rededor de

0,5 a 1,5%, representando 1a cocaina ei 75%de] totai de a1­

caioides contenidos en ias hojas de 1a coca de Boiivia. En

1a de Java ei contenido en a1ca10ides es un poco superior,

de] 1,0 a1 2,5%, pero 1a cocaína representa aproximadamente

e] 50%de] tota] (21).

Los aicaioides se agrupan en tres tipos básicos: a) deri­

vados de 1a ecgonina (cocaina, cinamiïcocaina, o< y Á3 tru­
xiiiina); b) de 1a tropina (tropacocaina, vaïerina); y c)

de 1a higrina (higrobina, cuscohigrina) (19) (22). Soiamen­

te ios derivados de 1a ecgonina tienen importancia comer­

cia].

La composición de 1a mezcia de a1caioides en 1a hoja va­

ria cua1i y cuantitativamente, de acuerdo con 1a variedad

de 1a pianta y en cierto grado con e1 estado de desarr0110

de ias hojas en e1 momentode 1a recoiección (16). Incluso

se ha observado que e] contenido en cocaína decrece signifi­

cativamente durante e1 a1macenamiento (21).
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F1gura 2: P1anta de E. coca Lam.
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Figura 3: Hojas y fïor de la coca

25



Figura 4: a) Fïor de 1a coca; b) Fruto de 1a coca (cereza)
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T A B L A I

TAXONOMIA

F11um Espermatófítas (pïantas con sem111as)

Cïase Dícotiïedóneas (arbustos y árboïes)

Orden Cor011anos

Suborden Geraniaïes

Fami11a Erythroxylaceae

Género Erythroxyïum

Especie Erythroxyïum coca Lamarck. Novograna­

tense Morris y Trux111ense
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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 cuïtivan intensamente en Bo­

Iivia y Perú y en menor escaïa en Ecuador, crecen en 1as

vertientes de ios valïes en 1a cordiïiera de Ios Andesa

una a1titud comprendida entre ios 500 y 10s 2.000 metros,

en ciima húmedo y cá1ido y en terrenos ricos en humus, o en

regiones montañosas más secas de Co1ombia, a 1o 1argo de 1a

costa de1 Caribe; en Java, Formosa y Ceiïán.

Las semi11as se pïantan en viveros y cuando ios pianto­

nes están suficientemente fuertes se transpiantan a 1argas

terrazas denominadas “humachas” y construidas unas encima

de otras comoescaiones de una esca1era, cada una sostenida

por un pequeño terrap1én reforzado con piedras. Las piantas

comienzan a producir a1 cabo de unos 18 meses, pero e] desa­

rroï1o compïeto deï matorra] de coca ocurre a1rededor de

10s 3 años, con una producción máxima a ïos 5 años. La

reco1ección se reaïiza por 1o genera] tres veces a1 año. en

marzo, juiio y octubre.

Los indios andinos arrancan 1as hojas maduras. que se

secan de preferencia a1 caïor artificia] pero a temperatura
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moderada, pues 1a desecación excesiva a ios rayos de1 501

disminuye e1 contenido en aïcaïoides. Por e110 se empïean

cámaras cerradas de desecación, donde 1as hojas se extien­

den en un sueïo de tierra apisonada. Una vez secas se alma­

cenan en edificios secos y se embaian en sacos o boïsas de

30 kg para su comerciaiización.

Cada arbusto da por cosecha por 1o menos un ki1ogramo de

hojas (16) (19). Naturaïmente, e1 rendimiento depende de mu­

chos factores y variabïes ecoïógicas.

Con frecuencia se observa en 1as ramas de 1a coca una

p1anta parásita, e] "1iquen", comprobándoseque dicha infec­

ción provoca un aumento en e1 contenido de cocaina. Esto se

debe a dificuïtades en 1a transpiración. E1 mismo incremen­

to en a1ca10ides puede 1ograrse rodeando e] tronco de 1a

pianta de coca con sacos de arpi11era (19).

Las fa1sificaciones de 1a coca son raras, y además fáci­

ies de descubrir; una posibïe adu1teración por hojas de Ja­

borandi (Pi1ocarpus microphiïus y P.spicatus) se detecta a1
efectuarse un estudio deta11ado de 1as caracteristicas

diferenciaies de ambashojas (19).

Una pequeña proporción de 1a producción de ias hojas es

uti1izada comota] por Ios nativos o exportada 1ega1mente a

1a Stepan Chemica] Company de New Jersey, donde se extrae

1a cocaina para fines terapéuticos y e1 residuo se prepara
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como aromatizante para 1a Coca-Co1a (4).

La mayor parte, airededor de] 95% de 1a reco1ección

anua], es convertida en cocaina, que ingresa en e] tráfico

iiícito (23). Se estima que durante 1987fueron cuitivadas

entre 162.000 y 211.000 toneiadas métricas de hojas de coca

en 1a región andina, 59%tan sóïo en Perú, considerado e1

mayor productor mundia] de hoja de coca (24).

E1 cuitivador de hojas peruano cosecha en promedio menos

de una hectárea. Gran parte de esta tierra es marginaï y no

soportaria siembras sustitutas; es por 9110 que e1 ingreso

potenciai derivado dei cuitivo de este arbusto sobrepasa am­

piiamente ei de-cuaiouier otro. Las mismascaracteristicas

existen en Boiivia, segundo productor de coca, en especia]

desde 1980. cuando 10s precios de] estaño, fuente principa]

de ingresos, disminuyeron considerabiemente en e] mercado

mundia]. Estas condiciones han contribuido a 1a expansión

de] cu1tivo de coca. Aproximadamente 200.000 campesinos de­

penden directamente de esta producción para obtener ingre­

sos efectivos, y otros 100.000 participan en 1a eiaboración

y transporte de 1a droga.

Existen en Bolivia dos grandes áreas productoras de co­

ca. La hoja producida en ias Yungas, 1a región tradiciona]

de cu1tivo de1 pais, es 1a preferida por 1a pobiación indi­

gena para su consumo interno. La otra zona importante de
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cu1tivo es un área nueva, 1a región dei Chaparé, en e] de­

partamento de Cochabamba, que produce hojas más grandes.

más resistentes y mas ácidas. que tienen poca demandaentre

10s consumidores tradicionaïes. Se estima entre 60.000 y

80.000 ha. cu1tivadas en esta zona. En 1986 1a producción

fue de 132.400 t de hojas de coca (25).

Después de 1a recoïección 1as cosechas iïegaïes deben

ser transformadas en un producto comerciabïe. La e1abora­

ción de] producto terminado comienza en sus tierras de ori­

gen y constituye una operación en tres etapas.

Las hojas se sumergen en diversas sustancias químicas,

dando como resuïtado una pasta pardo oscura, 11amadapasta

de coca. que contiene 40 a 90%de suïfato de cocaina y

otros a1caïoides presentes en 1as hojas de coca, y contami­

nantes de1 proceso de extracción, como kerosene y acido su]­

fúrico (26), 10 que constituye 1a primera etapa. La segunda

consiste en purificar 1a pasta para obtener 1a 11amadabase

de coca, sustancia de co1or b1anco sucio, casi inodora; y

por ú1timo se pasa de 1a base a1 cïorhidrato de cocaina,

forma en 1a cua1 con mayor frecuencia se compra 1a cocaina

en Occidente.

Las hojas de coca transformadas en pasta o base de coca

en Perú y Boïivia, son exportadas en grandes cantidades de

ambos productos para su mayor refinamiento en Coiombia, y.
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en menor grado, en Brasi1. Se estima que Boïivia produce

por año 765 tone1adas de pasta de coca y que de esta canti­

dad exporta de 400 a 500 tone1adas. Hasta hace muy poco 1a

producción de pasta y base de coca en Bolivia era monopoïio

de intermediarios independientes, que suministraban 1as sus­

tancias químicas necesarias y contrataban 1a manode obra.

Sin embargo, 1os campesinos están empezando a producir 1a

pasta de coca, e inc1uso aïgo de base. por su cuenta. Este

giro en 1a producción de pasta de coca, que 1a convierte en

una empresa fami1iar o vecina], es preocupante. pues aumen­

ta ias ganancias de 10s cuïtivadores y e] número de perso­

nas que están dispuestas a oponerse fisicamente a 1os es­

fuerzos de erradicación por parte dei gobierno. Hay indi­

cios recientes de que Perú y Bo1ivia también se están inde­

pendizando en 1a producción de cïorhidrato de cocaina y en

1a apertura de sus propios mercados. Se han descubierto en

Perú aïgunos Iaboratorios perfeccionados que son capaces de

producir entre 500 y 1.000 kg de base cada tres o cuatro

días (24). Inc1uso se han tenido noticias de pequeños cu]­

tivos de coca en e] noroeste de Brasi] 1indando con Coïom­

bia (27) y en Ecuador (24). A diferencia de1 procedimiento

empïeado en Perú y Boïivia, en Coïombia se pasa por a1to 1a

etapa de 1a pasta, procesando 1a hoja de coca que se produ­

ce en e] pais para transformarïa directamente en base de
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cocaina. El metodo utilizado consiste en tratar las hojas

con gasolina, lima, alcohol, amoniaco. permanganato de po­

tasio y ácido sulfúrico. 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

pequeños, un local rudimentario para elaborar la sustancia,

y sirven a varios sembradios que abarcan unas cuantas hectá­

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 Junto con cantidades muchomayores de base importa­

da del Perú y de Bolivia. Nadie sabe cuántos laboratorios

de clorhidrato de cocaina existen en Colombia, pero la ac­

ción policial de ese pais ha detectado desde abril de 1974

3.204 laboratorios, entre productores de la base y del clo­
rhidrato. Estos últimos laboratorios suelen tener instala­

ciones más 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

lombia procede de fabricantes europeos o brasileños y se in­

troduce de contrabando desde Venezuela, Brasil o Ecuador.

En 1986 la policia venezolana decomiso aproximadamente
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2.600 k1 de acetona y éter (24).

De acuerdo con 1a mayoria de Ios expertos en drogas, es

axiomático que 1a adicción es producto de 1a abundancia;

por 9110 sóïo mediante acciones concertadas puede 1a comu­

nidad internacionaï enfrentar ei narcotráfico.

La erradicación de Ios cu1tivos es e] medio más eficien­

te para reducir 1a oferta mundial de drogas i1ega1es. Esto

puede 11evarse a cabo manuaimente o con herbicidas apropia­

dos, desde equipos portátiïes o aeropïanos. Actuaimente Ios

arbustos de coca deben ser arrancados a mano. ya que no se

cuenta con un herbicida inocuo y efectivo, pero 1a erradi­
cación manua] es muy ienta y pe1igrosa, pues Ios trabaja­

dores están expuestos a ios ataques de 10s narcotrafican­
tes.

Existen propuestas de sustitución de 10s cultivos; por

ejempio e] Programa de Desarroï1o Regiona] de} Chaparé en

Boïivia tiene por objetivo principaï proveer a ias pobïacio­

nes ruraies de fuentes de ingreso y empïeo distintas de]

cu1tivo y recoïección de productos iiegaïes. E1 acuerdo se

firmó en 1983; a1gunos agricu1tores se adhirieron a este

programa debido a una fuerte caida en e1 precio de ¡as ho­

jas de coca como consecuencia de 1a "Operación A1to Horno”,

programa conjunto reaïizado en 1986 por Ios gobiernos de

Boiivia y Estados Unidos. que 10ca1izaron y destruyeron
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1aboratorios de elaboración de cocaina, suprimiendo virtua]­

mente 1a eïaboración en Boïivia por espacio de tres meses.

Esto provocó una baja de 10s precios a ta] punto que 1a mis­

ma se voïvió improductiva durante un tiempo (24).

En Perú 1a erradicación de 1os arbustos de coca i1egaïes

comenzó en 1983, con un proyecto de erradicación y ejecu­

ción firmado en 1981 que tenia comoobjetivo 1a destrucción

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 91 programa de 1986 denominado "Operación Cóndor",

desde e] principio se Iogró destruir 169 pistas de aterriza­

Je y también 87 1aboratorios de procesamiento (23).

Sin embargo, e] Informe sobre Estrategia Internaciona]

para e] Contro] de Narcóticos emitido en abrii 1988, denomi­

nó 10s ú1timos seis meses "una mezcïa de progreso y a1gunas

frustraciones". La principaï fuente de frustración "se debe

a que no existe una reducción de] creciente cuïtivo de 1a

coca en 1a zona andina" (29).
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III.2 TRAFICOILICITO

El consumo de la cocaina, que hasta hace 15 años 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 pública internacional, al orden

interno y a la seguridad nacional de los países productores

y traficantes.
El creciente interés por la cocaina, principalmente en

los Estados Unidos y Europa a partir de la década del 70.

está relacionado. por un lado, con la simple experiencia he­

donista, debido a las caracteristicas de esta droga.-consi­

derada el estimulante mas poderoso de origen natural (30)

(31), y por el otro a interacción de múltiples factores so­

ciales, económicosy politicos.

Como se ha mencionado, el tráfico ilegal comienza en las

laderas Orientales de los Andes, donde se cultivan y cose­

chan las plantas de coca. El comercio mundial de cocaina si­

gue estando dominado por narcotraficantes colombianos que

participan en todas las etapas de producción de la droga,

siendo su fuerte la elaboración final y la distribución in­
ternacional del clorhidrato de cocaina.

En los últimos años Brasil ha adquirido importancia en

el tráfico sudamericano. Varios grupos de traficantes boli­
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vianos han participado en operaciones de refinamiento de

cocaína cerca de 10s iímites con Brasiï, dado que Iograban

faciïidades en la obtención de productos quimicos necesa­

rios para dicho fin en este pais.

Las principa1es rutas de tráfico (Figura 5) que se ini­

cian en Ios paises productores, como Perú, Boïivia y Coïom­

bia, invoïucran a paises considerados inicialmente de trán­

sito, como 1a Argentina. Brasi] y México, para finaïizar en

1os grandes consumidores, como Estados Unidos y Europa. En

Argentina 1a acción conjunta de 1as fuerzas de seguridad na­

ciona1 y a1gunos organismos internaciona1es ha detectado e

identificado cuatro rutas principaïes de entrada a1 pais

(Figura 6). La mayor parte de 1a droga ingresada se integra

a 1a red internaciona1.

La cocaina viene en dos formas: 1a más común e] cïorhi­

drato de cocaína, 11amado“coca caïïejera”, en forma de po]­

vo que si es puro es b1anco cristaïino. parecido a1 azúcar,

pero que en genera] está di1uido.

Debido a1 aito costo de 1a droga Ios traficantes aduïte­

ran 1a cocaina con otras sustancias, ïïegando ésta a 1os

usuarios con una pureza de] 30 a1 95%. Los anáïisis de 1a

droga de 1a ca11e demuestran que Ios di1uyentes más comunes

inc1uyen varios azúcares (manitoï, Iactosa y sacarosa). ca­

feína. feniïpropano1amina, inositoï, manitoï (30), anfeta­
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minas y anestésicos Iocaïes, entre estos úitimos e] más co­

mún 1a lidocaína (31). La mezc1a de cocaina-Iidocaína en

una re1ación 61:39 ha sido determinada por cromatografía

gas-iiquida y se 1a conoce por “rock-cocaina" (32).

La otra forma es la base Iibre, que se fabrica convir­

tiendo químicamente el ciorhidrato de cocaina de 1a ca11e

en una sustancia purificada. En e1 pasado esta transforma­

ción se ïograba procesando e1 c10rhidrato con éter, un soi­

vente a1tamente inf1amab1e. En 1os Estados Unidos se vende

un instrumento denominado tubo base para transformarla en

base iibre mediante caior. inhaiándose sus vapores (4) o

bien fumándose en una pipa, o añadiéndose a un cigarriïio.

La base 1ibre también se presenta en forma de hojueïas (33)

(34).

En 1os ú1timos años se ha popuïarizado en varias partes

de ios Estados Unidos ei uso de una forma pura de cocaina

conocida con e1 nombre de "crack" (35). Se trata de una nue­

va técnica de comerciaiización de 1a base Iibre, que se pre­

para mezc1andoe] clorhidrato de cocaina con bicarbonato de

sodio y ca1entando (26). E1 producto, no obstante, contiene

aigunas impurezas presentes en 1a cocaina originai. junto

con un exceso de bicarbonato de sodio. E1 caientamiento de

esta mezc1a para vaporizar1a y fumaria origina un sonido

crepitante, 1o que ha dado 1ugar a su denominación de
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“crack” (36).

Los traficantes Io venden en piezas que se asemejan a

pequeños granos b1ancos denominados "rocas" (34); es fácii

de usar, fáciï de ocu1tar. menoscostosa. y causa ta] adic­

ción que garantiza su mercado.

Si bien e1 cïorhidrato de cocaina cuesta aproximadamente

2.000 a 2.500 dóïares 1a onza (28.34 g) (27), o sea cinco

veces mas que e] oro. 1a dosis de "crack" entre 65 y 100 mg

se vende a un precio de entre 5 y 20 dóïares. De este modo

puede ser adquirida fáciïmente por muchos consumidores. en­

tre eïïos 1os estudiantes más jóvenes e incluso 10s de] ni­

ve] e1ementa1 (34) (35).

En Sudamérica 10s traficantes venden cigarri11os de pas­

ta de coca mezcïada con marihuana o tabaco, que pueden ad­

quirirse en ias ca11es de algunas ciudades bo1ivianas por

apenas 50 centavos de dóïar, y e1 c1orhidrato de cocaina se

vende aproximadamente a un 20% de] precio a1 cua] se ofrece

en 1a ca11e en los Estados Unidos. Los cigarriïïos se cono­

cen con e1 nombre de "basuco" en Co1ombia y Perú y "piti­

110“ en Boïivia (26).
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III.3 TENDENCIAS DEL USO DE LA COCAINA

El aumento o disminución de 1a preferencia de una deter­

minada droga a nive] mundia], regionaï o de paises. se pue­

de evaïuar teniendo en cuenta 1as confiscaciones por apïica­

ción de 1a 1ey y e1 consumo en 1a pob1ación. Por supuesto.

ambos parametros tienen diversas variabïes y por 1o tanto

se toman sóïo como indicadores no absoïutos. Por ejempio,

e] aumento en 1a cantidad de droga incautada puede ser con­

secuencia de un mayor tráfico i1ega1 o bien un mayor ceïo

de 1as autoridades en 91 cumpïimiento de 1a 1ey.

Según un informe divuïgado en enero 1985 por 1a Junta In­

ternaciona] de Contro] de Narcóticos de 1a Organización de

ias Naciones Unidas, "dondequiera que exista cuïtivo. pro­

ducción y tráfico i1icito e] abuso de estas sustancias en­

tre 1a pobïación Iocaï casi siempre es 1a consecuencia. Es­

to expïica 1a expansión geográfica de] abuso de 1as drogas

más a11á de 1os pocos paises que fueron antaño Ios princi­

pa1es centros de ese abuso. E1 hecho es que muy pocos pai­

ses no se ven afectados" (28).

Se ha observado un marcado incremento en Ios úïtimos

años de] consumo de pasta de coca y cïorhidrato de cocaina

en Argentina, Boïivia, Brasi], Colombia, Ecuador, Perú y Ve­

nezuela.
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El surgimiento de un elevado consumo de pasta de coca en

Bolivia ilustra la forma en que un pais puede pasar de la

producción a la drogadicción.

Durante los años 70 Bolivia casi no tenia drogadictos,

aunque producía 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 paganles con una

porción y con dinero; asi la mayoria son adictos y no aban­

donan sus hábitos cuando regresan a sus ciudades, pueblos y

aldeas. Igualmente, a los contrabandistas de las sustancias

quimicas que se emplean en la elaboración se les paga con

la droga, la que llevan a los centros urbanos para vender.

Esto ocurre en un pais que cinco años atrás decia tener un

problema minimo de drogadicción.

En una investigación realizada en ese pais en 1986 se ob­

servó que las sustancias de mayor consumo eran la marihua­

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

el clorhidrato de cocaina, con 6,4%.

En Perú en 1985 el número de adictos a psicotrópicos en

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

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

(basuco).

El consumo de cocaina ha sido desplazado por el basuco

en Colombia; en las zonas urbanas 81.246 personas lo consu­
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men, mientras que 31.207 prefieren 1a cocaina (25).

En 1985 se confiscaron a niv91 mundia] 56,3 t de cocai­

na, Io que casi iguaïó 1a cifra sin precedentes de 59,4 t

en 1984.

En generaï 1a mayoria de 1os paises de America informa­

ron acerca de incrementos tanto en e] consumo como en 1a

confiscación (Tabïas II, III. IV).

México, como pais utiïizado como via de acceso a 10s Es­

tados Unidos de 1a producción de cocaina procedente de 1a

región andina. no escapa a esta situación, ya que a pesar

de que 1a mayor parte de estas sustancias están destinadas

a otro mercado, una porción permanece en e1 pais. E1 incre­

mento de 1a cantidad que pasa se puede comprobar en 1as es­

tadisticas de 1a campañacontra e] narcotráfico: entre 1975

y 1984 se decomisaron 2.303,5 kg. y en 1988 un tota] de

13.791,1 kiïogramos (37).

La cocaina se empïea indiscriminadamente en 10s Estados

Unidos y en mucho menor esca1a en Canadá, pero e1 aconteci­

miento más a1armante ha sido 1a entrada en escena de]

"crack". En 1a encuesta domiciïiaria nacionaï sobre fármaco­

dependencia que indica e] número de usuarios de cocaina en

1os Estados Unidos, definido como 1as personas que usaron

1a droga durante e] mes anterior a 1a encuesta, dicho núme­

ro aumentó de 4,2 mi11ones en 1982 a 5,8 miïlones en 1985,
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pero en 1988 bajó a 2,9 millones. El número de personas que

declararon haber aspirado o haberse inyectado la droga o fu­

mado "crack" durante el año anterior a la encuesta fue de

11,9 millones en 1982, 12,2 millones 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 años (24) (35). Actualmente el consumo

de la droga se halla muydifundido en Europa y sigue en au­

mento en algunos países. Las tendencias observadas en 1986

indican un nuevo ascenso, particularmente en Francia, Alema­

nia Occidental e Inglaterra. La Aduana inglesa informa que

en 1987 las incautaciones de cocaína sobrepasaron a las de

heroína. Italia, España y Portugal también informan un alza

en las confiscaciones durante ese año (24).

En nuestro país, según datos suministrados por la Poli­

cía Federal Argentina (Tabla V), la cantidad de droga con­

fiscada y el númerode procedimientos realizados en los úl­

timos años 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 sugeriría que el primer puesto en
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cuanto a droga incautada le corresponde a 1a marihuana; sin

embargo, hay que tener en cuenta que de 1 kg de marihuana

se obtienen unas 10.000 dosis, mientras que 1 kg de1

c1orhidrato de cocaina equivaïe a 50.000 dosis; de ahi que

reaïizando Ios cáïcuïos se concluye que 1a prevaïencia
resu1ta simiïar.
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F1gura 7: Tendencias de] uso de cocaína por grupos de edad



T A B L A I I

CONSUMODE COCAINA POR PAISES 1985-1987

peso en toneïadas métricas

cocaína/hojas coca 1985 1986 1987

Boïivia (hojas coca) 10.000 10.000 10.000

Coïombia 3 2 2

Perú (cocaína) 0,01 0,01 0,02

Perú (hojas coca) 10.000 10.000 10.000
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T A B L A I I I

CONSUMO DE COCAINA EN LOS ESTADOS UNIDOS

peso en toneladas métricas

1982 1985

cocaína 31 72

T A B L A I V

COCAINA INCAUTADA EN LOS ESTADOS UNIDOS 1981-1987

peso en k1109ramos

1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987

cocaína 1.872 4.946 7.569 11.763 24.637 27.161 37.148



T A B L A V

COCAINA INCAUTADA EN LA ARGENTINA 1981-1986

peso en gramos

número de cantidad
año procedimientos incautada

1981 110 4.662
1982 96 7.096
1983 94 34.449
1984 63 84.170
1985 127 30.622
1986 2.526 244.656

T A B L A V I

DROGAS INCAUTADAS EN LA ARGENTINA 1986

peso en gramos

marihuana 1.183.202
010rhidrato de cocaina 244.656
psicofármacos Lista II 19.206
opio 601
morfina 40

LSD 573 dosis
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IV COCAISMO Y COCAINISMO

Muchos investigadores se han abocado a] estudio de 10s

diversos aspectos que invoïucran e] coqueo o cocaismo (mas­

cado de 1as hojas de coca ya descripto en e] capituïo I) y

e] consumode 1a cocaina, principalmente por inhalación (co­

cainismo), y han intentado compararlos.

La cocaina, también conocida en e] submundo de 1a droga

como coca, C, nieve, sop10, pitazo, copos, etc., es hoy 1a

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

i1icito 1a ha convertido en importante mercancía internacio­
na].

Es e] prototipo de 1a droga estimulante. capaz en aïtas

dosis de provocar una excitación eufórica y experiencias

alucinatorias. En razón de estas propiedades 1a cocaina es

muy apreciada por Ios usuarios experimentados en drogas

(38).

La forma de administración más generaïizada consiste en

aspirar por 1a nariz con ayuda de un canutiïlo de pape] el

cïorhidrato de cocaina finamente pulverizado, que se ha dis­

puesto en varias hi1eras sobre una superficie lisa. Unaas­

piración por cada fosa nasa] provoca en cuestión de minutos

sensaciones pïacenteras, de clarividencia y fuerza menta],

que sueïen aïcanzar e] punto máximo en un lapso de 15 a 20
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minutos. A decir de sus adeptos, la cocaína es seductora y

relativamente inofensiva. No produce malestar ni cancer pul­

monar, ni picaduras en los brazos, ni células cerebrales

destruidas. Al contrario de drogas comoel LSDy la heroi­

na, la cocaína tiene la equivocada reputación 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 sensación

de sopor, depresión y fatiga, que ha dado en llamarse "la

tristeza de la cocaína", el sujeto debe realizar una docena

o más de inhalaciones por día para mantener la impresión

placentera.

Esta droga se caracteriza por una fuerte tendencia por

parte de los consumidores a seguirla usando, es decir es

productora de dependencia psíquica 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); además la

tolerancia a la droga se desarrolla con rapidez (34). Dado

que la cocaina es de corta acción y rápido 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 día, siendo la dosis letal de aproxima­

damente 1,2 g para la mayoria de los individuos, si se ad­
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ministra de una soia vez (33).

En comparación con 1a administración ora], 1a absorción

por via nasaï es muchomás rápida. apareciendo 10s efectos

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

La preferencia por 1a ruta nasa] sugiere que e] grado de

aumento en 1os niveïes tisuïares, especiaïmente en e] cere­

bro, es un factor importante para 91 usuario de cocaina. De­

be tenerse en cuenta que 1a concentración de cocaina p1asmá­

tica no necesariamente indica 1os niveïes presentes en 1os

distintos órganos. La vascuïaridad presente en 1a región na­
sofaríngea puede ocasionar un incremento en ios niveies ce­

rebraïes sin que esto se refïeje en las muestras de sangre

venosa. As1mismo 1a droga tiende a contraer 1os vasos san­

guíneos cuando se ap1ica tópicamente, provocando en e] con­

sumidor un deterioro de] tejido nasa], presentando frecuen­

temente e1 aspecto de "nariz rota“, roja, infiïtrada, ecze­

matosa (42), con uïceraciones de 1a membranamucosa (34).

La cocaina puede ser inyectada por via subcutánea, intra­

muscuïar o venosa. La primera de estas vias se caracteriza

por una tardía aparición de 10s efectos, comoes de suponer

en comparación con 1a venosa, en parte debido a1 fenómeno

de vasoconstricción capiTar, que provoca una absorción re1a­

tivamente menor. La via intravenosa resuïta ser una prácti­

ca muchomás pe1igrosa, y los efectos que provoca están re­
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Iacionados tanto con 1a dosis como con 1a veïocidad de 1a

administración (43) (44) (45) (46).

Cuando 1a inyección es rápida, 1os efectos subjetivos y

fisioïógicos aparecen dentro de 10s 30 segundos y 1uego dis­

minuyen relativamente rápido, lo que provoca en aïgunos

usuarios una administración frecuente, a interva1os de has­

ta 10 minutos. con e] fin de buscar sensaciones más inten­

sas. Por supuesto, 1a absorción en estos casos es de] 100%.

Otra nueva técnica de consumoes por absorción a través

de Ios pulmones, fumando 1a sustancia alcaloide denominada

base 1ibre o "crack". Los amantes de esta técnica argumen­

tan que 1es permite obtener un efecto más intenso con menor

cantidad de droga, y e110 se debe a que es 1a forma mas di­

recta, rápida y efectiva de ïïevar 1a droga a1 cerebro (44)

(47).

Los a1véoïos pu1monares ofrecen una importante área para

1a absorción de 1a cocaína voïatiïizada. Otro factor a te­

ner en cuenta es e] tiempo de circuïación entre 1a zona de

contacto de 1a droga y e] cerebro; en e] caso de] fumado,

entre 1os pu1mones y e] cerebro es de 8 segundos, mientras

que en e1 caso de una inyección intravenosa en e] brazo es

de 16 segundos.

Empïeando esta via, e1 derrumbamiento y una avida deman­

da son más intensos que en e] caso de 1a ap1icación intra­
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nasal. Debido a que llegan al cerebro cantidades mayores

con mayor rapidez, los riesgos asociados con la cocaína au­

mentan. Entre ellos figuran cambios rápidos en la percep­

ción, confusión, dificultad en el habla, ansiedad y, con el

tiempo, depresión, angustia. graves problemas psicológicos

y, por supuesto, el aumento de la dependencia.

El fumado de la base libre o "crack" compromete también

el sistema respiratorio. debido a la vasoconstricción produ­

cida por la cocaína, esta vez a nivel pulmonar.

Especialmente el fumado o la inyección de cocaína 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 mencionó, en América del Sur los jóvenes de las

ciudades fuman la pasta de coca, que a pesar de tener menor

contenido de cocaína posee contaminantes. tales comoresi­

duos del kerosene y el ácido sulfúrico, que pueden aumentar

el daño 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 máximostardan un poco más en aparecer.

algunos autores no han encontrado mayores diferencias con

los que se observan tras la administración por vía intrana­

sal, mucho más divulgada (39) (40). Se ha argumentado que
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rente, considerabIemente menor, en e] caso de ingerirïa por

via ora] o por mascado de 1as hojas que si es administrada

por cuaïquiera de 1as otras vias más popuiares (48).

El coqueo o mascado de 1as hojas de coca es un habito cu­

yo fin no es tanto provocar estados eufóricos sino obtener

efectos dinamógenos (2) en regiones donde es necesario pa­

1iar Ios inconvenientes suscitados por 1a vida en Ias gran­

des a1titudes. A Ios individuos que practican e] coqueo se

Ies 11ama coqueros.

E1 mascado de 1as hojas de coca es 1a única costumbre

que e] indigena ha conservado incólume, sobreviviendo a su

civilizacion, su idioma e incluso sus antiguas creencias.

Este hábito ha generado controversias sobre su aceptabili­

dad desde 1567 (Reunión Conciïiar de 1a Ig1esia en Lima),

originando dos posturas diametraïmente opuestas: una que lo

considera un vicio, que por 1o tanto hay que erradicar, y

1a otra que afirma que es un hábito arraigado y justificado

en determinadas regiones andinas.

Teniendo en cuenta que 1a cocaina se absorbe rápidamente

cuando ingresa a1 organismo por via oral (39). y además que

después de una hora de mascado los coqueros experimentan

una estimuïación fisiológica similar a 1a observada en Ios

adictos por otras vias de ingreso de 1a cocaina, aïgunos
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autores (49) (50) (51) consideran que e] problema es uno
soïo.

Sin embargo, e] deseo insaciabïe de 1a droga, 1a para­

noia y e] deterioro mental característicos de] adicto a 1a

cocaina no son observables en e] comportamiento de 10s co­

queros en su vida diaria (15), aunque otro autor (5) consig­

na e1 daño fisico genera] producido por e] 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 cocaina es de aproximadamente 0,7%, resuïta una ingesta

de 350 mg repartida en tres tomas. Si esta cantidad fuera

compïetamente absorbida produciría una gran estimulación

corticaï e incluso efectos tóxicos, dado que 1a dosis men­

cionada excede a 1a que un drogadicto aspira por via nasa1.

Como no se observa ninguno de los sintomas antes menciona­

dos, resuïta obvio suponer que aïgo le ocurre a 1a cocaina

ingerida.

En 1os coqueros se ha observado que 1a cocaina sufre un

comp1ejoproceso metabóïico e hidroïitico. La "i1ipta", sus­

tancia a1ca1ina que se adiciona a las hojas, Iibera el a1ca­

10ide (52) a su estado básico y produce, junto con 1a sa1i—

va, 1a hidró1isis de 1a cocaina, continuandose este proceso

a 10 largo de1 tracto gastrointestina] (53). Esto provoca

que la cantidad de droga intacta que lïega a1 sitio de ac­
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ción sea significativamente menor que la que ingresa por

otras vias, habiéndose estimado que se absorbe tan sólo un

20x (44).

Para poder obtener una mejor perspectiva de las implica­

ciones fisiológicas y culturales del uso de las hojas de co­

ca por los nativos. se detallan algunas experiencias. J.Han­

na y C.Hornick (53) llevaron a cabo un estudio en la ciudad

de Numoa en el sur del Perú. Resumiendo sus conclusiones

puede decirse que la ingestión oral produce una leve vaso­

constricción que redunda en una pérdida reducida de calor

en las extremidades y una temperatura rectal más alta compa­

rada con la de un no usuario, asi como un ritmo cardiaco au­

mentado. En cuanto a la mayor resistencia fisica frente a

un trabajo muscular, pudo comprobarse un leve aumento.

De lo anterior se infiere que el uso de la coca entre

los indios es fisiológicamente aceptable en términos de

adaptación al hambre. el frio y la fatiga en las altas pla­

nicies. donde además el trabajo duro y una dieta marginal

son comunes. Asi se justificaria la correlación entre el

uso de la coca y la altitud, ya que a 5.000 metros el mas­

cado es prácticamente universal, a 1.600 metros se observa

en menor proporción, y a nivel del mar es casi nulo.

También se han llevado a cabo estudios integrales de la

composición de las hojas, comprobándose que las mismas con­
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tienen compuestos tales comotiamina, riboflavina, carote­

nos, hierro y calcio.

Mediante un trabajo realizado en monos Rhesus a los que

se les privó de alimentos, se pudo verificar que cierto por­

centaje en la disminución de alimento determina un incremen­

to de la autoadministración de cocaina, mientras que un re­

torno a las condiciones de alimentación normales produce un

correspondiente decrecimiento en el propio suministro.de la

droga (54). De hecho ha podido comprobarse que los nativos

abandonan voluntariamente el habito cuando se trasladan a

zonas urbanas y al tener acceso a una mejor alimentación

(53).

En consecuencia, si los pobladores del altiplano emplea­

ran solamente las hojas de coca comofuente de nutrientes.

el problema tendria una solución bastante sencilla. Seria

factible mejorar las condiciones alimentarias y proveer di­

chos nutrientes. Frente a todos estos aspectos el más impor­

tante y dificil de resolver es, sin embargo, el impacto eco­

nómico negativo que implicaría la completa erradicación de

los cultivos, ya que comunidadesenteras tienen comoprinci­

pal fuente de ingresos la comercialización de las hojas de

coca. Estas áreas, comoya se mencionara, se encuentran cir­

cunscriptas a zonas de Perú y Bolivia que por condiciones

climáticas y geográficas son aptas para su cultivo, siendo
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en cambio imposible en e11as e] desarrroïlo de otras activi­

dades agricoïas. La comunicación es limitada debido a 10 es­

cabroso d91 terreno. pero sin embargoexiste toda una red

de comerciaïización en 1a cua] Ias hojas de coca tienen un

papel destacado. ya que pueden funcionar como un sustituto

de 1a moneda: incluso los saïarios son pagados en coca. E1

ceïo en Ios esfuerzos por erradicar su cultivo IIeva irreme­

diabïemente a diversos paises a tomar decisiones uniïatera­
Ies.

A fines de 1953 91 Comité de Expertos de 1a Organización

Mundiaï de la Salud (OMS)dio a conocer su dictamen: "aun­

que 1a cantidad de cocaina absorbida en 1a masticación va­

ria mucho. se puede considerar como una forma de toxicoma­

nia".

Esto surge a1 tener en cuenta e] aspecto mas controverti­

do, que es sin Iugar a dudas que de las hojas de coca puede

extraerse 1a cocaína, punto de partida de] tráfico i1ícito.

a1 trascender 1as fronteras de Ios paises productores y po­

ner a1 descubierto 1as facetas mas oscuras de 1a poïitica y

1a economia.
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V ACCION EN EL ORGANISMO

V.1 ABSORCION Y DISTRIBUCION

Si bien algunos parámetros importantes, como los niveles

de la droga en sangre, la unión a proteinas, el tiempo de

vida media. la distribución en los tejidos y la eliminación

del organismo, han sido determinados, es la gran variabili­

dad de los datos publicados lo que lleva a suponer que algu­

nos de dichos parámetros aún no se hallan totalmente escla­

recidos.

Como se ha mencionado anteriormente, las vias de ingreso

son varias, en forma de clorhidrato la cocaína se absorbe

fácilmente a través de las membranasmucosas y entra asi en

la corriente sanguínea; los cristales también se disuelven

y absorben fácilmente en el tracto gastrointestinal (aunque

esta via no es común). Puede introducirse por via intrave­

nosa o absorberse a través de los pulmones.

La calidad e intensidad de los efectos psicotrópicos de

la cocaina varían con la via de administración. aparentemen­

te debido a diferencias en la cinética de la absorción y ve­

locidad para alcanzar el pico de máximaconcentración en

sangre o cerebro (55). Ademáshay que tener en cuenta que

los efectos farmacológicos asociados con una dada concen­
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tración de la droga son mayores durante la parte ascendente

de la curva de concentración plasmática en función del tiem­

po que cuando las concentraciones están bajando (43).

Por ello la vía elegida por los investigadores varia:

algunos prefieren la administración intravenosa o intraperi­
toneal (en el caso de los roedores) a fin de asegurarse la

completa absorción de la cocaína y referir los resultados a
una cantidad conocida de la droga; otros emplean la aplica­

ción 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 fisiológicos de la cocaina con su con­

centración en plasma.

Cuando se administra una dosis por inyección intraveno­

sa, como es de esperar los valores de concentración máxima

en sangre se alcanzan casi inmediatamente y luego van dismi­

nuyendo a lo largo de un periodo de entre 45 y 90 minutos

(4). Sin embargo, los efectos tanto fisiológicos comocar­

diovasculares, que presentan su punto máximoalrededor de

los 5 minutos, desaparecen levemente mas rápido que los de

la cocaina en plasma, que lo hacen dentro de los 30 minutos

(43) (56).

El fumado provee una efectiva absorción y la cocaina al­

canza rápidamente el pico de máximaconcentración en plas­

ma. con los efectos subjetivos y fisiológicos similares a
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1a via intravenosa; 1os efectos euforicos no duran más de

20 minutos (57).

En 1a administración nasa] e] pico máximoen plasma apa­

rece aïrededor de 1os 35 a 57 minutos, pero Ios efectos

aparecen entre 10s 15 y 20 minutos, decreciendo más rápida­

mente que 1a concentración en sangre. Esta diferencia en 1a

correïación es más notoria en este ú1timo caso (41) (57)

(58).

Por via ora], en un estudio reaïizado suministrando co­

caina en cápsuïas de geïatina, se observó que 1a concentra­

ción en sangre alcanza un valor máximoentre los 57 y 65 mi­

nutos, desapareciendo de dicho fïuido bioïógico casi a 1a

misma ve1ocidad que 1a de 1a inyección intravenosa (41)

(59). En este caso los efectos subjetivos tardan más en apa­

recer que por 1a via nasa]. Es probable que 1as diferenCias

observadas entre ios efectos fisio]ógicos y subjetivos y 1a

máximaconcentración en pïasma se deba a que éstas no refle­

jen 10s niveïes de 1a droga en cerebro y que en rea1idad

sean éstos 1os más importantes para 1a producción de los

efectos.

Comose sabe. 1a cocaína es soïubïe en 1ipidos y atravie­

sa fáciïmente 1a membranace1u1ar, contribuyendo a1 rapido

pasaje de 1a barrera sangre/cerebro (60); esto justificaria
que 1a droga pudiera a1canzar en cerebro nive1es de concen­
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trac1on mayores que Ios pïasmáticos. produciendo en ese

momentoIos efectos psicofisicos más altos.

De los numerosos estudios 11evados a cabo para determi­

nar 1a distribución de 1a cocaina en los distintos tejidos.

tanto en animaïes de experimentación comoen Ios provenien­

tes de autopsias en humanos. a pesar de 1as diferencias ob­

tenidas se pueden confirmar aïgunos datos. Se ha demostrado

que 1a concentración en cerebro es mayor que en sangre y

que e] orden decreciente de concentraciones en los distin­

tos tejidos seria: riñón = bazo > cerebro > corazón = mús­

culo esqueïético > puïmón > sangre > hígado > tejido adipo­

so (61).
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V.2 METABOLISMO

V.2.1 GENERALIDADES

Todos los seres vivientes están expuestos a 10s efectos

de una infinidad de sustancias químicas de origen naturaï o

sintético que'son extrañas a su organismo (xenobióticos).

En genera], Ios compuestos de naturaïeza más 1ipofi1ica

son rápidamente absorbidos a través de 1as distintas vias

de ingreso. Por 10 tanto, una exposición constante podria

conducir a su acumulación. Sin embargo existen procesos de

biotransformación o transformación metabóïica por 10s cua­

1es una sustancia quimica se convierte en otro compuesto de­

rivado (metaboïito) más poïar y/o hidrosoïubïe.

Este aumento en 1a solubiïidad en agua del metabolito

reduce su capacidad para 1a partición dentro de 1as membra­

nas bioïogicas, y por ende restringe 1a solubiïidad en Ios

variados tejidos, disminuye 1a reabsorción rena] e intesti­

nal de] o Ios metaboïitos. y finaïmente promueve su excre­

ción por 1as rutas urinaria. biïiar y fecal. Existe un núme­

ro de enzimas en 10s organismos animaïes comprometidas en

estos procesos de transformacion de 10s xenobióticos liposo­

1ub1es en sustancias más hidrosolubïes. Usuaïmente estas

transformaciones tienen 1ugar en mayor escaïa en e] higado,
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encontrándose 1as enzimas en 1a fracción soïubïe, microso­

ma] y mitocondriai de 1as cé1u1as. En menor grado se en­

cuentran enzimas con capacidad metabóïica en ias céluïas

de] tracto gastrointestina1, riñón, pïacenta, puïmóny san­

gre. Hay que tener en cuenta que para un compuesto quimico

dado o para una determinada via de ingreso otros órganos

pueden también desempeñar un rol metabóïico. incluso más

importante que e] higado.

Las reacciones enzimáticas pueden ser de dos tipos: de

fase I o de fase II.

Las reacciones de fase I tienen por objeto 1a introduc­

Ción de grupos más poïares y por io tanto invoïucran reac­

ciones de hidróïisis, oxidación. reducción. Las reacciones
de fase II son reacciones de biosintesis en las cuaïes e]

compuesto extraño o un metabolito derivado de 1a fase I se

une covaïentemente a una moïécuïa endógena (acido giucuró­

nico. suïfato, glicina), prodUCiendoun conJugado con carac­

teristicas de mayorhidrosoiubiiidad. Estas transformacio­

nes sugeririan a priori que conducen a una detoxificaCion,

dado que en genera] se forman productos mas fácilmente ex­

cretabïes. Sin embargo, es necesario enfatizar que 1a bio­
transformación no está estrictamente re1acionada con 1a de­

toxificación, dado que existen muchosejempïos de productos

metabóïicos que son más tóxibos que Ios compuestos que 1es
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dieron origen. Esto es particuïarmente cierto para aïgunos

carcinógenos y un número de sustancias que provocan necro­

sis celuïar en e] puïmón, higado y riñón (62) (63).

Sistema de] citocromo P-450

E1 sistema más importante invoïucrado en Ias reacciones

de fase I corresponde a 1as transformaciones mediadas por

1as oxidasas de función mixta que tienen a1 citocromo P-450

(cit.P-450) comocomponenteprincipa]. Este sistema requie­

re NADPHy 02 y 1as reacciones participan entre otros com­

ponentes de una matriz fosfoïipídica, cit.P-450 y 1a NADPH

P-450 reductasa.

E1 P-450 es una hemoproteina que contiene por mo] un áto­

mo de hierro en estado reducido y es capaz de combinarse en

su forma reducida con el COpara dar una banda de absorción

caracteristica a 450 nm, 10 que ha dado origen a su nombre.

En 1a actuaïidad se sabe que e] P-450 está constituido por

varias isoenzimas y se ha podido comprobar en aïgunos casos

que éstas presentan distinta afinidad por Ios sustratos,
aunque e] sistema en si cuenta con poca especificidad dado

que debe procesar una gran variedad de sustancias extrañas

(62) (64) (65).

La NADPHP-450 reductasa, por otro 1ado, es una f1avo­
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enzima que posee en e] grupo prostático un mo1 de FMNy uno

de FAD por mo] de enzima.

En cuanto a1 componente Iipidico de] sistema, se pudo

estabïecer que es un fosfoïipido, básicamente fosfatidi1co­

1ina (65), aunque no ha podido esc1arecerse totalmente su

función y se considera que faciïita 1a transferencia de

electrones a1 P-450 y que incrementa 1a afinidad de los sus­

tratos y de 1a P-450 reductasa por 91 P-450.

Existen numerososejempïos de reacciones cataïizadas por

e] sistema de] cit.P-450: hidroxilación aïifática y aromáti­

ca, epoxidación, dea1ni1ación oxidativa, N-hidroxilación,

su1foxidación, desuïfuración, dehalogenación oxidativa.

A pesar de que el sistema se cïasifica comouna oxidasa,

también cata1iza 1a biotransformación reductiva de ciertos

xenobióticos, como 1a nitroreducción aromática y 1a azore­
ducción.

Existe una gran variedad de factores que pueden afectar

e] sistema P-450 dependiente modificando 91 COntenido o e]

tipo de P-450, 1a actividad de 1a P-450 reductasa o Ios ni­

veïes de NADPH;por supuesto esto puede ocasionar aïteracio­

nes en 1a biotransformación de sustancias extrañas a1 orga­

nismo, ya sea en 1a duración o en 1a intensidad de sus

acciones.

También hay que tener en cuenta que en este sistema en­
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sustratos compiten por Ios sitios activos y por ende modifi­

can sus respectivas biotransformaciones.

Una caracteristica interesante del sistema P-450 es su

faci1idad para ser inducido y de hecho existen cientos de

sustancias químicas capaces de provocar 1a estimulación de1

sistema, incrementando en genera] e] contenido de P-4540 he­

pático. y en aïgunos casos 1a actividad de 1a P-450 reducta­

sa (65). Entre los agentes inductores más estudiados se en­

cuentran e] fenobarbita] y e] 3-meti1c01antreno. prototipo

de sustancias que causan diferentes efectos morfoïógicos y

bioquímicos en e] higado.

FAD-monooxiggnasas

Otra enzima oxidativa, conocida históricamente comoami­

nooxidasa de función mixta, contribuye a ias reacciones de

biotransformación de tipo I. Esta FAD-monooxigenasa (FAD-M)

está presente en e1 reticu1o endoplásmico y es capaz de oxi­

dar nitrógenos nucleofi1icos y átomos de azufre. Por 10

tanto, no es sólo una aminooxidasa sino una f1avin-monooxi­

genasa microsoma]. La actividad de esta enzima es aïta en

humanos y cerdos, siendo muy baja en ratas, y compite con

e1 sistema de1 cit.P-450 en 1a oxidación de aminas.
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Convierte aminas terciarias en aminoóxidos, aminas secunda­

rias en hidroxiïaminas y nitronas y aminas primarias en hi­

droxiïaminas y oximas. La fïavin-monooxigenasa, a diferen­

cia de] cit.P-450, es inhibida por e] fenobarbital o e]

3-metiïcoïantreno. Se ha sugerido que 1a concentración de

1a enzima está regulada por hormonassexuaïes esteroides.

disminuyendo su concentración por testosterona y aumentando

por progesterona (62).

Esterasas y amidasas

En Ios tejidos de 105 mamíferos existen un gran número

de esterasas y amidasas no específicas que actúan sobre Ios

xenobióticos hidroÏizando uniones ésteres o amido, 1iberan­

do grupos carbóxiïos y una función aïcohoï y amina respecti­

vamente.

Las esterasas puedenciasificarse en cuatro ciases prin­

cipaies:
1) Ariïesterasas: hidroïizan preferentemente ésteres aro­

máticos.

2) Carboxiïesterasas: hidroïizan ésteres alifáticos.
3) Acetiïesterasas: en 1as cuaïes e] ácido de] ester es

e] acético.

4) Colinesterasas: hidroïizan ésteres donde e] aïcoho1
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es 1a coïina.

Hay que tener en cuenta que existe superposición de es­

tas enzimas en cuanto a 1a especificidad por el sustrato;

por 10 tanto esta clasificación no es absoïuta.

Las esterasas/amidasas son enzimas que pueden encontrar­

se tanto en e] citosol comoen los microsomas. Las estera­

sas citosóïicas usuaïmente están asociadas con una reacción

específica, como1a acetiïcoïinesterasa y 1a pseudocoïines­

terasa, mientras que las de los microsomasson inespecifi­

cas (62). Unacaracterística interesante es que ciertas en­

zimas esterásicas están sujetas a1 controï genético, Origi­

nando alta o baja actividad, asi comoresistencia o suscep­
tibilidad a 1a inhibición. Esto redunda en una variabiIidad

en 1a respuesta a Ias transformaciones de 1as sustancias ex­
trañas.

Otros sistemas enzimáticos

Aunque existen otras reacciones de biotransformación de

xenobióticos, han sido mencionadas únicamente aque11as que

hasta e] momentoactua] se consideran más directamente res­

ponsaDIes de] metaboïismo de 1a cocaina.
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Formación de metaboïitos reactivos

La formación de metaboïitos reactivos es otro aspecto

interesante de mencionar, especiaïmente ïos que interaccio­

nan con componentes ce1u1ares como ADN.ARN, proteinas, li­

pidos, etc., provocandoefectos tóxicos; entre 91103 se en­
cuentran los radicaïes 1ibres.

Un radicaï 1ibre puede generarse por ruptura homoïitica

de una unión covaïente o por cesión o captación de un elec­

trón a partir de una especie neutra (66). En genera] son

muy reactivos debido a su deficiencia electrónica en 1a ca­

pa externa, ya que poseen un e1ectrón no apareado.

Esta gran reactividad de Ios radicaïes 1ibres hace que

interaccionen con las moïécuïas y con otros radicales Ii­

bres presentes en e] sitio de su formación.

Las reacciones más importantes son 1as de abstracción,

adición, desproporcionamiento y cance1ación; 1as dos prime­

ras son 1as más comprometidas con problemas toxicológicos.

La abstracción origina interacciones covalentes con compo­

nentes ceiuïares, y 1a adición inicia un proceso de peroxi­

dación de 1ipidos (66). Este último proceso puede conducir

a importantes daños estructuraïes en las biomembranas, por

ejemp1o deï reticuïo endop1ásmico, a cambios en 1as funcio­

nes metabóïicas y en 1a fïuidez de 1as biomembranas.
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Muchos tipos de lesiones en los tejidos involucran la

formación de radicales libres reactivos comoprimera etapa,

produciendo como evento secundario una estimulación de la

peroxidación lipídica. Un aumento en el grado y extensión

de la peroxidación lipidica en un tejido es indicativo de

la formación de radicales libres reactivos y de un probable

daño biológico. La peroxidación lipídica es un proceso muy

complejo que puede ser evaluado experimentalmente por va­

rios caminos. siendo los más convenientes la conjugación

con dienos, producción de malonaldehido y cambios en la

fluorescencia (67).

Inducción enzimática e inhibición

Como ya se mencionara, ciertas sustancias pueden incre­

mentar la actividad metabólica de los sistemas enzimáticos.

aumentando cuantitativamente las enzimas y componentes res­

ponsables de las transformaciones de las sustancias extra­

ñas. 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

tóxicos la inducción incrementará la detoxificación, pero

si son más tóxicos aumentará la agresión (68).
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Variabilidad de las reacciones metabólicas (62) (65)

Las diferencias que existen en la metabolización de los

diversos xenobióticos entre las distintas especies anima­

les, entre una cepa y otra de una mismaespecie y por otros

factores comoel sexo, la edad, la dieta, etc., crean un se­

rio problema al investigador, en especial en el caso de es­

tudios toxicológicos que se valen de animales para predecir
fenómenos similares en el hombre.

Reacciones ng enzimáticas (68)

Otro punto a tener en cuenta en el estudio metabólico de

un xenobiótico son las posibles transformaciones no media­

das por enzimas que ocurren espontáneamente al interactuar

con los constituyentes naturales del organismo o por las ca­

racteristicas del medio. Comoes de suponer. aqui adquiere

relevancia la vía de ingreso de la sustancia en cuestión.
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V.2.2 METABOLISMO DE LA COCAINA

Hasta 1969 sorprendentemente poco se conocia acerca del

metabolismo y excreción de la cocaina, una droga que se em­

pleó en medicina durante más 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

pósitos clinicos o forenses, requiere un conocimiento pre­

vio de su cinética y metabolismo (71).

Debido principalmente a que en las dos últimas décadas

se ha incrementado la notoriedad de la cocaina por su uso

ilegal, se ha intensificado el estudio de las diversas im­

plicaciones de esta droga. Unode los aspectos más intere­

santes y que ha presentado un serio desafio al toxicólogo

ha sido la intensa y rápida biotransformación de la cocai­

na, debida a su susceptibilidad a la hidrólisis enzimática

y espontánea y a la ruta oxidativa. Esto ocurre tanto en el

hombre como en las diversas especies animales estudiadas,

siendo la droga excretada sin modificación en una muypeque­

ña proporción, de alrededor del 1 al 5%de la cantidad in­

gresada (71) (72) (73) (57).

Estudios realizados en ratas utilizando cocaína marcada

con HC han demostrado que es biotransformada en por lo
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menos 10 metaboïitos (72). En 1a Figura 8 están esquemati­

zados ios primeros pasos de 1a biotransformación de 1a co­
caina.

Se considera que el 90%de 10s metaboïitos de 1a cocaína

se originan por reacciones hidroïiticas.

Reaccioneshidroïiticas

E1 grupo a1qui1 éster es espontáneamente hidroïizado, es­

pecialmente bajo condiciones aïcalinas, formándosebenzoiï­

ecgonina (BEC). Hasta e] momentono se ha identificado un

camino enzimático que justifique su presencia (69) (71)

(76).

En cuanto a1 grupo feni] éster. sufre en cierta propor­

ción hidró1isis enzimática cataïizada por pseudocoïineste­

rasas de1 plasma, dando origen a metilecgonina o el éster

meti1ico de 1a ecgonina (EMEc) (74) (75). Además, 91 higado

humano tiene actividad esterasa y por 10 tanto hidroïiza 1a

cocaina a EMEc.Estas enzimas son distintas de Ias del sue­

ro, en cuanto a sus parámetros cinéticos, y presentan un

K. y Vllx más a1to, indicando que 1a cocaina es más

1entamente hidroïizada en e] suero que en e] higado. Sin

embargo, 1a afinidad de 1as enzimas esterásicas normaïes

de] suero es más alta y en definitiva 1a contribución a
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la hidrólisis es similar (75). Además,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 muscularsuccinilcolina, se
hallaba presente una colinesterasa atipica.

El porcentaje de inhibición de la actividad esterásica

por dibucaina, conocido comoel número de dibucaína, es una

de las medidas clinicas mas comúnmenteempleadas para inves­

tigar la sensibilidad inusual a la succinilcolina. e indica

además si los individuos son homocigotas o heterocigotas pa­

ra la herencia de la esterasa atípica.
Todo ello tiene trascendencia en relación con el metabo­

lismo de la cocaina. ya que los individuos homocigotas y

heterocigotas con respecto a la esterasa atípica no hidro­
lizan la cocaína o lo hacen a una velocidad reducida. res­

pectivamente.

Una cuestión intrigante y que permanece sin respuesta es

si los individuos que tienen una actividad reducida de la

colinesterasa normal o los que heredaron la forma atipica

tienen un riesgo aumentado de toxicidad luego del uso de la

cocaina, especialmente después de las dosis acumulativas

que se administran los drogadictos durante las sesiones.

Además, ciertos desórdenes funcionales entre los que se
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inc1uyen enfermedades crónicas de] higado, presencia de

carcinomas o bien 1a exposición a drogas anticoïinesterási—

cas, pueden reducir 1a actividad de 1a coïinesterasa aparte

de 1a forma atipica (71). Aïgunas incongruencias encontra­

das en 1a 1iteratura, particuiarmente 1as referidas a toïe­

rancia y dependencia, podrian ser e1 resu1tado de variacio­

nes entre especies de 1a actividad coiinesterásica. Esta ac­

tividad es reïativamente aïta en humanos,cabaïlos y cier­

tas especies de monos (por ejempïo, e] chimpancé). La acti­

vidad es menor en otros mamíferos, como perros, gatos, ove­

jas y ratas. Una diferencia de unas cuatro veces puede ob­

servarse en 1a actividad enzimática entre varias cepas de

ratones. Además, 1a actividad es menor en e] feto, en Ios

infantes, en machos viejos, y disminuye notoriamente duran­

te 1a gravidez.

Teniendo en cuenta que hay un metaboïismo hepático y ex­

tra-hepático, e] impacto de una actividad coïinesterásica

mucho más baja o mucho más alta con respecto a 1a norma] po­

dria también depender de 1a via de administración; por ejem­

pïo, seria más importante cuando 1a droga se administra por

via intravenosa o se fuma que cuando 1a administración se

reaïiza por via ora], intraperitonea] o subcutánea (44).

Por 9110 es muy importante tener en cuenta 1as variacio­

nes en 1as esterasas de] suero en 1os estudios reïativos a1
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metabolismo de la cocaina (76).

El descubrimiento de que la BEces 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 humanay de animales de experimentación. Alternativamen­

te, la Ec puede ademas provenir del producto de rompimiento

no enzimático de la EMEc,como ocurre con el paso de cocai­

na a BEC(75) (77). Esta ruta metabólica produce metaboli­

tos considerados inactivos cuando son administrados por vía

sistémica; la BEctiene actividad estimulante solamente des­

pués de la inyección 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 EMEcse ha incorpo­

rado a este grupo (72) (79).

Otro sistema enzimático involucrado es el de las oxida­

sas de función mixta hepáticas, que juega un rol menor en

la biotransformación de la cocaina.

Reacciones oxidativas

La oxidación produce un metabolito N-demetilado, la nor­

cocaina (NC), el único metabolito farmacológicamente activo

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



deïa N-demetiIación ocurre en e] higado (75).

La NCes producida por dos rutas aïternativas, 1a cocai­

na es N-demeti1adadirectamente por cit.P-450, o es inicia]­

mente N-oxidada a cocaina N-óxido por FAD-My después N-de­

metiïada por cit.P-450 (70) (80).

A pesar de que se produce poca NCen humanos, este cami­

no microsomal tiene interés por e] hecho de que produce 1a

formación de metaboïitos intermediarios reactivos (71), cu­

ya influencia en 1a hepatotoxicidad será discutida a1 tra­
tar dicho tema.

Tanto e] cit.P4450 como FAD-Mestán presentes en otros

tejidos; sin embargo, e] aporte es muchomenor, por ejempïo

1a actividad en cerebro es un décimo de la de] higado (80).

También se ha comprobado que 1a mucosa intestinaï humana

presenta alta capacidad para 11evar a cabo reacciones de

dea1qui1ación (77).

En investigaciones recientes se demostró que 1a cocaina

es también N-demetiïada en 1a mucosa nasa] de ratas, 1o

cua] tiene suma importancia ya que 1a administración de 1a

droga por 1a ruta intranasa] en adictos es muy común. Las

1esiones provocadas en 1a mucosa nasal y en e1 tabique se

observaban frecuentemente en esta forma de consumo y se

atribuian excïusivamente a 1a vasoconstricción producida

por 1a cocaína a1 provocarse isquemia en Ios tejidos; sin
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embargo, 1a formación Iocal de metaboïitos reactivos deri­

vados de 1a NCpuede considerarse que contribuye a 1a pro­

ducción de lesiones nasaïes (81).

La NC es hidrolizada en e] higado y en e] suero por 1as

esterasas más rápidamente que 1a cocaina (75) y por hidróli­
sis quimica.

En estudios efectuados en ratas tratadas en forma aguda

o crónica con cocaina se ha podido identificar benzoiïnorec­

gonina (BNEc) en 1a orina, además de BEc, EMEcy Ec (73)

(82), y en perros también se detectó NCy norecgonina (NEC)

(82). La BNEc es un metaboïito considerado farmacoïógica­

mente activo so1amente cuando se lo administra en forma

intracisternaI.

A1 incubarse NC en homogenato de cerebro de ratas se

demostró que en dicho tejido también ocurre 1a biotransfor­

mación a BNEcy NEc (73). Como 1a ruta oxidativa esta media­

da por e] sistema microsoma] hepático es susceptibïe de

grandes variaciones individuaïes. y se ha demostrado que

existen diferencias entre Ios sexos y 1a raza, influyendo

además 1a experiencia anterior con otras drogas (72) (80).

Si bien 1a NCno es un metabo1ito urinario normaImente

encontrado en orina humana, se ha podido detectar en canti­

dades de] orden de] picogramo o menos (72).

Más recientemente han sido identificados aïgunos otros
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metabo1itos menores, comometilecgonidina y una ariïhidro­

xicocaína en biïis, después de una sobredosis de cocaina ad­

ministrada intravenosamente en sujetos, y etiïecgonina y

benzoiïetiïecgonina (cocaetiïene) en orina de drogadictos

que consumen cocaina y alcohoï simultáneamente (83) (84).

Se descarta que estos compuestos provengan de impurezas

presentes en 1as muestras de cocaina de 1a calïe, ya que se

han ana1izado en Ios 1aboratorios por varios años y nunca

ha sido reportada su presencia (83).

Por 10 contrario, 1a presencia de cinnamoilcocaina y e]

etiï derivado cinnamoiïecgonina, en muestras de orina de

consumidores, se debe a que 1a cinnamoiïcocaína está presen­

te en 1as hojas de coca y puede ser identificada comoun

contaminante en ciertas cocainas preparadas i1ega1mente.

La cinnamoi1cocaína es parciaïmente excretada sin cambio

por orina y bi1is, siendo también metabo1izada "in vivo" o

"in vitro" a cinnamoiïecgonina (84).

Investigaciones reaïizadas no han evidenciado 1a forma­

ción de conjugados de 1os metaboïitos con ácido giucurónico

(73).
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Trabajos gue confirman la formación de los principales

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 determinó la

presencia de cocaína solamente o también de BECy EMEc(74)

(85) (86).

En un caso se determinó cocaína y BEc en muestras de san­

gre mantenidas a 16°C, investigándose la presencia de cocaí­

na y BEc. Los resultados que figuran en la Tabla VII indi­

can que existe una transformación en el transcurso del tiem­

po de cocaina a BEc (87). Otros autores investigaron la de­

clinación en la concentración de cocaina por efecto del

tiempo, temperatura, concentración de la droga y del NaF em­

pleado comoinhibidor 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 pHen la estabilidad de la droga en ori­

na (Figuras 9, 10, 11, 12).

Las conclusiones más importantes indican que si la con­

centración de cocaina es de 0,1 mg/l, ésta desaparece rápi­

damente en plasma o sangre refrigerada y sin NaF no detec­

tándose a los 3 y 8 dias respectivamente; en cambio se en­
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contraba aún presente en sangre y plasma tratados con NaF a

los 21 dias, pero sólo entre 40-60%de su valor original.

Además en el buffer (pH 7,4) la concentración de la dro­

ga baja más rápidamente que en el caso anterior y a los 21

dias no se detecta. Esto se debe a que en las muestras bio­

lógicas el pH bajó a 7, condición menos favorable para la

hidrólisis espontánea.

Las temperaturas altas (2500). comoes de esperar, cau­

san una rápida degradación, con cerca del 90x de pérdida a

los 21 días (87).

En orina, un fluido biológico que no contiene esterasas.

el pH es probablemente el factor más importante que afecta

la estabilidad de la droga.

En un estudio sobre la estabilidad de la cocaina y sus

metabolitos en sangre y buffer se pone además en evidencia

parte de la hipótesis de que la cocaina es hidrolizada a

EMEc por esterasas en sangre o higado y a BEc por hidróli­

sis quimica.

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, observándose alrededor del 50%de la coca­

ína inicial a las 12 horas a 25°C, mientras que a 40C es

del 90x. Ademásse demuestra el efecto del pH en la hidró­

lisis enzimática, ya que se forma más EMEcen el caso de la
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sangre a pH 7,4 (Figuras 13 y 14). La disminución de] pH en

ias muestras postmortem se debe a 1a progresiva descomposi­

ción.

En contraste con 1o que ocurre en sangre, e] producto de

hidróïisis de 1a cocaina en buffers es soïamente a BEC(Fi­

gura 15). Para demostrar e] ro] de 1as enzimas se incubó co­

caina con 1as siguientes enzimas carboxiesterasas, aceti] —

colinesterasa (ACE)y pseudocoïinesterasa (PCE). Se trabajó

en soïución sa1ina (NaCl 0,9%) y soïución buffer de fosfato

(20IWM, pH 7,4) (Tabïa VIII), observándose que 1a cocaina

es hidro1izada a EMEcen presencia de PCE pero no de ACE,

siendo además hidroïizada mas rápidamente en presencia de

carboxiesterasa, detectándose EMEca Ios 30’.

Si se uti1iza un agente anticoïinesterasa comoe] NaF,

se pone nuevamente en evidencia e] rol de 1as enzimas de 1a

sangre en e] metaboïismo (Figuras 16 y 17), a1 no detectar­

se EMEc hasta transcurridos 110 dias, mientras que ocurre

1a hidróïisis quimica a BEc si 1a muestra se mantiene a1 pH

fisioïógico y refrigerada. Comparando1a hidró1isis quimica

en soiución buffer soïa (pH 7,4) se observa también 1a for­

mación de BEC (Figura 18).

Todo 1o anterior está indicando 1a importancia de 1a con­

servación de 1as muestras bioiógicas, cuando no pueden ser

procesadas inmediatamente. Tanto e1 pH como 1a temperatura



influyen notoriamente en muestras de orina o sangre. y en

este ú1timo caso es necesario inhibir 1a actividad de ias

enzimas degradantes de 1a cocaina. De esta forma se pueden

minimizar 10s errores, obteniéndose datos concïuyentes de]

metaboïismo de 1a droga en el organismo.

En cuanto a 1a N-demetiïación de 1a cocaina a NCcataïi­

zada por microsomas hepáticos, se determinó en animaïes a

10s cuaïes se administró <N-“CH3>-cocaína por 1ibera­

ción en e] aire espirado de 1‘COz o bien por formación

de formaIdehido (80). En e] organismo se produce 1a oxida­

01ón de 1a droga primero a formaïdehido y 1uego a C02

(88).
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F19ura 14: a) Estab1l1dad de 1a cocaína en muestras de un
banco de sangre. a 25°C; (1) cocaína. 1.0 mg/l,
(2) EHEc; b) Idem a ¿QC (73)
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F1gura 15: Estab111dad de la cocaína en buffer a 259G; (1)
cocaína. pH 6; (2) BEc formada o pH 6; (3) co­
caína, pH 7.4; (4) BEc formada a pH 7.4 (13)
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Figura 16: Estab111dad de la cocaína en sangre a 406; (1)
cocaína, (2) BEC. (3) EHEc (73)
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F1gura 17: Estab111dad de 1a cocaína en sangre preservada
con 2x de NaF a 406; (1) cocaína, (2) BEc, (3)
EMEc (73)
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Figura 18: Estab111dad de 1a cocaína en solución buffer de
fosfato a 49o; (1) cocaína. (2) BEc (73)
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T A B L A

DEGRADACION DE

V I I

LA COCAINA

cocaína BEC
concentración concentrac1ón

dia en sangre en sangre
ana11zado (mg x) (mg x)

0 0,100 0

1 0,093 0,009

7 0,084 0,013

14 0,083 0,016

36 0,070 0,027

94
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T A B L A V I I I

ROL DE LAS ENZIMAS EN LA ESTABILIDAD DE LA COCAINA

0,5 h 1.o h 4,0 h

enz1mas Cc EMEc BEC Cc EMEC BEC Cc 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

Incubación
Cc
EME
BEC
CaE
ACE
PCE
FBS

C

a 37°C
cocaína
ecgon1na meti] ester
benzo11ecgon1na
carboxiestearasa
acet11co11nesterasa
pseudoco11nesterasa
buffer de fosfatos
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V.3 EXCRECION

Como se ha deta11ado previamente, 1a cocaina se excreta

como ta] en una muy pequeña proporción, y 1as variaciones

en Ios porcentajes de eliminación de 10s metaboïitos depen­

den de varios factores. Sin embargo, e] metaboïismo de esta

droga parece ser menosvariabïe entre individuos que si se

compara con otras drogas que dependen principaïmente de 1a

oxidación microsomaï.

A1 disponer en 1os úïtimos años de técnicas anaïiticas

más sensibïes se han intentado determinar ïos parámetros

cinéticos para 1a excreción, comoe] tiempo de vida media

en p1asma y e1 cïearance, tanto en e1 hombre como en otras

especies animaïes, pero 1os datos presentados en 1a biblio­

grafia muestran una dispersión notab1e, a ta] punto que se

puede afirmar que es un tema aún no diïucidado.

Por supuesto, Ios datos varian dependiendo de 1a especie

sobre 1a que se efectúa e] estudio, de 1as vias de ingreso

de 1a cocaina a1 organismo y deï tipo de tratamiento (agu­

do, crónico); además hay que tener en cuenta que en 1a mayo­

ria de Ios casos 91 número de individuos sobre Ios que se

determinan 10s parámetros es muy pequeño. Para e] cïearance

de 1a cocaina se ha propuesto un va1or aproximado de 2 1i­

tros por minuto (71); Ios vaïores de vida media en p1asma

figuran en 1a Tab1a IX.
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T A B L A I X

VALORES DE VIDA MEDIA EN PLASMA

vía de ingreso

intra- intra dosis refe­
venosa nasaï oral inyectada rencia

hombre
cocaína 42 min 32 mg 71

75 min 0,19 a 2.0 mg/kg 41
48 min 2,0 a 3,0 mg/kg 41

61 min 0,2 mg/m] 44
80 min 0,6 mg/m1 44

BEc 5,5 hs 4.8 hs 48 mg 69
7,5 hs 1,5 mg/kg 57

EMEc 4,1 hs 3,9 hs 48 mg 69
3.6 hs 1,5 mg/kg 57

ratas
cocaína 2 hs (crónico) 20 mg/kg 73

1 hs (agudo) 20 mg/kg 73

intra­
peritonea]

ratones
cocaina 16 mín 10-20 mg/kg 55

BEC 62 mín 10-20 mg/kg 55
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V.4 HEPATOTOXICIDAD

Las primeras observaciones clinicas en las cuales la co­

caina aparece implicada en producir daño hepático, fueron

publicadas en 1967. Los investigadores demostraron que en

un grupo de adictos a la cocaina y heroína los niveles de

transaminasa sérica estaban elevados y en algunos casos los

sujetos presentaban ictericia (63). Sin embargo, no pudo ob­

tenerse ningún resultado definitivo dada la presencia de am­

bas drogas; no obstante, el estudio sirvió para estimular

la investigación a fin de esclarecer si la cocaína era res­

ponsable de la producción de hepatotoxicidad. Varios estu­

dios demostraron con posterioridad que la cocaina adminis­

trada por via intraperitoneal a ratones en forma aguda o

crónica producía en el hígado infiltración grasa, necrosis

midzonal y periportal, observándose ademas una marcada ele­

vación de los niveles en suero de las transaminasas (70)

(89).

Actualmente, y como resultado de numerosas experiencias,

se puede concluir que el daño hepático observado no se debe

a la cocaína por si misma (90). Una serie de estudios pare­

cen indicar que la biotransformación de la droga por el sis­

tema de la oxidasa de función mixta origina metabolitos que

por sus caracteristicas pueden ser responsables de producir
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daño en 10s tejidos.

Las estructuras químicas de Ios metaboïitos de 1a cocaí­

na a 1as cuales se hará referencia en este capituïo se ha­

11an representadas en 1a Figura 8. En una experiencia reali­

zada con ratones a 1os que previo a1 tratamiento con cocai­

na se induce e] sistema de oxidasa de función mixta con fe­

nobarbita], se observa un incremento de] daño hepático

(91). Además,a1 inhibir 1as esterasas hepáticas con tri- o
toïuiïfosfato o SSS-tributilfosforotritioato se incrementa

1a cantidad de cocaína metaboïizada por e] sistema de 1a

oxidasa de función mixta, provocando aumento de Ios niveles

de transaminasas y de 1a necrosis periporta] (92).

Otra experiencia rea1izada con ratones y ratas a Ios cua­

1es se les administraron en forma intraperitonea] y crónica

distintas dosis de cocaína y en 1a que se observó e] grado

de daño en e] hígado y e1 porcentaje de necrosis, así como

Ios niveïes en suero de 1a gïutámico pirúvico transaminasa

en un lapso de una a tres semanas, arrojó a1gunas conc]usio—

nes interesantes.

En una especie susceptibïe comoIos ratones, e] porcien­

to de necrosis periporta] hepática y 1a eïevación de 10s ni­

veïes de 1a gïutámico pirúvico transaminasa sérica dependen

de 1a dosis y e] tiempo (93). Si bien en anteriores

experiencias se comprobóque es necesario el incremento de
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la actividad del sistema de la oxidasa de función mixta pa­

ra que la cocaina induzca necrosis hepática (92). la admi­

nistración de bajas dosis de cocaina por largos períodos

produce lesiones sorprendentemente similares, aunque 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

más altas se produce una disminución de citocromo P-450 pe­

ro esto aparentemente no protege al higado de la necrosis.

Por otra parte. la necrosis hepática inducida por la droga

se correlaciona bien con el grado de cocaína marcada unida

a proteinas del hígado, y ambas demuestran ser dependientes

de la especie, de altas dosis de la droga y la canalización

selectiva del metabolismo de la cocaina, ya sea por induc­
ción microsomal o inhibición de esterasas. El fraccionamien­

to subcelular del tejido hepático demostró que más del 66%

de la unión irreversible ocurre en la fracción microsomal

del higado. Una unión más pequeña se observa en otras prote­

inas tisulares del ratón. En ratones pretratados con feno­
barbital se ha observado un incremento-de la unión de mate­

rial marcado radioactivo a proteinas hepáticas empleando

3H-benzoil y 1‘C metoxicocaina. pero no con

<3HaC-N> cocaina (94), lo que indicaría que la cocaína

debe ser previamente demetilada a fin de dar un intermedia­
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rio quimico reactivo que es e] responsabïe de 1a unión con

proteínas tisulares hepáticas y de producir e1 daño hepáti­
co.

Si bien iniciaïmente se consideró que e] primer metaboli­

to formado por el sistema de la oxidasa de función mixta,

1a NC,era responsabïe de producir hepatotoxicidad, experi­

mentos reaïizados con posterioridad permitieron obtener

otras conclusiones.

Aunque e] pretratamiento con fenobarbitaï aumenta tanto

e] daño hepático como e] metaboïismo de la cocaina a NCen

e] ratón, 1a concentración de NChallada no es suficiente

para justificar e] incremento de] daño hepático. Además. la

inhibición de] sistema con SKF-525A, cloramfenicol o ipro­

niazida, bïoquea e] daño hepático producido tanto por 1a ad­

ministración de cocaína comopor NC. Esto sugiere que exis­

te una transformación de 1a NChacia algún otro metaboïito,

91 cua] seria e] verdadero responsabïe.

E1 paso metabó1ico hacia 1a N-hidroxiamina no resuïta

inesperado, dado que se demostró que cierto número de dro­

gas básicas tipo tropina sufren N-deaïquiïación, dando ami­

nas secundarias, y pueden luego estar disponibles para una

mayor oxidación a hidroxiaminas (94).

La N-hidroxiïación ha mostrado ser un importante paso en

e] metaboïismo de aminas y amidas aromáticas, a1 dar inter­
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mediarios reactivos que están vincuïados en 1a carcinogéne­

sis y hepatotoxicidad. Este camino depende en gran medida

de 1a estructura de 1a amina, 1a especie anima] y factores

ambientaïes. Estos requerimientos expïicarian quizá 1a fa]­

ta de hepatotoxicidad demostrada por 1a mayoria de 1as sus­

tancias aná1ogas a 1a cocaina en cuanto a sus propiedades

de anestésico 1oca1 o de estimuïante de] Sistema Nervioso

Centra].

En base a 1o anterior, se sugiere que e] grupo carboxime­

tiïo no sóïo debe estar presente sino también tener una

orientación determinada, ya que 10s compuestos carentes de

estos dos requerimientos son inactivos para producir daño

en higado (90). Por ejemp1o, existe una diferencia notab1e

entre el metaboïismo de 1a cocaina y 1a pseudococaina (95).

que presenta como diferencia e] grupo carboximetiïo en 1a

posición ecuatoria].

Se propuso entonces como siguiente metab01ito a 1a N-hi­

droxi-NC (73) y se sugirió que 1a FAD-Mmicrosoma] purifi­

cada y en suspensión microsoma] podria oxidar 1a NCa N-hi­

droxi-NC. Basado en caïcu1os de 1a Ku, 1a NC resuïta ser

un sustrato exceïente para 1a FAD-M.

La confirmación de 1a formación de N-hidroxi-NC mediada

por FAD-Mse demuestra de dos maneras: inhibiendo e] cit.­

P-450 o efectuando 1a reacción “in vitro" en ausencia de]
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caso se obtiene e] metaboïito hidroxiïado a partir de NCy

en e] segundo caso no se detecta.

Asi queda c1aro que 1a FAD-Mes un sistema enzimático

importante en 10 que se refiere a que es e] único que media

en 1a oxidación de 1a NCa N-hidroxi-NC "in vitro" e "in

vivo", independientemente de] cit.P-450.

En ratones castrados en Ios que se produce un aumento de

1a FAD-Mhepática, se observó un incremento en 1a hepatoto­

xicidad inducida por administración de NC, comparando con

anima1es en 1os cuaïes 1a operación fue simuïada (96). Sin

embargo, 1a hepatotoxicidad comprobada de 1a N-hidroxi-NC

es bïoqueada por pretratamiento con SKF-525A y potenciada

con pretratamiento con fenobarbita]. Esto sugiere que no es

1a N-hidroxi-NC "per se" 1a productora de] daño, y que exis­

te otro paso metabóïico. Este paso consiste en 1a oxidación

de un e1ectrón de 1a N-hidroxi-NC, produciendo nitróxido de

norcocaina (nitróxido NC), habiéndose determinado por espec­

troscopia EPRdebido a que se trata de un radica] Iibre.

A pesar de que una oxidación que invoïucra un soïo e1ec­

trón no es frecuentemente mediada por el cit.P-450, las in­

vestigaciones reaïizadas ponen en evidencia que 1a oxida­

ción en este caso es cata1izada por e] citado citocromo en

presencia de NADPHy oxigeno.



Se descarta 1a posibiïidad de que sea 91 peróxido de hidró­

geno o 91 superóxido, producidos en Ias reacciones latera­

Ies, 10s responsabïes de 1a mencionada oxidación, ya que e]

agregado a] medio de estudio de cataïasa o superóxido dismu­

tasa no provoca 1a inhibición de 1a producción de nitróxido­

NC(97), considerada 1a úïtima hepatotoxina de] sistema.

E1 conocimiento en genera] de N-oxidación de aminas se­

cundarias y terciarias indica que se produce 1a formación

de N-óxidos intermediarios activos capaces de uniones cova­

ïentes con macromoïéculas de los tejidos.

Recientes estudios, sin embargo, han demostrado que e]

radical 1ibre no seria reactivo con proteinas microsomales
ni deï citosoï.

A1 descartarse 1a formación de una unión covalente del

nitróxido, se estudiaron otras reacciones de dicho radica).

Asi, a raiz de que a1gunos investigadores reportaron que

1a administración de cocaina a ratones produce depïeción

de] 91utatión reducido (GSH)en el higado. se investigó 1a

posibilidad de que e1 nitróxido-NC reaccionara con compues­

tos suïfhidriïicos de bajo peso molecuïar, basándose en que

dicho tripéptido protege a] higado contra 1a hepatotoxici­

dad inducida por 1a cocaina en ratones con o sin pretrata­

miento con fenobarbita]. Asimismo, 1a depïeción de1 conte­

nido intraceïular de GSHpor pretratamiento con dietiïma­
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Por e110 es tentador suponer que e] nitróxido-NC reaccio­

na directamente con e] GSH. Sin embargo, e] nitróxido-NC pu­

rificado no resuïtó ser reactivo ni con e] GSHni con 1a

cisteina. De este modo, 1a depïeción "in vivo“ de] GSHhepá­

tico después de 1a administración de cocaína no estaria vin­

cu1ada con 1a reacción directa entre e] nitróxido y e1 gïu­
tatión.

Por otro 1ado, a1 igua] que otros nitróxidos, e] nitróxi­

do-NC es.reducido por los microsomas hepáticos en presencia

de NADPH o NADH.Sin embargo, esta reacción no es mediada

por el cit.P-450 sino por flavoproteinas comocit.P-450 re­

ductasa y FAD-M(70) (97) (Figura 19).

Como consecuencia de esta reducción en e] caso de NADPH

resu1ta 1a formación de un radica] 1ibre, piridinium nucïeó­

tido, que reacciona con e] oxigeno para producir un radicaï

superóxido. La generación de este radica] sugiere que la pe­

roxidación 1ipidica puede ser estimu1ada “in vitro" e "in

vivo“ durante e] metaboïismo de 1a cocaina. De hecho se ha

comprobado que 1a administración aguda de cocaina causa un

rápido y significativo aumentoen 1a peroxidación 1ipídica
en ratones.

Además, "in vitro“ sobre microsomas hepáticos de ratones

previamente tratados con fenobarbita], que se incubaron ae­
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róbicamente en presencia de NADPH,1a cocaina y sus tres

metaboïitos oxidativos estimuian 1a peroxidación 1ipidica

microsoma], que es medida por e] incremento de 1a formación

de productos reactivos de] ácido tiobarbitúrico, siendo e]

nitróxido-NC e] que produce más a1to grado, siguiendoïe en

orden decreciente 1a N-hidroxi-NC, NCy cocaina (98).

La peroxidación Iipidica ocurre a través de eventos com­

plejos, que invoïucran mecanismoscataïiticos enzimáticos y

no enzimáticos, pudiéndose comprobar que 1a cocaína altera

1a peroxidación 1ipidica no enzimática a1 nivel de ias mito­

condrias de] cerebro de ratas. Se rea1izó e] estudio sobre

esas organelas debido a que en e11as abundan 1os ácidos gra­

sos poïiinsaturados, susceptibïes de] ataque oxidativo

(99).

Todo 10 anterior sugiere que e] fenómeno seria parte de]

mecanismo por e] cua] 1a cocaína produce hepatotoxicidad.

Otro proceso invoïucrado, ya mencionado, es e] que está

reïacionado con 1a depïeción hepática del GSHreducido. Es­

ta depieción resuïta entonces primariamente comoconsecuen­

cia de 1a disminución de NADPHcausada por su utiïización

en 1a producción de peróxido de hidrógeno durante e1 metabo­

1ismo oxidativo de 1a cocaina.

E1 cic1o oxidativo-reductivo de N-hidroxi-NC a nitróxido

-NC y viceversa,se produce a expensas de NADPH(Figura 20).



E1 peróxido de hidrógeno es reducido por 1a gïutatión pero­

xidasa con conversión de GSHreducido en glutatión oxidado

(GSSG). La reacción inversa, de reducción dei GSSGmediada

por giutatión reductasa y NADPH,se ve parcialmente bloquea­

da porque e1 nive1 de este último cofactor necesario para

1a enzima está reducido por e1 cicio redox.

Como resuïtado de 10 anterior, el GSSGes activamente

excretado por 1as céïuïas, de manera de mantener 1a reïa­

ción norma] de GSHzGSSGen e1 interior de 1as mismas, y por

10 tanto resuïta que 1a cocaina causa una depïeción de gïu­

tatión. Comoconsecuencia de 1a disminución de GSH, la acti­

vidad de 1a enzima gïutatión peroxidasa es menor, resuïtan­

do que e] peróxido de hidrógeno es reducido en menor propor­

ción.

La presencia tanto de] peróxido de hidrógeno comode] su­

peróxido podria servir de estimuïante para 1a peroxidación

1ipidica, que deteriora 1a membranace1u1ar y 1a actividad

de enzimas hepáticas que requieren de 1a integridad de 1a

misma, produciendo muerte ce1u1ar (70).

Como todos Ios estudios se reaïizaron sobre ratones, ya

que se comprobóque era 1a especie susceptibïe de sufrir 1a

acción hepatotóxica de 1a cocaina, quedaba sin resoïver 1a

posible impïicación de 1a droga en e] daño hepático en huma­

nos, pero en e] año 1987 se reporta e] caso de un paciente
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con hepatonecrosis asociada con e1 uso de cocaína. E1 exa­

men postmortem de1 hígado mostró una marcada infïamación

periporta], necrosis periporta] y midzonaï de Ios hepato­

c1tos, y una moderada infiïtración grasa. Estos ha11azgos

pato1ógícos son idénticos a Ios encontrados previamente en

91 mode1o de 1a hepatotoxícidad inducida por 1a cocaína en

ratones (100).



CH

\J+/o
N

2450 P450/NADPH
FADH NADPHNADPH A

CM3
\ H OH O\.,

\ FADH \,.\ ‘N

ÑÑ:::\ NADPH \Ï:::\ *ï<::\

¿Q
cocuu: "

F1 Pt

NADPH

uso/mom 02" o:

F1gura 19: Metaboïismo de la cocaína vía oxidativa

OH

NADPH N NADP + 02‘
l/ l \

p- 50 P-450 reductasa
4 ’\ FADH “202 “¡o

\\ Í GSH
NADP N NADPHlo m

° GSH cssc

H202 \
‘\\\\\EÏL///// pïasma

red b1’1'is

NADP NADPH

Figura 20: Hecan1smopropuesto para expïicar 1a hepatoxici­
dad mediada por 1a cocaína



110

V.5 SISTEMA NERVIOSO

La cocaina. comocasi todas ias drogas de abuso. modifi­

ca e] comportamiento provocando emociones incontroiabïes.

restricción de] aïmacenamiento de información, iimitación

de 1a capacidad de tomar decisiones. y otros tipos de con­

ducta. Esto ha 11evado a estudiar cómo reaccionan a dicha

droga diferentes areas de] sistema nervioso.
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V.5.1 BASES FISIOLOGICAS DE LA ACCION DE LAS DROGAS

V.5.1.1 GENERALIDADES

E1 imguïso nervioso

E1 sistema nerVioso, comocuaiquier otro sistema de] or­

ganismo. está constituido por céïuïas especiaïizadas, 11ama­
das neuronas o céiuïas nerviosas. La neurona ha sido defini­

da como una unidad e1ectroquimica porque genera un impuïso

eiéctrico en respuesta a un estimuïo quimico o mecánico,
conduce 91 impuiso a través de su a1argada estructura ce1u­

1ar, y en sus termina1es convierte 1a actividad eïéctrica

en una seña] quimica.

Para visua1izar 1a forma en que dichas señaïes quimicas

reguian 1a función de 1a ceïuia nerviosa, hay que conside­

rar la estructura y función básica de dichas céluïas. Aun­

que éstas varian en tamaño y forma dependiendo de su 1ocaïi­

zación y su función, consisten básicamente en e] cuerpo ce­

1u1ar (también 11amado pericarion o soma) de] cuai se ex­

tienden proïongaciones filamentosas 11amadasdendritas que

son 1as receptoras de Ios impuïsos, y de una proïongacion

que transmite dichos impuïsos. e] axón.

Se haria en principio referencia a1 impu1soeïéctrico
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que viaja a través de1 axón. Normaïmente 1a cé1u1a nerviosa

en reposo posee un potencia] eléctrico negativo de 60 a 70

miïivoïtios respecto de] exterior; eïlo es debido a que per­

mite 1a entrada de iones potasio y e1imina activamente ios

iones sodio mediante 1a bombade sodio, que es una proteina

transmembranosa, importante desde e] punto de vista funcio­

naT (proteina ATPasa de sodio-potasio), responsabïe de 1a

producción de gradientes iónicos a través de membranasceïu­

1ares nerviosas que permiten e] paso de] impu1so nervioso.

Este trabajo se realiza con gasto de energia que queda aima­

cenada en e1 ácido adenosintrifosfórico (ATP). Cuando 1a

neurona recibe cierta información a través de sus dendritas

se producen cambios en 1a permeabi1idad de 1a membrana a

ios iones sodio en ei punto de] estimu1o, permitiendo que

e] sodio ingrese a través de] cana] de sodio, que es una

g1ucoproteina transmembranosa, cambiando su potenciai eïéc­

trico de negativo a positivo (potenciaï de acción), produ­

c1éndose 1a despoïarización. E1 impu1so nervioso actúa des­

pués como un estimu1o. causando 1a despoïarización en toda

1a 1ongitud de] axón.

Transmisión de] impuiso nervioso

Una caracteristica sobresa1iente de ias cé1u1as nervio­



sas es que no estabïecen contacto físico directo unas con

otras sino que están separadas por un espacio microscópico

conocido como espacio sináptico, que en 1a mayor parte de

ias sinapsis es de 20 nmde espesor, e impide e1 fïujo con­

tinuo de impuïsos (101) (102). En este espacio intersináp­

tico 1a transmisión de] impuïso a1 cuerpo ceiuiar de otra

neurona se hace por medio de transmisores quimicos o neuro­

transmisores, que se encuentran Iocaïizados en pequeñas ve­

sicuias en e] extremo de] axón y que son Iiberados durante

ia actividad nerviosa y cruzan 1a sinapsis. Estos neuro­

transmisores tienen 1a caracteristica quimica de a1terar 1a

membrana postsináptica a1 unirse a receptores especificos,

conVirtiendo esta unión en una corriente iónica a través de

1a membrana y originando un impuiso nervioso de 1a misma in­

tensidad que e] que viajaba por e] axón precedente.

Por 10 tanto, ios impuisos nerviosos son provocados por

1a corriente e1éctrica que pasa de] cuerpo celuïar a1 axón,

donde determina fenómenos quimicos que se producen debido a

movimientos de iones cargados eïéctricamente, comosodio y

potasio, y esto provoca que 1as vesicu1as de sustancia

transmisora se unan con 1a membrana que está en e] extremo

de] axón (membranapresináptica), se abran y iiberen e1 neu­

rotransmisor (Figura 21).

E1 primer compuesto reconocido como agente que actuaba
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en 1a sinapsis química entre neuronas fue 1a aceti1coïina,

1uego siguieron 1a noradrenalina, 1a dopamina y 1a serotoni­

na, estas tres úïtimas denominadas en conjunto aminas bióge­

nas. Estos, más otros neurotransmisores probabïes, parecian

estar especia1izados en esta tarea y no estar invoiucrados

en ninguna otra actividad bioquímica, encontrándose en pe­

queñas cantidades. Sin embargo, con posterioridad fueron

conSiderados nuevos e importantes candidatos que también

cumpïian esa función, como ios aminoácidos giutamato, aspar­

tato. U -aminobutirato. gïicina y taurina, pero se apartaban

sustanciaimente de 10s anteriores debido a que existían en

todas 1as cé1u1as y órganos en concentraciones eïevadas y

también eran uti1izados en una ampïia serie de vias metabó­

iicas y biosintéticas. Posteriormente se detectaron. ais1a­

ron y caracterizaron otra docena de sustancias comoposi­

b1es neurotransmisores que pertenecían a una categoria qui­

mica totaimente distinta, Ios péptidos nerviosos, que tie­

nen actividades más especiaïizadas que 10s aminoácidos y es­

tán presentes en pequeñas cantidades y en regiones 1ocaïiza­

das de] sistema nervioso.

Otro tipo de sustancias identificadas son 1as de 1a cate­

goria funciona] de moduïadores, que ejercen su efecto tras
su iiberación sobre 1as acciones postsinápticas de ios neu­

rotransmisores convencionaïes. Además en 1os úïtimos años
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se halïó que unos treinta potentes compuestos, hidroso1u­

bles, cargados eïectricamente y casi todos 91105 aminas y

péptidos y aïgunos agentes insospechados, como 1a adenosina

y ATP, actuaban controïando 1a comunicación entre ias neuro­

nas o entre ias uniones de 1as neuronas con Ios órganos

inervados por e11as.

Sintesis e inactivación de 1os neurotransmisores

Los neurotransmisores se caracterizan por tener mecanis­

mos propios de sintesis, a1macenamiento, degradación, recap­

tación e inactivación (103).

La sintesis de Ios neurotransmisores tiene 1ugar, en su

mayor parte, en ias terminaies nerviosas, y puede requerir

soïamente un paso, comoen e] caso de 1a acetiïcoïina, par­

tiendo de dos componentes, acetato y coïina, y de 1a inter­

venCión de 1a enzima coïina aceti] transferasa, o bien ser

mas compieja, como 1a sintesis de noradrenalina y dopamina,

también 11amadas catec01aminas, a partir de 1a tirosina.

Los precursores provienen de otras regiones de] organismo,

como 1a co1ina que es sintetizada en primer 1ugar en e] hi­

gado, o 1a tirosina, que está disponibïe a partir de depósi­
tos tisuïares. En e] caso de 1a serotonina 91 sustrato ini­

cia] es e1 triptófano, que es un requerimiento esencia] de
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1a dieta y no puede ser sintetizado por e] organismo.

Los neurotransmisores una vez sintetizados son aimacena­

dos, como en e1 caso de 1as aminas biógenas, en 1as 11ama­

das vesicuias granuïares o de núc1eo denso dentro de ios

axones y terminaïes nerviosas, o bien como1a acetiïcolina,

que se encuentra tanto en e] sinaptopïasma comoen ias vesi­

cuïas sinápticas.

Producida 1a actividad nerviosa y liberados Ios transmi­

sores que se unen a ios receptores especificos, se inicia

1a inactivación de 1os agentes quimicos mediante 1a acción

de enZimas o por recaptación de ias neuronas por medio de

sistemas de transporte de aïta afinidad.

Dor ejempïo. 1a aoetiïcoïina es rápidamente degradada

por 1a enzima coïinesterasa, presente en 1a circuïación y

en 10s tejidos periféricos. En cambio, ias aminas biógenas

pueden tomar diferentes caminos: a) pueden ser recaptadas,

para ser nuevamente aïmacenadas dentro de 1as vesicuias en

forma granu1ar; b) pueden pasar a 1a circu1ación genera] pa­

ra ser deaminadas por 1a monoaminoxidasa (MAO)hepática, y

de esta manera ser excretadas en forma de metabolitos inac­

tivos; c) pueden ser recaptadas y destruidas por 1a MAOmi­

tocondria1; d) pueden ser meti1adas por 1a enzima cateco1-0­

-meti]transferasa (COMT), presente en e] citopïasma ceïu­

1ar, y de esta forma ser inactivadas. Esta enzima no actúa
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sobre 1a serotonina (102)

E1 sistema nervioso

E1 sistema nervioso se divide en sistema nervioso cen­

tra] (SNC) y sistema nervioso periférico; este último se

subdivide en somático y autónomo.

A su vez, e1 sistema somático se divide en dos tipos, e]

motor y e1 sensoria]; e] primero invoïucra ias vias eferen­

tes que envian ios impulsos de} SNCa1 múscuïo voïuntario,

y e] segundo recibe 1os impuïsos aferentes de 1os recepto­

res externos.

E1 autónomo presenta dos subsistemas que en una primera

y grosera apreciación puede considerarse que trabajan en

forma opuesta, y que son e] simpático y e] parasimpático.

Locaiización de 1as vías nerviosas

Se ha podido demostrar que 1as neuronas que producen ace­

ti1coiina constituyen muchasvias excitadoras a todo 10 13r­

go de1 sistema nervioso periférico y centraï y también a1gu­
nas vias inhibidoras.

En cuanto a ias vias noradrenérgicas, éstas forman parte

de] sistema nervioso periférico, constituyendo e1 sistema
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nervioso simpático a nive] postgang1ionar, existiendo ade­

más dos vias mayores centraïes y una menor, que inervan a

1a mayor parte de 1as regiones encefá1icas, entre las que

se encuentran e] tronco encefá1ico, e] cerebeïo, e] hipota­

1amo, 1a amigdaïa, e1 hipocampo. e1 septum, e] fornix (Fi­

gura 22).

Se han descripto seis vias dopaminérgicas en e] SNCade­

mas de] ro] periférico que desempeña 1a dopamina en Ios gan­

gïios simpáticos, gangïios'visceraïes y paredes de 1as arte­

rias mesentéricas y renales. Dos de 1as vias centra1es iner­

van e] hipotá1amo; una via ascendente importante es e] sis­

tema nigroestriata], que se origina en 1a pars compacta de

1a sustancia negra y se proyecta en forma de haz o tracto

nigroestriataï hasta e1 cuerpo estriado. Otro de 10s circui­

tos es un sistema tegmentotelencefálico, 11amadotambién

sistema meso1imbico; 1as fibras se originan en e1 tegmento

ventraï y se proyectan hasta 1a amigda1a, septum, núcïeo

accumbens, tubércuïo oïfatorio y corteza fronta] (Figura

22).

También se han reveïado 1as vias de 1a serotonina en e]

SNC, una ascendente media] que se proyecta en e] hipotá1amo

y en e1 área preóptica, y ¡os tractos ascendentes 1atera1es

que terminan difusamente en e] cuerpo estriado y en e1 cór­

tex cerebra].
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Receptores pre y postsináptiggs

En 1as neuronas, tanto centrales como 1as periféricas

simpáticas, 1a despoiarización está sujeta a 1a moduïac1ón

mediada por receptores situados presinápticamente (104), y

que han sido descubiertos recientemente.

En cuanto a Ios receptores postsinapticos, se confirmó

1a existencia de diversas subcategorias. En e] caso de 1a

aceti1c01ina, estas subcategorias se distinguieron mediante

sus respuestas frente a dos sustancias disponibïes cuando

se comenzaron 1as investigaciones sobre 1a sinapsis, 1a ni­

cotina y 1a muscarina. Cada agente estimuïa diferentes cate­

gorias de función coïinérgica, y se 1as 11amaronnicotini­

cas y muscarinicas.

Iguaï que existen subcategorias de receptores coiinérgi­

cos, se han detectado también en 1os receptores de noradre­

naïina dos adrenoreceptores cx y ¡3. En principio se pensó
que estos dos tipos de receptores mediaban acciones excita­

doras (receptor'x ) o inhibidoras (receptor 5 ) en e] siste­

ma nervioso periférico, pero 10s conocimientos actuaies no

confirman esta reg1a rígida y cada órgano periférico debe

ser considerado aparte.

Los receptores de 1a dopamina en 91 SNChan sido clasifi­

cados en cuatro subcategorias, D1, Dz, Da y D4, ba­
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sado en estudio de unión de Iigandos y en 1a respuesta fren­

te a diversos fármacos dopaminérgicos. Los datos más recien­

tes muestran que Ios cuatro receptores se haiian en e] cuer­

po estriado. E1 tipo Dz está iocaïizado en ias neuronas

intrínsecas, que son postsinápticas con respecto a ias ter­

mina1es dopaminérgicas de 1a via nigroestriata], y en 1a hi­

pófisis, y se 10 cree responsabïe de ios efectos de 1a dopa­

mina sobre ei comportamiento. En 1as ratas e] comportamien­

to estereotipado parece estar mediado por 1a estimuiacion

seiectiva de 1os receptores Dz mediante los fármacos ade­

cuados.

También se han reveiado subcategorias de receptores de

¡ia serotonina, como e] Si y Sz, y parece probabie que

ios S1 medien 1a inhibición y ios Sz 1a excitac1ón

(102).



Membranapresinápt ca
Membrana
postsináptica
Cuerpo celular
o dendrita

Impulso

Axón

Espacio sináptico

Vesículas que contienen
neurotransmisores Membrana

postsináptica

Cuerpo celular
o dendrita

Neurotransmisores
Membrana

':': postsináptica
._.>Impulso

z; :1 Cuerpo celular
o dendrita

Figura 21: Esquemade la transm1s1ón del 1mpulso nerv1oso



122

Vías Dopaminérgicas Vías Noradrenérgicas

Corteza frontal éptum

Núc}eg Corteza cerebralaccum ens

Tubérculo
olfatorio Cingulo

Eminenci_ Estría terminal

media’Núcleo .__H1potá1amo
caudado .

.__Amlgdala

Haz dorsal

Núglgol id Haz ventralamlg a ol e
central Sustancia

1 _ gris central'Tacto n1­
graestriatal
Sustancia
negra

Cerebelo

Figura 22: Vías de la dopamina y 1a noradrenaïína en un
corte hor1zonta1 de cerebro de rata



123

V.5.1.2 TEORIA DEL COMPORTAMIENTO

A pesar de que todavia hay mucho que di1ucidar para po­

der definir e1 comportamiento de 10s mamíferos basándose en

Ios sistemas de neurotransmisores y vias nerviosas, es evi­

dente que e] comportamiento se inicia en e] cerebro y puede

manifestarse a través de1 sistema nervioso periférico en

forma de respuestas voïuntarias o invoïuntarias compïejas,

o a través de] hipota1amo en forma de cambios de 1a secre­

c1ón endocrina. Las manifestaciones invoïuntarias de 1a ac­

tividad centra], expresadas mediante e] sistema nervioso au­

tónomo, dan como consecuencia 11anto, tembïor. sudoración,

saitos de] corazón, etc., pero otros estados cerebraies o

estados de ánimo no se expresan a través de respuestas cor­

poraies y por 10 tanto no son fáci1mente accesibïes a1 estu­

dio y 1a medición.

Cada sistema de1 organismo tiene que ver con 1a conduc­

ta, y todos están, a1 menos en parte, reguiados por e1 cere­

bro, convirtiéndose este en 91 punto de partida para e] aná­

1isis de1 efecto de ciertas sustancias químicas extrañas,

como 1as drogas.

Las estructuras encefáïicas que parecen estar invoïucra­

das en. 10s mecanismos nerviosos que generan 1as emociones

reciben ei nombre de sistema 1imbico. Este sistema compren­
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campo, amigdaïa, septum, hipotáiamo, buïbo o1fatorio, táïa­

moy fórnix (Figura 23). Varios aspectos tipicos de] compor­

tamiento, comoe] miedo, 1a rabia, 1a satisfacción y e1 pia­

cer, se ven infïuidos por ei sistema limbico.

Un determinado sistema de neurotransmisores dentro de]

encefaïo puede jugar un ro] dominante o de iniciación en e]

desencadenamiento o mantenimiento de un programa de compor­

tamiento especifico, pero en generaï participa más de un

sistema de neurotransmisores. La inf1uencia de diversos fár­

macos sobre e] comportamiento condicionado puede orientar

acerca de que sistemas de neurotransmisores están invoïucra­

dos.

Como ios fenómenos sinápticos son de naturaieza quimica,

resuitan vuïnerabïes a 10s diversos tipos de drogas. Las

drogas depresoras deben su acción a que inhiben 1a produc­

ción dei neurotransmisor, o éste se inactiva más rápidamen­

te que 10 norma], o aïteran 1a membranapostsináptica y se

produce e] bioqueo de] receptor. En contraposición, 1as es­

timuiantes activan 1as neuronas a un ritmo mayor que e1 nor­

maï porque provocan una mayor 1iberación de] transmisor, o

tienen 1a propiedad de imitar su acción o de impedir su re­

absorción (103).

Se considera que las sustancias químicas activadoras o
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ducen un determinado tipo de comportamiento que se caracte­

riza por conducir a una gratificación o recompensa. Por

ejempïo, 1as drogas de abuso actúan sobre esos circuitos

norma1es de recompensa produciendo un refuerzo de1 comporta­

miento que conduce a 1a autoadministración más frecuente;

por 1o tanto actuaïmente se intenta conocer más profundamen­

te esos mecanismosnerviosos a fin de re1acionarïos con e]

riesgo de abuso.

Sistemas de neurotransmisores involucrados en e] comgo­

tamiento

a) Sistemas cateco1aminicos

Se ha podido demostrar que 1a dopamina es un neurotrans­

misor de gran importancia en e] encefaïo, que participa en

una serie de mecanismosencefáïicos aparentemente distin­

tos. a1 menos desde e] punto de vista cuaïitativo, por ejem­

pïo e] contro1 centra] de funciones como 1a 1ocomoción y

Ios procesos nerviosos que ocasionan comportamiento motiva­

cionaï, estados de ánimo y emoción.

Las inyecciones intrahipota1ámicas e intraestriatales de
dopamina producen hiperactividad motora y 1as inyecciones
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de dopamina o noradrenalina en e] estriado de un hemisferio

provocan un movimiento circuïar orientado en dirección

opuesta a1 1ugar que recibió 1a inyección. Estas y otras

observaciones sugieren que 1as neuronas catecoiaminergicas

centraïes intervienen en e1 contro] de 1a actividad motora.

Estudios efectuados con anfetaminas en anima1es de expe­

rimentación han demostrado que'a dosis bajas causan un in­

cremento considerabïe de 1a actividad motora. A dosis aún

mas bajas conducen a los patrones de comportamiento estere­

otipado que se manifiesta por o1fateo, masticación repeti­

tiva, adopción de diversas actitudes posturaïes que no per­

siguen funcionaïidad aïguna. Esto se debe a que 1a anfetami­

na 1ibera 1a noradrena1ina de sus 1ugares de almacenamien­

to, y a dOS1Sbajas provoca un incremento de ias concentra­

Ciones extraceiuiares de 1as monoaminas.

En modeïos experimentaïes se ha podido demostrar 1a par­

ticipación de Ios sistemas dopaminérgicos en e] comporta­

miento motivacionai y e] estudio de 1as vias nerviosas ence­

fá1icas que posibiïitan Ios mecanismos de recompensa. Una

experiencia consiste en impïantar eïectrodos en un anima] y

producir una estimuïación eiectrica en regiones encefáïicas
especificas, como e1 área hipotaïámica o 1as estructuras

de] sistema Iimbico. E1 anima] es capaz de autoadministrar­

se e] estimuio eïéctrico accionando una païanca, debido a
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do un refuerzo del comportamiento.

Otro intento experimenta] que pone en evidencia 1a parti­

cipación de 1a noradrenaïina y 1a dopamina en 10s mecanis­

mos nerviosos que controïan 10s procesos de recompensa y

aprendizaje, utiïiza e] mode1ode autoadministración vo1un­
taria de soïuciones de fármacos a través de una cánu1a endo­

venosa crónica, mediante e] manejo de una païanca. Por ejem­

p1o, si 1a droga ensayada es 1a anfetamina y a1 anima] en

experimentación se 1e administra un bïoqueante de 1a dopami­

na, se incrementa 1a frecuencia de actuación sobre 1a païan­

ca, 1o que indica que 1a anfetamina actúa a través de Ios

sistemas dopaminérgicos. La autoadministración de otras dro­

gas, como 1a cocaina o morfina, es también susceptibïe a

1os antagonistas dopaminérgicos o a otras acciones sobre

1as vias dopaminérgicas. Entonces resuïta que 1a autoadmi­

nistración de una serie de sustancias puede hacer interve­

nir a estas vias en e1 reforzamiento y recompensa.

Si bien aïgunos estudios señaïan un posibïe pape] de 1a

noradrenalina en Ios mecanismos de recompensa, otros sumi­

nistran pruebas en contra de una amp1ia participación de

1as vias noradrenérgicas; por ejemp10, 10s bïoqueantes CK

y¡6 noradrenérgicos no ejercen ninguna acción sobre 1a auto­
administración de cocaina o anfetamina.
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Sin embargo, existen datos concretos en favor de 1a par­

ticipación de 1a dopamina y 1a noradrenaIina en 1as vias

que median 1a autoestimulación. Aunque 1a importancia de ca­

da una de e11as todavia se estudia, parece ser que 1a dopa­

mina resuita 1a catecoïamina más importante en 1a autoesti­

mulación (102).

E1 sinnúmero de experiencias rea1izadas ha dado Iugar a

una hipótesis sobre 1a impiicancia de 1as vias dopaminérgi­

cas y noradrenérgicas en Ios mecanismos de] refuerzo y de

otros patrones de comportamiento (Figura 24).

Las vias dopaminérgicas parecen contro1ar 1a inducción y

ios mecanismos de actividad motora que 11evan a1 anima] a

intentar conseguir un estimu1o de refuerzo o a activar ias

corrientes de autoestimuiación. Las vias noradrenérgicas

pueden estar más reiacionadas con 1a faciïidad del aprendi­

zaje, posibïemente por refuerzo y consoïidación de 1a res­

puesta, y están invoiucradas en e1 proceso de refuerzo.

b) Sistemas serotoninérgicos

Se ha demostrado que 1a serotonina forma parte de] proce­

so de autoestimuïación, es decir existen más sistemas de

neurotransmisores que participan de iguai forma que ias

cateco1aminas.
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La depieción encefá1ica de serotonina provoca en los ani­

ma1es de 1aboratorio incremento en 1a actividad motora e in­

somnio. Por 1o tanto, ei sistema mediado por 1a serotonina

11eva a cabo efectos "inhibidores", en contraposición con

1os "excitadores" de 1os sistemas catecolaminérgicos. Sin

embargo, existen evidencias de que e} incremento de 1a sero­

tonina y a1gunos compuestos indo] simiïares activan en e1

1ugar e1 comportamiento motor, provocando temblor e incluso

convuïsiones, invo1ucrando movimiento complejos y repetiti­

vos de 1as extremidades, tronco o cabeza. E1 sindrome de hi­

peractividad provocado por 1a serotonina viene acompañado

por una e1evación de 1a temperatura corpora].
Aparentemente esta discrepancia se debe a una mayor acti­

vidad serotoninérgica de 1as vias descendentes, que son pro­

babïemente excitadoras, y predomina sobre 1a acción de 1as

vias cerebraïes inhibidores ascendentes, pero es evidente

que 1a serotonina puede tener acciones excitadoras directas

en aïgunas de sus vias.

E1 movimiento poco habitua1 de todo e] organismo 11amado

"sacudida de perro mojado" puede ser inducido por 1a admi­

nistración sistémica de 5-hidroxitriptofano (precursor de
1a serotonina), o de fármacos 1iberadores de serotonina o

diversos agonistas. Este fenómenode comportamiento requie­

re Ia participación conjunta de Ias vías serotoninérgicas y
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dopaminérgicas, y se ha demostrado a1 administrarse 1ibera­

dores de catecoïaminas y de serotonina. También Ia interac­

ción entre serotonina y dopamina puede apreciarse en e] com­

portamiento estereotipado dependiente de 1a dopamina en 1as

ratas.

En e] núcïeo accumbens y en e1 sistema nigroestriata].

1a dopamina y 1a serotonina ejercen efectos antagonistas mu­

tuos en e] comportamiento estereotipado (102).
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V.5.2 LA COCAINA Y EL SISTEMA NERVIOSO

La cocaína es e] único compuesto que es a1 mismo tiempo

un potente anestésico 1oca1 y un simpatícomimético con 1m­

portantes efectos estimulantes en e] SNC(105).
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V.5.2.1 SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

El efecto de anestésico local de la cocaina se debe a su

habilidad de bloquear la iniciación y conducción de los im­

pulsos eléctricos dentro de la célula nerviosa, al impedir

el rápido incremento en la permeabilidad de la membranaa

los iones sodio durante la despolarización. El mecanismode

acción de los anestésicos locales, en general, consiste en

impedir la generación y la conducción del impulso nervioso,

siendo el sitio principal donde actúan la membranacelular.

El bloqueo de la conducción se produce porque se obstaculi­

zan los procesos fundamentales de la generación del poten­

cial de acción del nervio, es decir el aumentotransitorio

de la permeabilidad de la membranaa los iones sodio, pero

este bloqueo no está acompañadopor cambios importantes en

el potencial de reposo. Es generalmente aceptado que la co­

caina compite con el calcio en algún sitio receptor que con­

trola la permeabilidad de la membrana(10) (70).

Un estudio llevado a cabo sobre la piel aislada de sapo

permite obtener como conclusiones que, de acuerdo con la

ecuación 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 unión con los anestésicos locales se

produce por intermedio de enlaces débiles, lo que explica

su reversibilidad y corta duración de acción (107).

Además se ha sugerido que el receptor está aproximada­

mente a mitad de la distancia hacia la parte inferior del

canal de sodio (10); la unión de la cocaina a estos recepto­

res es lo que impide el tránsito de los iones sodio a tra­

vés de la membrana (4) (108).

La cocaina es un tipico simpaticomimético, ya que actúa

competitivamente bloqueando la recaptación presináptica de

la noradrenalina a nivel del sistema nervioso autónomo, pro­

vocando un exceso en la transmisión en los receptores post­

sinápticos y cambiosen la utilización del calcio (109).

La activación de estos mecanismosproduce vasoconstric­

ción, taquicardia, predisposición a arritmia ventricular y

aumento agudo de la presión 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, 91 hecho de que 1a cocaina tenga tanto auge

como droga de abuso no se debe a 1as propiedades antes men­

cionadas sino a su acción sobre e] SNCy en particuïar so­

bre ciertos Centros especificos. Se conoce que 1a cocaina

estimuïa un sinnúmero de comportamientos, como 1a actividad

motora espontánea, 1a autoadministración y e] comportamien­

to estereotipado (110). Los estudios tendientes a escïare­
cer 1a acción estimuïante de 1a cocaina sobre e] SNC1a

atribuyen a 1a habiïidad de 1a droga de bioquear 1a recapta­

ción de neurotransmisores en 91 cerebro, como 1a dopamina,

noradrena1ina y serotonina.

Uno de 10s efectos no deseados es que a aïtas dOS1Spro­

duce convuïsiones ciónicas. A bajas dosis tiene un efecto

opuesto, inhibiendo las convuïsiones producidas por agentes

convu1sivantes o por shock eïéctrico. ComoaIgunos anestési­

cos 1ocaïes también producen convu1siones, se pensó en un

principio que se debia a esta propiedad. Sin embargo, 1a re­

serpina previene 1as convuïsiones desencadenadas por 1a co­

caina, 1o que indica que está imp1icada 1a via noradrenérgi­

ca (111) (112).

Varios estudios han reportado que a1 producirse una o

más convu1siones por cocaina se acrecienta e] efecto con­
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vulsivo de la droga, aunque otros estudios han observado to­

lerancia. La mismaforma de sensibilización se ha presenta­

do con otras drogas convulsivantes, como la lidocaina y

agentes colinérgicos, asi comotambién con otros metodos 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

ción de un agente resultando sensible para otro.

Estudios más recientes han demostrado que la administra­

ción crónica de cocaina puede provocar no sólo 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 los producidos por otros estimulantes psicomotores,

como la anfetamina. Comoya se ha mencionado, este tipo de

drogas produce una alteración en las respuestas aun a bajas

dosis, incrementando por ejemplo la locomoción, acicalamien­

to o exploración, e incluso puede dar paso a una conducta

estereotipada, como por ejemplo repetición 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

sensibilización 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 sensibilización después de una única inyección (116).

El aspecto neurobiológico de la sensibilización es com­

plejo debido a la variedad de cambios neuroquimicos provoca­

dos por la administración crónica. Algunos estudios lleva­

dos a cabo sobre zonas determinadas del SNChan podido ob­

servar incremento en la liberación de dopaminaen el stria­

tum y cambios en las vias dopaminérgicas mesolimbicas y ni­

groestriatal (113). Los mecanismospropuestos para justifi­

car el fenómenode la sensibilización incluyen supersensibi­

lidad de los receptores por depleción de las catecolaminas,

desensibilización de los autorreceptores de la dopamina, e

incremento de los efectos de los receptores postsinápticos

catecolaminérgicos (117).

Se ha comprobado la importancia de los dos subtipos de

receptores dopaminérgicos, 01 y Dz, en la mediación de

los efectos de la cocaína (118).

Por otra parte, complicando aún mas el panorama, en es­
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tudios realizados con monosa los que se les administró por

varios dias dosis no convulsivantes, fueron necesarias, des­

pués de este tratamiento, dosis más altas que las normalmen­

te utilizadas para provocar convulsiones, indicando esto el

desarrollo de tolerancia más que de sensibilidad (119).

Nose ha esclarecido todavia si la administración repeti­

da de cocaina concluye en tolerancia o sensibilización, y

algunos investigadores 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 los efectos en el comportamiento es una importante va­

riable (117). Tanto la euforia comola psicosis están vincu­

ladas con el incremento de la actividad en las vías dopami­

nérgicas (120).

La hiperactividad inducida por la cocaína se debe a di­

versos mecanismos, comoel aumento de la actividad noradre­

nérgica en el hipocampo y otras áreas. y al incremento de

la dopamina en el núcleo accumbens y en el hipocampo. Ade­

más, los mecanismosserotoninérgicos y colinérgicos también

están implicados en la hiperactividad, y la cocaina ha de­

mostrado ser el más potente inhibidor de la retoma de sero­

tonina. comparado con los de la dopamina y noradrenalina

(110).

En un intento por comprender los mecanismos nerviosos
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que provocan e] riesgo de] abuso de 1a cocaina y otras dro­

gas, se investigaron 1as estructuras cerebraïes imp1icadas

en Ios procesos normaïes de refuerzo, dado que se sabe que

e] cerebro tiene circuitos neurona1es especiaïizados que

son activados por 10s distintos reforzadores capaces de in­

fïuir en e] comportamiento, invo1ucrando a Ios sistemas

cateco1aminérgicos como probabïes es1abones en dichos

circuitos reforzadores (121).

La tendencia a 1a autoadministración de 1a droga en los

animaïes de 1aboratorio mencionada previamente en este capí­

tuio, se ha asociado principaïmente con 1a acción sobre 1a

sinapsis dopaminérgica.
Se ha demostrado 1a re1ación entre Ios efectos reforzado­

res de] comportamiento repetitivo que conduce a 1a autoadmi­

nistración cada vez más frecuente y 1a dependencia poten­

cia] de 1as drogas, estab1eciendo que 1a cocaina, como 1a

anfetamina, faci1ita 1a activación de1 sistema de refuerzo

por incremento de 1a neurotransmisión en 10s tractos dopami­

nérgicos mesoïimbicos y/o mesocorticaies (122). En 1os huma­

nos 1a activación de estos caminos produciría sensaciones

de euforia. En experimentos con animaIes en Ios cuaïes se

provocan 1esiones de estas vias dopaminérgicas, o se bïo­

quean 1os receptores, se produce 1a atenuación de 1os efec­

tos de 1a cocaina, mientras que e1 bïoqueo seïectivo.de 1a
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sinapsis noradrenergica soïa no tiene efectos similares;

ias céluïas dei núcieo accumbens mediadas por 1a dopamina

tienen una gran importancia en el refuerzo estimulante psi­

comotor, las 1esiones inducidas sobre esta estructura por
medio de neurotoxinas reducen o eïiminan 1a acción reforza­

dora de 1a cocaína. Las inyecciones de cocaina en 1a corte­

za de ratas también provocan refuerzo; de este modose con­

cluye que puede haber más de una via dopaminérgica o región

que participa en 1a red de circuitos gratificantes (123).

Sin embargo, investigaciones mas recientes han comprometido

también a 10s mecanismosserotoninérgicos (124).

Ratas a 1as que se 1es dio 1a posibiïidad de Iibre acce­

so a 1a cocaina intravenosa se la autoadministraban a1 gra­

do de exc1uir 1a ingesta de alimentos; por lo tanto, perdi­

an peso y habituaïmente morían en unas pocas semanas (125).

Los conocimientos sobre 1a conducta de 1os drogadictos, en

cambio, sugieren que 1a cocaina no presenta taïes efectos

compuisivos en e] hombre; sin embargo hay que tener en cuen­

ta que puede deberse a que 91 acceso a 1a droga es Iimitado

debido a1 precio y a 1a disponibilidad mas que a 1a seguri­

dad de 1a droga en si. Existen también informes que avaian

este razonamiento, ya que entre los individuos que tienen

acceso ilimitado se comprobó 91 abuso compuïsivo y poten­

ciaïmente 1eta1 de 1a cocaína (121).
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Los efectos gratificantes de la alimentación y el agua

parecen depender conjuntamente con los de la cocaina y

otras drogas, de la integridad del vinculo dopaminérgico en

la red de circuitos implicados en el refuerzo (126). Los

efectos gratificantes de la cocaína, sin embargo, no necesi­
tan ser transmitidos al SNCa través de la red de nervios

sensoriales como los mencionados de la alimentación y el

agua. y pueden activar poderosa y directamente los circui­

tos centrales del comportamiento. Por ello no sorprende que

la motivación por cocaína domine a las producidas por sus­

tancias más esenciales para la salud (121). Por lo tanto,

los estudios experimentales han demostrado que la intensi­

dad de las propiedades reforzadoras de la cocaína 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

ilícito de la droga y que le ha dado la particularidad de

presentar una alta dependencia potencial. Sin embargoes ne­

cesario aclarar que su propiedad de generar hábito, y por

ende su responsabilidad de ser adictiva, es independiente

del sindrome clasico de dependencia fisica (127). Estudios

efectuados con opiáceos que presentan probada dependencia

fisica ponen en evidencia la existencia de mecanismosneuro­

nales anatómicamente distintos para el reforzamiento y la

dependencia opiácea (127).
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En la actualidad se confirma que la cocaina produce una

dependencia similar, en magnitud y resistencia al tratamien­

to, a la de otras drogas de abuso, comoel alcohol y opiá­

ceos, pero que esta dependencia difiere sustancialmente de
los modelos de abuso anteriormente establecidos.

Se han observado tres fases en los modelos de supresión

de cocaína que ayudan a disipar la idea de que la cocaína

no produce sindrome de abstinencia:

Fase 1: denominada "crash". Inmediatamente después de

concluir la sesión con cocaina aparecen el deseo vehemente

de una nueva aplicación, depresión, agitación. ansiedad y,

ocasionalmente, ideas suicidas. Luego de una a cuatro horas

del último ingreso de la droga, el deseo vehemente es su­

plantado por pronunciada fatiga y sueño. Estos efectos son

debidos a una aguda depleción de la neurotransmisión.

Fase 2: abstinencia. Los sintomas fisiológicos mas usua­

les indicativos del sindrome de abstinencia, comohiperten­

sión, taquicardia, sudoración, piel de gallina y calambres,

producidos por el abuso de otras drogas, no se detectan en

los adictos a la cocaina, lo que ha llevado a sostener por

mucho tiempo que la adicción a la cocaina es puramente

psicológica. Se ha observado en los drogadictos que aparece

un cuadro en el que predomina disminución de la actividad,

intenso tedio con limitado interés por el medio ambiente
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(anhedonia), después de un breve intervaïo eutimico que si­

gue a1 "crash". Estos sintomas 11evan frecuentemente a 1a

reanudación de] uso de 1a cocaina, y vue1ve a cumpiirse e]

cicio sesión-crash-intervaio eutimico-anhedonia-recaida-se­

sión. Tambien se ha observado que 10s adictos son capaces

de soportar 1a anhedonia a1 evocar ei pïacer de euforia pro­

vocado por 1a cocaina; sin embargo. esto desencadena e] de­

seo de una nueva sesión.

E1 estado de anhedonia. e] deseo vehemente y 1a reanuda­

ción de] uso. son paraieïos con io encontrado en otras dro­

gas de abuso. Una única dosis de cocaina produce una exage­

rada euforia, pero utiiizada crónicamente desencadena un

sindrome de abstinenc1a que se caracteriza por disminuCión

de 1a euforia y producción de anhedonia.

La concordancia de estos sintomas con varios tipos de a1­

teraciones en e] comportamientode origen neurofisioiógico

después de estimuiación crónica en animaies, permite e] con­

cepto de que ias manifestaciones psicoiógicas son una neuro­

adaptación de 10s sistemas de recompensa de] cerebro debido

a ias perturbaciones crónicas de 1a cocaina, y de aqui 1a

hipótesis de que e1 origen es fisioïógico a pesar de que

10s sintomas se expresan comopsicoïógicos.

Una forma de expïicar estos procesos en e1 caso de] uso

crónico de cocaina se basa en e] hecho de que en 1as vias
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dopaminérgicas se produce una adaptación neuroquimica, re­

suïtando en supersensibi1idad de 10s receptores inhibidores

y disminución de 1os niveïes de dopamina en e1 SNC, 1o que

provoca una disminución de 1a neurotransmisión en ausencia

de cocaina.

Este fenómeno puede ser c1inicamente observado dentro de

1os 7 dias de suspendida 1a droga, coincidiendo con Ia'anhe­

donia y asociado con el sindrome de abstinencia.

Fase 3: extinción. Si se suprime compTetamente e1 acceso

a 1a cocaina, e1 deseo vehemente y Ios recuerdos de 1a eufo­

ria provocada por 1a droga disminuyen progresivamente, pro­

duciendo esta fase fina1 de extinción. Si bien 1as a1ucina­

ciones cesan en genera1 a1 discontinuarse e] uso, 1a i1u­

sión paranoica puede continuar. Este daño por abuso de 1a

droga no se ha di1ucidado totalmente; sin embargo, se sabe

que e1 uso crónico de estimu1antes produce una degeneración

irreversib1e de 1as neuronas, particu1armente de 1a via do­

paminérgica. Una neurotoxina, 6-hidroxidopamina, producida

después de] uso crónico de anfetamina, se considera e]

agente causa] de] daño. Como10s sintomas psicológicos son

simi1ares para 1a cocaina, se ha considerado a dicha neuro­

toxina responsable de 1a psicosis paranoica y de1 hecho de

que en a1gunas personas, después de casi 10 años de abando­

nar e1 uso de 1a droga, persiste 1a anhedonia y el deseo
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vehemente (60) (128). Por elïo e1 porcentaje de recaída sue­

1e ser muy a1to.

E1 hecho de que 1a cocaina presente estas caracteristi­

cas en cuanto a1 sindrome de abstinencia, es decir que no

se observan 1os sintomas dramáticos y a corto pïazo de

otras drogas de abuso, y dada 1a posibiïidad de que e1 adic­

to abandonara e1 uso por unos dias, parecia indicar que po­

dia existir un manejo de 1a situación, y por eïio 1a cocaí­

na fue considerada hasta hace poco una droga no adictiva.

Hoy se sabe con certeza que 1a cocaina no sóïo produce de­

pendencia psiquica sino que compromete 1a dependencia fiSi—

ca, resuïtando asi una droga de a1to riesgo.
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VI ANTECEDENTES RELATIVOS A LA IDENTIFICACION Y DETER­

MINACION DE LA COCAINA Y SUS METABOLITOS

Las propiedades estimulantes y euforizantes de la cocaí­

na le han conferido un rol relevante en el tráfico y en el
consumoilícito.

Esto ha generado un interés especial en determinar su

presencia en diversidad de matrices y sobre todo en fluidos

biológicos, a fin de esclarecer y resolver los aspectos to­

xicológicos y legales que resultan de la investigación del

abuso de drogas.

Para la elección de la metodología a aplicar es necesa­

rio conocer el objetivo del análisis, el tipo de muestra,

la experiencia y el equipamiento del laboratorio.

Los principales métodos de identificación y determina­
ción de la cocaína en muestras provenientes del tráfico ilí­
cito y de la droga y sus metabolitos en material biológico,

ya sea con fines de investigación o para el esclarecimiento

de casos legales. son los siguientes: cromatografía en capa

delgada (CCD),espectrometría infrarroja, cromatografía gas

líquido (CGL),cromatografía líquida de alta presión (HPLC),

cromatografía gas-líquido acoplada a un espectrómetro de ma­

sa (CGL/MS), y ensayos inmunológicos.

La aplicación de estas técnicas requiere un previo tra­
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tam1ento. depend1endo éste de] tipo de muestra a anaïizar.

Las más compïejas invoïucran aisïamiento mediante extraccio­

nes, pur1f1caciones diversas, derivatizac1ones. etc.. dando

una variedad de métodos con díst1nta especificidad y sensi­

biïidad.
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V1.1 ESTUDIOS EN TRAFICO ILICITO

Es fundamenta] tener en cuenta que en 1a mayoria de 1as

muestras provenientes de los procedimientos de incautación

por ejecución de 1a Iey se desconoce 1a droga o drogas invo­

lucradas y es necesario contar con métodos que permitan

identificarïas entre una diversidad de sustancias de uso

i1ega1.

Aislamiento y purificación

En e] procesamiento de este tipo de muestras, considera­

das más simples en su analisis, existen problemas de orden

ana1itico, debido principaïmente a 1a comerciaïización clan­

destina que, con el fin de obtener mayores beneficios econó­

micos, agrega diversos componentes, obteniéndose en aïgunos

casos mezcïas complejas. Ta] e] caso de 1a cocaina, que fre­

cuentemente se encuentra diïuida con otros anestésicos loca­

1es no sujetos a contro] y sustancias inertes, siendo nece­

sario conocer no sóïo 1a presencia de 1a droga sino también

su pureza.

E1 procedimiento de] análisis consiste en un tratamiento

previo que puede 1imitarse a una simpïe disoïución de 1a

muestra en 10s soïventes más comunes, como etano], metano]
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(129), cioroformo (51), isopropano] (130), o en mezcïas co­

mo cïoroformozetanoï (1:1) (131); cloroformozmetanoï (3:1)

(132); o bien en e] solvente uti1izado como fase móvi] en

1a HPLC, por ejempïo acetonitriïozagua (85:15) con 0,1% de

carbonato de amonio (133), o acetonitri10:buffer fosfato

(134).

También puede ser necesario efectuar extracciones en me­

dio ácido y aïcaïino con solventes no poïares, a fin de ob­

tener dos extractos, uno que contiene las posibles drogas

ácidas y neutras, y e] otro 1as a1caiinas, que pueden inclu­

so coexistir en 1a muestra.

Si lo que se requiere es conocer e] contenido en cocaina

de 1as hojas de coca, e] tratamiento es muchomás exhausti­

vo y puede consistir en refiujar durante 15 minutos con eta­

noï ias hojas previamente sacadas y pulverizadas. La mezcïa

se filtra y e] fi1trado se evapora hasta sequedad; e] resi­

duo se disueïve con cïoroformo y es trasvasado a una ampo­

11a de decantación, de donde se extrae con solución de aci­

do citrico a1 1,5%para purificar. La fase acuosa se a1ca1i­

niza con bicarbonato de sodio a pH 8,2 y se efectúa 1a ex­

traccion con c10roformo (20).
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Cromatografía en capa delgagg

En este tipo de muestras 1a técnica más usuaïmente uti1i­

zada para 1a identificación y va1oración es 1a CCD.

Este método analítico versátil, sensib1e y rápido. que

permite separar en forma bien definida compuestos estructu­

raïes muy parecidos (135), reporta grandes beneficios, en

especia1 en 1a resoïución de muestras que contienen drogas

desconocidas. Además,esta técnica permite e1 anáïisis cuan­

titativo, ya sea en forma directa o indirecta. E1 método in­

directo consiste en e1uir 1a sustancia adsorbida a 1a capa

con un soïvente adecuado para su evaluación, por ejempïo,

por tecnicas espectrofotométricas. Hoyen dia se dispone de

ios metodos directos que efectúan 1a cuantificación sobre

1a p1aca. detectando cantidades de] orden de] nanogramo.

Los equipos usados pueden operar por f1uorescencia o ab­

sorbancia, 10 que consiste en hacer incidir sobre 1a sustan­

cia un haz de 1uz de una Iongitud de onda determinada y me­

dir 1a 1uz emitida o ref1ejada, dependiendo de 1as caracte­

risticas de 1a droga en estudio (135).

E1 gran número de pubïicaciones empïeando 1a CCDpara

ser utiïizada en 10s casos dei tráfico de drogas i1icitas

indica e] pape] reïevante de esta técnica en Ios 1aborato­
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rios toxicoïógicos (136). Jackson y C1atworthy (129) propo­

nen una técnica cromatográfica que consiste en obtener zo­

nas demarcadas en 1a superficie de 1a p1aca, mediante 1a

utiiización de tres drogas que cúmpïen e] ro] de marcadoras

y que son sembradas conjuntamente en Ios puntos extremos de

1a misma. En cada una de estas cuatro zonas que se obtienen

se ubican fami1ias de drogas o bien drogas en particuïar, y

haciendo uso de una serie de reveïantes se puede iograr

identificar 1a droga en cuestión.

Para 1as drogas a1ca1inas, como 1a cocaina, e] so1vente

de desarr011o consiste en una mezcia de cïoroformozmetanol

(4:1).
Autores como Bertu111 y co].(131) uti1izan dos sistemas

de so1ventes en forma bidimensiona1, primero con cïorofor­

mozetanoï (1:1) y segundo con metanoïzhidróxido de amonio
(10021.5), Iogrando separar 1a cocaina de 1a morfina, heroi­

na, procaina y otros a1caïoides.
Varios reactivos de reveïado se han investigado a fin de

obtener 1os posib1es Iimites de detección y 1as diferencias

de respuesta de 1as distintas drogas. Uti1izando Dragen­

dorff seguido de ácido sulfúrico a1 20%se 1ogra obtener pa­

ra 1a cocaina un 1imite de detección de 0,51pg (136) (137).

Baker y Gough (138) examinan quince anestésicos Iocaïes,

usando p1acas de si1ica ge1 60 F254, como so1vente de de­
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sarroïïo metano1zhidróxido de amonio 2N:nitrato de amonio

1N (27:2:1), y visualizando con 1uz U.V.254 y 366 nm, segui­

do por reveïado con p-dimeti1aminobenza1dehido y iodopïati­

nato. La cocaína presenta un Rf simiïar a 1a proximetacaina

y butacaína; para poderïas diferenciar se apïican 1os reve­

1adores mencionados anteriormente, obteniéndose 10s siguien­

tes resu1tados: 1a proximetacaina es reveïada con 1uz U.V.

de 366 nm, 1a butacaina da un c010r naranja con p-dimetiïa­

minobenza1dehido, no asi 1a cocaina ni 1a proximetacaina.

Los quince anestésicos 1oca1es estudiados se reve1an a 254

nmy dan coïor con iodopïatinato.

Dutt y Poh (139) pubïican un esquema de identificación

de drogas de abuso basado en 1a CCDy e] desarroïïo de] co­

]or de] comp1ejo formado por 1a droga y 1a ninidrina a1 ser

expuesta 1a p1aca a1 caïor. Las drogas son sembradas en dos

p1acas que se desarroïïan con c]oroformo:etano] (5:1), se

rocian con ninidrina y se someten una a 1OOQCy la otra a

1609€. De 10s 49 compuestos que desarroï1an coïor no hay

dos que sean iguaïes, 1o que es utiïizado comouna identifi­

cación pre1iminar.

Un trabajo presentado por Jukofsky y c01.(53) permite di­

ferenciar en forma semicuantitativa 1a lidocaína presente

en mezcïas con cocaina (rock-cocaina) mediante CCDy poste­

rior reveïado con ácido su1fúrico a1 5%y iodopïatinato.
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La CCD permite separar inc1uso Ios diasteroisómeros de

1a cocaina, en forma indirecta, según D.Eskes (140). Des­

pués de hidroiizar 1as correspondientes ecgoninas y esteri­

ficar con enantiómero 2-octan01, se efectúa una cromatogra­

fia sobre pïaca de si1ica ge] con metano] como so1vente de

desarroiïo. Siege] y Cormier (141) separan directamente

1-cocaina y d-cocaina (pseudococaina) en capa de si1ica ge1

usando 1a mezc1a c1oroformozmetan01 (9:1), con visua1iza­

ción con reactivo de iodopïatinato. Otra forma de separa­

ción es 1a propuesta por Aïien y co]. (142), en 1a que,

usando también p1acas de si1ica ge1, uti1izan comosoïvente

acetonitri1o, separando asi cocaina y pseudococaina, hacién­
doio parcia1mente ios otros dos estereoisómeros.

Cromatografia gas-iiguido

Las principales ventajas de 1a CGLson: alta resoiución,

ve1ocidad, sensibiïidad, senciiiez y resu1tados cuantitati­
vos (143).

Si bien por estas caracteristicas esta técnica supera am­

pïiamente 10s requisitos para 1a resoïución de1 tipo de

muestras expuestas, 10s métodos desarr011ados en estos tra­

bajos resu1tan interesantes y se pueden ap1icar a muestras

de fïuidos bio1ógicos donde las cantidades a detectar son



154

de] orden de1 nanogramo o picogramo.

También, como 1a cocaina en genera] no ingresa pura a1

organismo sino mezc]ada con otras sustancias, se requiere

1a separación de 1a mismapara su identificación y cuanti­

ficación en medios bioïógicos.

Además de 1as muestras iïícitas, en los 1aboratorios to­

xico1ógicos existe a veces 1a necesidad de determinar las

concentraciones de cocaina y otras drogas en muestras de im­

portación 1ega1, y cuando estas sustancias son uti1izadas

en 1a instrucción de perros detectores, donde conviene veri­

ficar 1a pureza de 1a muestra. Para elïo Prager y co].

(132) proponen 1a CGLen 1a cuantificación de cocaina, mor­

fina y heroína. Las sustancias son separadas en una coïumna

re11ena de una mezcïa de partes iguales de 5%SE-30 sobre

Chromosorb w y 3% 0V-17 sobre Varaport 30. Se empïea tempe­

ratura programada desde 190 a 2400C a 20C por minuto para

1a cocaina y e] detector de ionización de 11ama. La exacti­

tud y precisión son dei 5%y 3% respectivamente.

Turner y Eïsohly (20) desarro11aron un método para deter­

minar e1 contenido de cocaína en 1as hojas de 1a coca con

una recuperación de] 93% y una precisión de] 4%. Después

del tratamiento de 1as hojas comose indicó anteriormente,

a1 residuo obtenido se 1e agrega comopatrón interno an­

drost-4-ene-3,17-diona en etanol. E1 re11eno de 1a coïumna
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es de 6% 0V-1 sobre Chromosorb W., las temperaturas de la

columna, inyector y detector son respectivamente 22000,

2950C y 3000C, y el detector es de ionización de llama.

Jindall y col.(51) examinancocaina ilicita y separan y

cuantifican la lidocaina presente en este tipo de muestras

utilizando una columna rellena con 3%OV-17y detectores de

ionización de llama y de nitrógeno.

Los picos obtenidos son identificados por espectrometria

de masa. Gough y Baker (144) mencionan varias fases estacio­

narias usadas en CGLpara separar 40 drogas. La fase SP ­

2250 es un metilfenil/dimetilsilicona semejante a la OV-17

pero con mayor poder de resolución. En cuanto a la 0V-275,

permite separar compuestos con estructuras similares, como

cocaína y metacualona, lo cual no se logra con otras fases.

Un estudio realizado por Roberson (145) sobre la reprodu­

cibilidad en la cuantificación de cocaína por CGLpone en

evidencia los distintos parámetros que afectan dicha deter­

minación; por supuesto, la mayoria no son únicos para la co­

caina y son propios de la técnica. Pero este autor tiene en

cuenta que la irreproducibilidad en los resultados se debe

a la posibilidad de que la conversión del clorhidrato de co­

caina a la base libre por descomposición térmica sea incom­

pleta o lenta; este problema surge preferentemente debido a

la pérdida de solvente en el momentode la inyección, cau­
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sando 1a descomposición dentro de 1a aguja.

Lukaszewski y Jeffery (146) sugieren además que 1a meti]­

ecgonidina encontrada en muestras de cocaina i1icita se de­

be a un artefacto de 1a técnica más que a 1a presencia rea]

de este compuesto, que se produce por eïiminación de] ácido

benzoico de 1a cocaína durante 1a inyección en e] CGLa tem­

peraturas de 25000.

CromatOQrafía líquida de alta presión

La ventaja de esta cromatografía es que su espectro de

apïicación es más ampïio que e] de 1a anterior (147), y tie­

ne 1a ventaja de no requerir derivatizaciones en 91 caso de

los metabolitos de 1a cocaína y ser exceïente en e] anáïi­

sis de sus isómeros, en contraste con 1a CGLque puede cau­

sar descomposición. Sin embargo, e] uso de Ia HPLCen 105

anáïisis de rutina para 1a identificación de drogas en Ios

Iaboratorios toxico]ógicos y forenses está más limitado.

E110 se debe a 1a baja precisión en 1os tiempos de reten­

ción re1ativa con respecto a Ios de 1a CGLy 1a dificuïtad

en corroborar 10s picos de identificación.

E1 empïeo de detectores de U.V. de longitud variabïe pre­

senta dos dificuïtades: 1a de no obtener tiempos de reten­

ción precisos y 1a de no iograr un espectro cuaïitativo a
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bajas concentraciones. Baker y co].(148) intentan resoïver

estos prob1emas usando un detector de U.V. de Iongitud de

onda dua] a 254 nm y 280 nm. Logrando caracterizar 101 dro­

gas de interés toxicoïógico por sus tiempos de retención re­

1ativos y e1 valor de 1a reïación de absorbancias a 254 nm

y 280 nm (A254/Azeo), si se utiliza so]amente e] tiempo

de retención se Iogra identificar e] 9%de las drogas, mien­

tras que considerando también 1a relación de absorbancias

se Iogra distinguir e] 95%.

Para 1a cocaina e] sistema cromatográfico consiste en

una coïumna de ¡uPorasil y fase movi] metanoïzhidróxido de

amonio 2N:nitrato de amonio 1N (27:2:1); e] tiempo de reten­

ción resulta ser igua] a1 de 1a fenazocina y procaina. Sin

embargo 1a relación A254/Azao para estas tres drogas

presenta una gran variación en Ios vaïores, que permite
identificarIas.

Smith, Hurdley y co].(149) (150) (151). después de efec­

tuar un estudio intensivo sobre Ios factores que a1teran

1os tiempos de retención. en especia] en e1 caso de los

anestésicos 1oca1es, proponen un método con a1to grado de

reproducibiïidad y que puede formar parte de un banco de da­

tos para 1a identificación de drogas. La coïumna es de Hy­

persi1 ODS y está termostatizada a 30°C; Ias drogas son

eïuidas con metanoïzaguazacido ortofosfórico 1%:n-hexi1ami­
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es determinado ut11izando una inyección de metano].

Otra forma de resoïver 10s problemas de esta técnica cro­

matográfíca es 1a propuesta por Tr1n1er y Reuïand (133),

que permite 1a identificación de cocaína adulterada con a1­

gunas de 1as siguientes sustancias: benzocaína, procaína,

tetracaína, 1idocaína o Iactosa, combinando 1a HPLCcon es­

pectrofotometría infrarroja. Lewin y co1.(130) 1ogran una

exce1ente separac1ón de 10s isómeros de 1a cocaína empïean­

do una co1umna de Partisiï 10-PXS, e1uyendo con isopropano1­

:heptanozdiet11am1na (25:75:0,1) y detector U.V. a 230 nm.

Cada isómero es caïibrado con e1 standard interno N,N-d1ben­

zwïbenzam1da.

E1 método de Schwartz y David (134) ut111za un detector

eïectroquímico porque se basa en 1a oxidac1ón eïectroquími­

ca de] nitrógeno terciario; 1a coïumnaes de fase reversa

de Whatman Partisíï 10-ODS-3, 1a fase móviï acetonitriïoz­

buffer fosfato (pH óptimo entre 6 y 8), y 1ogra así una pre­

cisión y 11nea11dad en 1a respuesta y un 1ím1te de detec­

ción para 1a cocaína de 2 ng.



159

V1.2 ESTUDIOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS

E1 conocimiento de 1a cinética y e] metaboïismo de 1a

cocaina ha permitido encauzar 1a correcta interpretación de

Ios datos obtenidos en f1uidos biológicos.

Comose mencionara en e] capituïo correspondiente a meta­

bolismo, 1a cocaina es excretada comota] por orina en una

muy pequeña proporción de 1a ingresada, siendo 1a BECe]

principa] metabolito, siguiendo en importancia e] EMEcy la

Ec.

Por 9110 resulta indispensabïe e] estudio de ios metabo­

litos de 1a cocaina. Sin embargo, 1a identificación y 1a va­

Ioración de 1a droga y sus metaboïitos en muestras bioïógi­
cas no se haïlan 1ibres de dificuïtades;

La cocaina, por ser Iipofiïica, puede ser extraída deï

materia] bioïógico mediante soïventes no poïares; sin embar­

go, 10s metabolitos son más po1ares e hidrofi1icos y requie­

ren para su extracción soïventes poïares. Esto ocasiona 1a

coextracción de componentes de 1a muestra que interfieren

en 1a posterior detección y determinación de Ios productos
de 1a biotransformación.

E1 empïeo de soïventes de poïaridad media disminuye las

interferencias pero requiere una exhaustiva y continua ex­

tracción o sa1ting-out o extracción quuido-sólida poste­
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rior a una liofiïización de] materia]. Estos métodos son en­

gorrosos, en muchos casos ineficientes y reïativamente no
seïectivos.

Los métodos tradicionaïes utilizados en 1a investigación

de drogas en fluidos bioïógicos empleaban para e] aisïamien­

to solventes no poïares, perdiéndose por 10 antedicho una

va1iosa información. Por otra parte, en posibles casos de

sobredosis se puede desestimar 1a cantidad de cocaina ingre­
sada.

Otro aspecto ya mencionado y a tener en cuenta es que 1a

cocaína puede sufrir transformaciones durante e] tiempo de

aïmacenamiento de 1a muestra y en e] tratamiento para su

ais1amiento de 1a matriz. Por ejempïo, si se trata de una

muestra de sangre es necesario prevenir 1a hidróïisis por

esterasas, y en una muestra de orina controïar e] pH de 1a

misma.

A diferencia de 1as muestras provenientes del tráfico

iïicito, e] aisïamiento y purificación de 1a droga y sus me­

taboïitos en fïuidos bioïógicos es 1a parte más critica en

1a metodoïogia a apïicar.

Aisïamiento y purificación

Meoïa y Vanko (152) p1antean un método para detectar va­
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rias drogas en orina, entre e11as 1a cocaina y sus metaboïi­

tos. Las drogas son adsorbidas de 1a orina por carbón pre­

viamente tratado con buffer de carbonato-bicarbonato de so­

dio, para 1uegoser seïectivamente eïuidas con éter etiïico

o 1a mezc1a cloroformo-isopropanoï (50:10). Esta adsorción

preïiminar sobre e1 carbón permite que 1a identificación

posterior por CCDtenga muypocas interferencias.

En 1a pub1icación de Mueïier y co1.(153) se presenta un

método para detectar y confirmar 1a presencia de BEcen ori­

na humana que incïuye una extracción con 1a resina Amber­

1ite XAD-2y e1ución con metano], que se evapora. La purifi­

cación del extracto se efectúa disoïviéndoïo con buffer car­

bonato-bicarbonato 0,1 My extrayendo con c10roformo:isopro—

pano] (13 7). La fase orgánica se evapora, se disue1ve en

metano] y se rea1iza una CCD.

Una metodo1ogia compïeta es desarro11ada por Raf1a y

Epstein (154) para 1a identificación por CCDy CGLde 1a co­

caina, sus metabo1itos más importantes, sus di1uyentes más

comunes en muestras de] tráfico i1icito y otras drogas de

abuso que pueden estar presentes en orina humana.

La orina se acidifica con ácido cïorhidrico a pH 2 y se

extraen las drogas ácidas y neutras con éter, separando 1as

fases. La fase correspondiente a 1a orina se a1ca1iniza con

hidróxido de amonio (25%), ajustando e1 pH entre 8 y 9. Se
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1iberan 1os ácidos carboxiïicos débiïes, BEc y Ec, otros me­

tabo]itos y 1a cocaina, que se extraen con c1oroformoziso­

propano1 (3:1).

E1 empïeo de 1a cocaina en e) "doping" de gaïgos motivó

e} estudio de1 metaboïismo, excreción y detección en orina.

Lewis (155) propone una extracción de 1a cocaina con cïoro­

formo, previo ajuste de] pH a 3-4 con ácido acético. La fa­

se orgánica separada es 1avada con soïución saturada de bi­

carbonato de sodio, 1uego fi1trada y evaporada a sequedad.

La fase acuosa remanente se a1ca1iniza a pH 9-10 con carbo­

nato de sodio sóiido y se extrae 1a BEccon cïoroformoziso­

propano] (95 5). La fase orgánica es agitada con ácido su]­

fúrico 0.1 M. La fase acuosa ácida es trasvasada y se ajus­

ta nuevamente e1 pH a 9-10. extrayéndose nuevamente con 1a

mezcïa de soïventes citada.

Otras técnicas desarroïïadas por nuestro grupo de traba­

Jo (156) (157) (158) permiten 1a identificación de BEc y Ec

en muestras de orina por CCD. La BECes aisïada de 1a orina

mediante técnica de saïting-out con carbonato de potasio,
utiïizando comosoïvente de extraccion acetato de etiio.

Para 1a extracción y purificación de 1a Ec se somete pre­

viamente 1a muestra de orina a un tratamiento fuertemente

a1ca11no, con HONa 40% y caïentamiento, a fin de conc1uir

1a hidróïisis de ios ésteres que 1a preceden en 1a cadena
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de transformación. Se utiïiza 1a técnica de sa1ting-out, ex­

trayendo con acetato de etiïozisopropanoï (3:1). La fase or­

gánica se evapora y e1 residuo se toma con metano], que se

purifica a través de dos columnas con distintos re11enos.

La primera es de si1ica ge] y se eïuye con metano1, descar­

tando 1os primeros 1,5 m1 y recogiendo una segunda fracción

de 6 m1 que es evaporada. E1 residuo se disueïve con c1oro­

formozmetanoizamoniaco (80:20:3) y se siembra en 1a segunda

coïumna re11ena con ceïuïosa. se e1uye con 1a mezc1a ante­

rior descartando Ios primeros 7 m1 y recolectando Ios 8 m1

siguientes, que son evaporados.

Otros autores. comoGoenechea y co].(79), también propo­

nen como indicador de1 abuso de 1a cocaina a 1a Ec y para

eiïo transforman a 1a droga y sus metaboïitos, BEC, EMEc,

en Ec, mediante hidró1isis a1ca1ina con soïución de hidró­

xido de sodio a1 10%, ajustando e] pH de 1a orina a 13 y ca­

1entando a refiujo por 30 minutos. Después de enfriar, 1a

mezcïa se acidifica hasta pH6-7 con ácido cïorhidrico a]

10% y 1a Ec es aisïada por pasaje a traves de una columna

reiïena con resina de intercambio catiónico, e1uyendo con

hidróxido de amonio a1 25%. E1 e1uido es pasado a través de

una co1umna re11ena con resina de intercambio amónica y se

eïuye Iuego con ácido cïorhidrico a1 10%. La soïución ácida

es trasvasada a un baión, se 1e agrega metano] y unas gotas
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de toïueno y es secada a1 vacio y 60°C.

Ambre y c01.(69) (159) identifican por CCDy CGL/MSa 1a

cocaina y su metabo1ito EMEc,en muestras de orina humana.

Se ajusta e] pH de 1a orina a 8,5-9,0 con borato de sodio y

se extrae con cïoruro de meti1enozisopropano1 (3:1).

A fin de investigar 1a distribución de 1a cocaina en 1os

tejidos en'1os casos fataïes de administración de 1a droga,

Pobïis y co1.(61) tratan f1uidos bio1ógicos y homogenatos

de tejidos con buffer carbonato para obtener un pH de 9,6 y

extraen con heptanoza1coh01 isoami1ico (98:2). La fase orgá­

nica separada se agita con ácido su1fúrico (50 mmoï/ï) y 1a

fase ácida es posteriormente tratada con heptanoza1cohol

isoamiïico, separándose esta ú1tima fase.

Otro procedimiento para 1a extracción y purificación de

cocaina y BEc en muestras de sangre es 1a propuesta por

McCurdy (160). Un voïumen de sangre a1 que se 1e agrega buf­

fer de c1oruro de amonio e hidróxido de amonio de pH 10, es

pasado a través de una coïumna re11ena con una tierra de

diatomea (JETUBE), eïuyendo con c]oruro de metiienozetanOI

(9:1); 1a fracción recoïectada es evaporada para proseguir
e] aná1isis.

Chinn y c01.(161) desarro11an un método que permite de­

terminar cocaina, BEC y NCen distintos medios bioïógicos

en casos de intoxicaciones en 1as cua1es está invoïucrada
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1a droga. Sugieren dos procedimientos de extracción, uno pa­

ra cocaina y NC, que consiste en una extracción directa de

1a muestra con toïueno:heptano:aïcohol isoamíïico (70:20:

10), previa a1ca1inización con fosfato de potasio a1 50%.

En e1 otro para cocaina y BEc, e1 tratamiento es más

compïejo debido a 1as caracteristicas de] metaboïito. Se

ajusta e1 pH de 1a muestra a 7, si es necesario, y se

extrae con c1oroformozisopropan01 (9:1); se descarta 1a

fase acuosa y 1a orgánica se evapora a sequedad.

Unprocedimiento anaïitico para 1a determinación simuïtá­

nea de cocaina y BECen f1uidos y tejidos bio1ógicos ha si­

do desarroïïado por Guesemery co1.(162). La extracción se

efectúa con 1a mezcia c10roformo:etan01 (80:20), y esta fa­

se es evaporada.

En cambio, Jacob y co].(163) efectúan un ais1amiento y

purificación más intensivos para 1uego determinar cocaina y

BEC por CGL. La orina o 91 pïasma son a1ca1inizados a pH

8,5 con buffer carbonato 1 My 1a mezcïa es extraída con

c1oroformozisopropan01 (1:1); 1a fase orgánica se separa y

se evapora. E1 residuo es tratado con cïoruro oxaïico y bu­

tano] y caïentamiento en baño de agua por 20 minutos. Des­

pués de enfriar, 1a mezc1a es a1ca1inizada con carbonato de

potasio 2 My extraída con toïueno:2-meti1butano1 (9:1). La

fase orgánica es extraída con ácido su1fúrico 0,5 My 1a



fase acuosa se reextrae con acetato de butiïo.

Teb1ett y McCarteney (164) purifican 1as muestras de ori­

na o sangre aplicando1as a una columna Bond-Elut Ca acti­

vada con metano] y buffer pH 9,5 de carbonato-bicarbonato y

secada; luego se 1ava con 1a solución buffer. Las drogas ad­

sorbidas y 1a BEC son e1uidas con cïoroformozisopropanoï

(4:1). Para 1a identificación y cuantificación de cocaina,

BEc y EMEcen orina humana, Muïe y CaseIIa (165) a1ca1ini­

zan a pH 9 con carbonato de potasio y bicarbonato de sodio

sóïidos en 1a proporción de 1 a 2, y extraen con c1orofor­

mozisopropanol (9:1).

Javaid y col.(166) describen un método para 1a determina­

ción de cocaina en orina humana, p1asma y gióbulos rojos.

La droga es extraída con cicïohexano del materia] biológico

previamente aïcalinizado a pH8-9 con soïución saturada de

borato de sodio.

En cambio, Masoud y Krupski (167) a1ca1inizan con carbo­

nato de sodio y extraen con éter; a esta fase separada se

le agrega solución de ácido acético, se agita y centrifuga

y 1a fase acuosa ácida se alcaïiniza nuevamente y se extrae

con n-hexano.

Khan y co].(168) apïican un procedimiento simiïar, pero

a1ca1inizan con 1a mezc]a de carbonato de sodio y fosfato

disódico, y 1a segunda extracción 1a efectúan con heptano.
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Los nuevos metaboïitos ha11ados en orina por Smith y

coï.(83) (84), hidroximetoxibenzoi1-meti1ecgoninas, son ais­

Iados uti1izando c]oroformo:isopropano1 (9:1), previa aïca­

1inización de 1a orina a pH 8,5 con solución saturada de bo­

rato de sodio. A 1a fase orgánica se le añade ácido cïorhi­

drico 0,1 N y se agita; 1a fase acuosa se separa y a1ca1ini­

za nuevamente para efectuar una segunda extracción con 1a

mezcïa citada anteriormente. La fase orgánica es transferi­

da y evaporada a sequedad.

Estos métodos de aisïamiento y purificación expuestos

son necesarios para poder apïicar ias técnicas más comúnmen­

te uti1izadas, como 1a CCD, CGL y HPLC, y e] inmunoensayo,

a fin de garantizar 1a identificación y va10ración de 1a co­

caina y sus metaboïitos en f1uidos y tejidos bioïógicos.

Cromatografía en capa deigada

Los extractos obtenidos durante 1a extracción y erifica­

ción se disueïven en un so1vente adecuado y se siembran en

pïacas de silica ge] GF 254.

Para separar cocaina de a1gunos de los di1uyentes más co­

munes (1idocaina, benzocaina, procaina), 1a p1aca se trata

previamente a1 desarroïlo cromatográfico con hidróxido de

sodio 0,1 N, siendo e] eluyente acetato de etiïozmetanoï
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(80:20). Los soïventes que permiten separar cocaina de BEc

y Ec son metano] y cloroformozmetanOI (50:50) (154), y me­

diante 1a mezcla de bencenozacetato de etiïozmetanolzhidró­

xido de amonio (40:45:13,520,5) se Iogra 1a separación de

EMEc (159).

A fin de identificar BECse utiïiza cioroformo:metanol:—

hidróxido de amoniozagua (70:30:1:O,5) (155), o metanoïzcïo­

roformo (75:25) en atmósfera de amoniaco (156).

Para Ec se reaïizan dos corridas cromatográficas sucesi­

vas con metano] hasta 1a misma altura (157).

Los reactivos utilizados son iodopïatinato, que permite

detectar 1a cocaina y 1a BEc con una sensibiïidad de] 2-3

/U9/m1 (153); e] triioduro de potasio, que detecta hasta 1

/ug de BEc (155). Se obtiene una mayor sensibiïidad usando

e] reactivo de Dragendorff seguido por ácido sulfúrico di­

luido y posterior exposición a vapores de iodo. siendo para

cocaina de aproximadamente 0,1 /ug/m1 y para BEc de 0,25

¡ug/m1 (169).

Cromatografía gaseosa

La CGLrequiere una previa derivatización de Ios metabo­

1itos más po1ares, como 1a BEc y 1a Ec.

Para BEcpuede consistir en una derivatización a cocaina
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con e] reactivo metiïante hidróxido de trimetiïaniïinium

(155). La conversión a eti1benzoiïecgonina (cocaetiïeno)

tiene 1a ventaja de permitir diferenciar en e1 cromatograma

1a cocaína y 1a BEC.Se reaïiza con sulfato de tetra-butila­

monio, hidróxido de trimetiïanilinium, ioduro de etilo y

N-N’ dimetiïacetamida, caïentando a 1000Cdurante 8 minu­

tos, Iográndose una reacción virtualmente compïeta, pero

que requiere purificación y extracción previa a 1a CGL

(161).

Vaïentour y co].(85) proponen otro esquema que invoïucra

1a extracción y a1qui1ación simultánea.

La muestra de sangre, biïis, orina u homogenatode teji­

do se extrae con cloroformozetanoï (4:1). Esta fase se sepa­

ra, se fi1tra y se 19 agrega ácido suïfúrico 0,5 N. La fase

acuosa es transferida y se ajusta e1 pH entre 10,5 y 12 con

soïución saturada de fosfato trisódico e hidróxido de sodio

6 N. Se añade 1a so]ución de cïoruro de tetrahexilamonio,

1a mezcïa de cïoroformo-n-octano y ioduro de etilo, se agi­

ta durante 20 minutos, se separa 1a fase orgánica y se rea­

1iza 1a CGL de 1a misma.

La BEc también puede ser etiïada por reacción de] resi­

duo con etano]:ácido su1fúrico (2:1) a 859Gdurante 10 minu­

tos. Una vez enfriada 1a soïución es lavada con éter etí1i—

co, Iuego se alca1iniza 1a fase acuosa con soïución de car­
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bonato de sodio y se extrae con cloroformo (163).

La esterificación deï metabolito se rea1iza con N,N—dime­

tiïformamida dipropi] aceta] en dimetilformamida, caïentan­

do a ref1ujo durante 30 minutos. La mezc]a enfriada es puri­

ficada por acidificación con ácido suïfúrico 0,5 N y extrac­

ción con 1a mezcïa toïuenozheptanozaïcohoï isoamiïico (76:

20:4). La fase orgánica se descarta y a 1a acuosa se Ie aña­

de hidróxido de sodio 1 N y fosfato de potasio (50%), y se

extrae nuevamente con 1a mezcla antes citada. Esta fase se

separa y evapora (162).

Otros agentes derivatizantes son e] usado por Mule y Ca­

seïïa (165), e] anhidrido de pentafluoropropiónico, o por

Tayïor y coï.(171), el trifïuoro-N-meti1-N-(trimetilsi1i1)

acetamida, que requiere calentamiento a 70°C por 15 minu­

tos.

Para Ec e] agente empleadoes 1a N.O.bis trimetiïsiïiïa­
cetamida y la si1i1ación se efectúa a 80°C durante 20 minu­

tos (172), o bien N-metiI-N-trimetiïsi1i1-trif1uoracetami4

da, calentando a 70°C por 20 minutos en un baño de agua

(79).

E1 EMEcpuede ser cromatografiado directamente sin deri­

vatización utilizando 1as fases estacionarias comúnmenteem­

pleadas en 1a CGL.

Sin embargo. pueden existir serias dificuïtades en e]
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aná1isis si no se cuenta con espectrógrafo de masa, ya que

existen componentesvoïátiïes en Ios extractos provenientes

de las muestras de orina que pueden interferir. Por otra

parte, debe evitarse el uso del metano] como solvente para

disoïver e] residuo que será cromatografiado, ya que puede

resuïtar 1a meti1ación de 1a Ec y BECpresentes en 1a mues­

tra e incrementar 10s valores deï EMEcy 1a cocaína respec­

tivamente (69) (159).

Tampocorequieren derivatización 1a cocaína y 1a NC.

Las condiciones para 1a CGLde 1a droga y sus metaboïi­

tos son comunes; 1as fases estacionarias más utilizadas son

3% OV-17 en gas Chrom Q o en Chromosorb W-HP, 2%, 3x o 10%

0V-101 en gas Chrom.Q o Chromosorb w-HP, 3% OV-i Chromosorb

w-HP. Werner y co].(172) empïean una mezcïa de dos fases Ii­

quidas, 2% metiïfenilsilicona (SP-2110) y 1%SP-2510 DA,

que 1es permite separar cuarenta drogas, entre e11as 1a co­

caina. que pueden estar presentes en e] suero y que no re­

quieren derivatización.

E1 detector más generaïmente utiïizado es el de ioniza­

ción de 11ama, y tiene una sensibiïidad de 0,2/ug/m1. Se 10­

gra mejorar este vaïor a1rededor de 50 a 100 veces usando

e] detector de captura de e1ectrones o de nitrógeno-fósfo­

ro; este ú1timo responde seïectivamente a los compuestos

que contienen nitrógeno 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 la CGLacoplada

a la espectrometria de masa puede ser aplicada al análisis

de cocaina y sus metabolitos, en los modos de impacto elec­

trónico y ionización quimica, con una sensibilidad de menos

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

CromatOQrafialiquida de alta presión

Esta técnica presenta la ventaja de no requerir derivati­

zaciones previas para los metabolitos, comoen el caso de

la CGL, aunque hay que tener en cuenta que la sensibilidad

es menor.

Las columnas utilizadas son de fase reversa u Bondapak

C18, ODS-HC C13, Hypersil-ODS o Micropok MCH 10, y el

detector de luz 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 BEcutilizando comosol­

vente de elución agua:metanol (45:55) a pH 3,8. Otro solven­

te que permite separar cocaina, BEc y NCes el propuesto

por Evans y Morarity (72). que consiste en la mezcla aguaza­

cetonitrilozmetanol (8:1:1) conteniendo un 1%de ácido acé­
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tico y 0,3 Mde EDTA,si bien 1a separación entre cocaína y

NCno es del todo satisfactoria.

Masoud y Krupski (167) trabajaron sobre plasma, Iogrando

separar 1a cocaina de aïgunos de 1os anestésicos ¡oca1es y

drogas, pero existen interferencias importantes, como1a Ii­

docaina. En e1 anáïisis en suero de anaIQésicos no opiáceos

y cocaina, Hackett y co].(174) utilizan como fase movi] 35%

acetonitriio en acido fosfórico 0,01x-cïoruro de sodio

0,01% en soïución de pH 2,8, usando e1 detector U.V. a 210

nm, obteniendo para 1a cocaina un 1imite de detección de 25

ng/m].

Garrett y Seyda (175) efectúan un estudio de 1a hidróïi­

518 de 1a cocaina a BEc en soïución acuosa y en p1asma y se­

paran ambas utiïizando comofase móvi] acetonitri10:0,085 M

buffer acetato (25:75), a pH 3,6, y logran para 1a cocaina

una sensibi1idad de 15 ng/m]. En genera], 1a sensibiïidad

de 1a HPLCse considera de1 orden de 1os 50 ng/m].

Métodos inmunoïógicos

E1 desarr0110 de metodos anaïiticos que incorporan 1as

tecnicas inmuno1ógicas a 1a resoïución de muestras biológi­

cas implicadas en e] abuso de drogas se ha incrementado de­

bido a que no se requiere un tratamiento previo de 1a mues­
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tra. y por 10 tanto resultan ser de rápida y fáci] ejecu­
ción.

Las técnicas más utiïizadas son 1a de radioinmunoensayo

(RIA) e inmunoensayo de enzima múltipïe (EMIT), y se han

aplicado principaImente a orina, siendo anaïizado e] mayor

metabolito urinario de 1a cocaina, 1a BEC.

Si bien se ha logrado una mayor sensibiïidad en estas

técnicas, a fin de que tenga sentido su aplicación, conti­

núan careciendo de especificidad.

En e] caso deï EMIT, Fïetcher (176) ha comprobado que

presenta una exceïente reproducibilidad y una especificidad

reïativamente buena. que en genera] no está afectada por

los preservadores que pueden estar presentes en las mues­

tras de orina (nitrato de feniïmercurio, fïuoruro de so­

dio). Sin embargo, se ha comprobado que 1a BEc exhibe una

importante reactividad cruzada con 1a Ec. Las modificacio­

nes introducidas sobre esta técnica han permitido Iograr un

Iimite de detección de] orden de Ios 300 ng/m] (71) (177).

Muïé y co].(178) realizaron una evaluación de] RIA para

BEC en orina humana, confirmando 1as reacciones cruzadas

que, en orden decreciente. producen cocaína, BNEc, NC, pseu­

dobenzoilecgonina, siendo mucho menor para pseudococaina,

EMEc, Ec y NEC.

Los resuïtados negativos faïsos no superan e] 1%y Ios
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positivos faïsos e] 3,5%, comparando con Ia CGLque se em­

p1ea comotécnica de referencia.

La CGLse utiïiza para confirmar, en el caso de resuïta­

do positivo de] RIA, 1a presunta presencia de BEC, o más am­

p11amente, e] uso de 1a cocaína.

La detección de drogas en exudados, manchas bioïógicas y

peïos ha requerido más exhaustivos estudios para poder ap11­

car e] RIA. Smith y Liu (179) han reportado 1a detección de

cantidades equiva1entes de BEc tan bajas como 10 ng en su­

dor. 570 pg en manchas de sangre menstrua], y 6,2 ng en pe­

ïo.
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PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimentaï consta de:

I) Desarro1lo de un método para e] aisïamiento y purifi­

cación de cocaina, benzoilecgonina y ecgonina a partir de

muestras de orina. y puesta a punto de las técnicas para 1a

identificación y valoración de Ias sustancias citadas.

II) Estudio comparativo de 1as variaciones en 1a excre­

ción de 1a droga y sus metaboIitos en ratas intoxicadas en

forma crónica durante un periodo de 29 dias, en muestras de

orina tomadas a distintos tiempos.



177

DESARROLLO DE UN METODO PARA EL AISLAMIENTO, PURI­

FICACION, IDENTIFICACION Y VALORACION DE COCAINA,

BENZOILECGONINA Y ECGONINA EN MUESTRAS DE ORINA

EQUIPOS, MATERIALES Y METODO

Cromatógrafo gas Tíquido (CGL) Hewïett Packard, modeïo

5840 A, con detector de ionización de 11ama.

Co1umnas de vidrio de 1,80 m por 4 mm.

Reïïenos: 2% O.V.101 sobre Chromosorb w-HP 100-120 mesh

y 3% O.V.101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh.

Gases: nitrógeno. 4 bandas extra seco, aire e hidrógeno.

Cromatógrafo Tíquído de a1ta presión (HPLC)Var1an, mode­

10 5000, con detector U.V. a 254 nm.

Coïumna de 30 cm de Tongitud por 0,4 cm de diámetro 1n­

terno, de fase reversa de sí1ica ge] de 10/u de diáme­

tro, Tigadas a grupos octadeciTo (Micropack MCH10).

Espectrofotómetro infrarrojo Perkin Elmer Mod.783

Coïumnas para cromatografía de 15 cm de a1tura por 0,4

cm de diámetro interno, especiaïmente diseñadas y que

tienen una boca tipo embudoen 1a parte superior.

ReTTeno: sí11ca ge1 60 purísima para cromatografía en

co1umna tamaño 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 a1 vacio.

DH metro

Cromatofoiios de siiica ge] F254 Merck.

Drogas y reactivos

Clorhidrato de cocaina Merck

Ciorhidrato de benzoiïecgonina Merck

Cïorhidrato de ecgonina Merck

Las demas drogas y soiventes empieados fueron de grado

anaïitico.

Reactivo de Dragendorff (modificación introducida en 1a

Cátedra de Toxicoiogia y Quimica Lega] de 1a Facuïtad de

Ciencias Exactas y Naturaïes de 1a 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 m1 de ácido
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acético gïaciaï. Dejar durante una noche, fi1trar para e1i­

minar e] acetato de potasio y agregar 80 m1 de acetato de

etiïo por cada 20 m1de fiïtrado. La solución se almacena,

protegiendola de 1a 1uz. Antes de usar diïuir 25 m1 de 1a

soïución anterior con 25 m1de ácido acético gïaciaï y 60

m1de acetato de etiïo.

Clorhidrato de ecgonina:

Aparte del clorhidrato de ecgonina Merck empïeado como

testigo, se obtuvieron en nuestro laboratorio mayorescanti­

dades de dicha droga por hidróïisis de la cocaina en medio

de acido c1orhidrico, crista1ización y purificación por cro­

matografia en coïumna, comprobándose su pureza por espectro­

fotometria U.V. (180) y espectro infrarrojo en disco de bro­

muro de potasio (Figura 25).

A 250 mg de cïorhidrato de cocaina se le agregan 50 m1

de ácido c1orhidrico 2 N y se caïienta durante 36 horas so­

bre una p1ancha a temperatura regulada de 80°C. A medida

que e] agente hidroïizante se evapora, se repone a fin de

mantener el vo1umende 1iquido originaï. En 1a ú1tima eta­

pa, por e] contrario, se concentra 1a muestra hasta un voïu­

men aproximado de 5 m1. Se deja enfriar y se precipita e]

cïorhidrato de ecgonina por agregado de 25 m1 de acetona,



se centrifuga, se descarta el liquido sobrenadante y el pre­

cipitado es lavado repetidamente con acetona y cloroformo y

la sal es secada a presión reducida.

El clorhidrato de ecgonina asi obtenido requiere la puri­

ficación a través de una columna de celulosa, eluyendo con

la mezcla cloroformozmetanol:amoniaco (8022023) y recolec­

tando la segunda fracción de 7,5 a 15 ml. Esta fracción se

evapora a sequedad en el rotavapor.

Jaulas metabólicas

Diseñé, junto con la Dra.María Lourdes Paviolo, una modi­

ficación del sistema de recolección 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 aún más el pH de la orina, efectué la

recolección en vasos de precipitado de vidrio de 30 ml, los

cuales fueron enjuagados el dia anterior a su uso con ácido

sulfúrico 0,1 N y escurridos.

La recolección de las muestras se efectuó 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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Animaïes de experimentación

Ratas Wistar hembras de peso entre 180 y 220 g y aproxi­

madamente 3 meses de edad, ubicadas en un ambiente cïimati­

zado y con períodos alternados de qu y oscuridad.

Método de determinación de cocaína. benzoiïeCQOnina y

ecgonina

Comprende 1as siguientes etapas: aisïamiento mediante

extracciones, purificación por extracción o por cromatogra­

fía en coïumna, identificación y determinación de cocaina y

ecgonina por CGLy benzoiïecgonina por HPLC.
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F1gura 26: a) Jauïa metaQóÏica; b) diseño de] embudo con
cana1ata sepañadgra
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FISICOQUIMICAS DE LA COCAINA Y SUS

METABOLITOS EN ESTUDIO

Cocaína:

Base:

Metiï-benzoiïecgonina

8-azabicycïo [3.2.1] octane-Z-carboxyïic acid-3

(benzoyïoxy)-8-methy1-methy1 estar [1R-(exo.

exo)]

017H21N04z303,35

Punto de fusión: 960 a 98°C

Solubiïídad: squbïe en etano] (1 g en 7 m1).

en éter (1 en 4), en cïoroformo (1 en 0,5) y en

otros soïventes orgánicos; poco soïubïe en agua

(1 en 1300)

pKa: 8,6

Espectro ultravioleta:

en etanol máximos: 230, 274, 281 nm

mínimos: 217, 260, 279 nm

en ácido suïfúrico 0,1 N

máximos: 233 nm (E 1%, 1 cm 470)

mínimos: 275 nm (E 1%, 1 cm 38)

infïexión: 281 nm

Espectro infrarrojo, en disco de bromuro de po­

tasio; Ios principaïes picos son a:

1275, 1700, 1106 ó 1728 (Figura 27)
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Cïorhidrato: C17H2201NO4:339,81

Punto de fusión: 1950C

Rotación óptica especifica de una soïución a1

2%: -7OQ a -729

en 0.5), enSolubiïidad: soluble en agua (1

etanol (1 en 4,5), en cloroformo (1 en 18);

casi insolub1e en éter.

Espectro u1travioïeta:

en agua máximos: 233 y 274 nm

minimos: 211 y 261 nm

Benzoilecgonina:

Base:

8-azabicyclo [3.2.1] octane-z-carboxyïic acid-3

benzoyïoxy-e-methyI

C16H19N041289,34

Punto de fusión: 86-920C (descomposición a

1950C)

Solubilidad: soïubïe en agua, soluciones ácidas

y alcaïinas, débiïmente so]ub1e en etanol, meta­

no], acetato de etiïo. acetonitriïo; insoluble
en cloroformo, éter.

disco de bromuro deEspectro infrarrojo, en

potasio (Figura 28).
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Ecgoninaze-azabicyclo [3.2.1] octane-z oarboxyïic acid­

3-hydroxy-8-methy1, [1R-(exo, exo)]

Base: CsH15N03:185,22

Punto de fusión: 19800 (descomposición 2050C)

Soïubilídad: solub19 en agua (1 en 5), etano]

(1 en 67), metano] (1 en 20), acetato de etilo

(1 en 75): insoluble en éter y cloroformo.

pKa: 11,11

Cïorhidrato:

Punto de fusión: 2460C

Soïubilidad: soïuble en agua, etanol y metano];

insolub1e 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

1.3.1 DESARROLLO Y MODIFICACION DE TECNICAS PARA LA

IDENTIFICACION Y VALORACÏON DE COCAINA Y SUS

METABOLITOS

Cocaína

De acuerdo con Ios antecedentes b1b11ográf1cos

ex1stentes para 1a 1dent1ficación y cuantificac1ón de 1a

cocaína, se dec1dió ap11car 1a CGLprevio ajuste de 1as

condícíones cromatográfícas.

Los pr1meros estud1os se efectuaron con 1as cond1c1ones

que se descr1ben a cont1nuacíón:

Coïumna: de vidrio de 1200 mmpor 4 mm

Gas transportador: nitrógeno 50 m1/m1n

Detector: 10n1zación de 11ama

A1re: 200 mï/mín

Hidrógeno: 40 m1/m1n

Temperatura de] inyector: 25000

Temperatura de] detector: 2750C

Sensibiïídad: 3.109 a.f.r.
Atenuacíón: 9
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Velocidad de] pape]: 1 cm/min ó 0,5 cm/min.

La coïumna se re11ena con 1a fase estacionaria 2%O.V.­

101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh, y se fija como tem­

peratura de 1a coïumna 2000C.

Para probar dicho sistema se colocó en un tubo 100,u1 de

una soïución etanóïica de cocaina de 1 mg/m], se evaporó e]

soïvente, se co1ocó e] tubo en hielo, luego se adi01onaron

50 ,ui de cioroformo enfriado en heiadera, y se agitó en un

vortex. Se tomaron 4,u1 de 1a soïución y se inyectó en e]

cromatógrafo. E1 tiempo de retención fue de aïrededor de

3.9 minutos; a este tiempo de retención 10s picos resuitan

dema51ado anchos.

Se pudo aumentar 1a temperatura para disminu1r ei tiempo

de retenCion, pero se corria e] riesgo de producirse frac­

cionamiento piroiitico y aparición de picos perteneCientes

a ios nuevos productos formados, con consiguiente baja recu­

peración de 1a droga.

Por estos motivos se decidió aumentar e] porcentaJe de

fase estacionaria, empieándose 3%O.V.101 sobre Chromosorb

w-HP 100-120 mesh, comprobándose que con una temperatura

de1 horno de 1800C se obtenía un tiempo de retención de a1­

rededor de 2,7 minutos, mejorando notabïemente 1a forma de

ÏOS Cromatog ramas .
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Para comprobar si se cumplía 1a Iinealidad de 1a respues­

ta en e] rango en e] cua] se encuentra 1a cocaina en 1a ori­

na de ratas intoxicadas con dosis subagudas y en adictos,

se procedió a inyectar en el cromatógrafo cantidades

comprendidas entre 0,5 y 30,ug/m1 de cocaina, obteniéndose

10s cromatogramas de 1as Figuras 29 y 30 y 1a recta de 1a

Figura 31, que reafirma que efectivamente existe lineaïi­
dad.

Ecgonina

Se e1igió comotécnica para 1a identificación y va]ora—

ción de este metabolito poïar 1a CGL,a pesar de que requie­

re una previa derivatización antes de su inyección en 91

cromatógrafo.

La otra posibilidad hubiera sido utiïizar HPLC.Sin em­

bargo, nuestro equipo cuenta con detector de U.V. de 1ongi­

tudes de onda de 280 y 254 nm y e] pico de maxima absorban­

cia de 1a Ec es a 261 nm, con un coeficiente de extinción
muy bajo (E 1%, 1 cm 21), Io cua] hubiera significado baja

sensibiïidad.

Para 1a determinación por CGLfue necesario optimizar y

estandardizar 1as condiciones de derivatización, a fin de
obtener resuïtados reproducibles.
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E1 agente eïegido para este fin es 1a N,0-bis-trimeti1­

si1i1-acetamida. y después de varios ensayos cuidando todos

Ios detalles, dado que tanto e] reactivo como Ios compues­

tos formados se descomponen con 1a excesiva humedad, se pro­

cedió de 1a forma siguiente:

En un tubo pequeño que contiene 100 ug de Ec se lïevó a

estufa a 80°C por espacio de 10 minutos a fin de eïiminar

1a humedad, se sacó de 1a estufa y se tapó rápidamente, co­

Iocándolo en un desecador hasta que se enfrió; se 1e agregó

e] agente si1i1ante (50,u1), se tapó inmediatamente, se agi­

tó mediante un vortex y se v01vió a colocar en la estufa a

809G durante 20 minutos. Se sacó de 1a estufa, se coïó en

desecador hasta enfriar, y Iuego se inyectaron 4 u] en el

cromatógrafo bajo 1as siguientes condiciones operativas:
Fase estacionaria: 3%0.V.101 sobre Chromosorb W-HP

100-120 mesh

Sensibi1idad: 3x109a.f.r.

Atenuación: 9

Detector: ionización de 11ama

Aire: 200 ml/min

Hidrógeno: 40 mI/min

Nitrógeno: 50 mï/min

Temperatura inyección: 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 retención adecuado y que los picos pro­

pios del agente sililante no interfirieran, obteniéndose

condiciones óptimas a 13000, dando un tiempo de retención

de alrededor de 2,9 minutos.

Se procedió a continuación en forma similar a la emplea­

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).

Benzoilecgoning

Este metabolito puede ser evaluado satisfactoriamente

por HPLC;esta técnica no requiere una purificación exhaus­

tiva de los 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

ción o valoración, de modoque deben ajustarse cuidadosamen­

te las condiciones experimentales.

La CGLpara ser aplicada necesita una derivatización pre­

via de la BEC, como lo 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 MCH10

Fase móvil: aguazacetonitrilozmetanol (80:15:5)

Flujo: 1,5 ml/min

Presión: 170 atm

Temperatura: ambiente

Detector: de absorción U.V. a 254 nm

Atenuación: 0,08

Volumen de inyección: 10,ul

Se evaluó la linealidad en la respuesta inyectando canti­

dades que cubrieran el rango de aplicación entre 0,75 a 25

pg/ml, obteniendo los resultados, cromatogramas y paráme­

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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Vaïoración conjunta de Ec y BECpor cromatografía gaseo­

5Q

Aprovechando 1a posibiïidad que ofrece e1 cromatógrafo

gaseoso de trabajar a temperatura de horno programada, se

procedió a poner a punto esta técnica.

Se reúnen en un tubo 100/ug de cada uno de 10s metabo1i­

tos, se derivatizan con N,O-bis-trimeti1si1i1-acetamida,

con 1as condiciones ya estabïecidas con anterioridad para
1a Ec.

Los parámetros básicos, comoe] tipo de detector, tempe­

ratura de 1a zona de inyección y de] detector, habian sido

fijados, y faïtaba estab1ecer 1as temperaturas de] horno y

e? gradiente de temperatura. En este caso se usó una co1um­

na 2% O.V.101 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh.

Después de varios intentos, y con e1 compromiso de que

1a Ec tuviera un tiempo de retención que 1a separara no só­

1o de 1as interferencias propias del agente si1i1ante S1n0

también de 1as impurezas de 1a orina a1 trabajar sobre este

tipo de muestras. y que 1a veïocidad de cambio de tempera­

tura fuera ta1 que no afectara 1a 1inea de base, asi como

que 1a BEc no sa1iera con un tiempo de retención muy aïto

que perjudicara su resoïución, se 1ogró fijar comotempera­

tura 1:1500C y tiempo 1:4,5 minutos, veïocidad de incremen­
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to de 1a temperatura 20°C por minuto, temperatura 2:2150C,

y tiempo a esta temperatura 5 minutos, obteniéndose exce]en—

te separación, según puede observarse en 1as Figuras 36 y

37.
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Figura 29: Cromatogramas de la cocaína obtenidos por COL.
rango 0-20 ,ug
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Area

0,997

k

¡us/m1 V

F19ura 31: Recta correspond1ente a 1a 11nea11dad de 1a
cocaína

4k

Area

0,998

L

¡us/m1 r

F19ura 32: Recta correspond1ente a 1a 11nea11dad de la Ec
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F1gura 33: Cromatogramas de 1a BECobtenidos por HPLC,
rango 0-25 ,ug .
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F1gura 34: Cromatogramas de la BECobtenidos por HPLC,
rango 60 y 126,ug
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Area

v kr
,ug/mï

F1gura 35: Recta correspond1ente a la 11nea11dad de 1a BEc



F1gura 36: Valoración conjunta de BEc y Ec por CGL, blanco
de or1na

Figura 37: Vaïoración conjunta de BECy Ec por CGL, muestra
de orina
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1.3.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Es uema enera] ara 1a extracción con soïven es

A fin de ais1ar 1a cocaina y sus dos metaboïitos, es ne­

cesario extraerïos de 1a matriz que ios contiene. Comoa 1o

largo de este capituïo se reiterara este tipo de aisïamien­

to, se detaïïan aquí Ios pasos básicos seguidos; cuaïquier

modificación introducida con posterioridad será descripta

en e] caso correspondiente.

Las extracciones se reaïizan sobre agua destilada, orina

o extractos reconstituidos con agua destilada; los volúme­

nes serán en 10s dos primeros tipos de muestras de 5 m1 y

en e] tercero de 2 m1.

Las muestras son co1ocadas en tubos de 30 m1 de capaci­

dad con boca esmeriïada y tapa de pïástico, que se sumergen

en hieïo; se agrega e1 agente aïcalinizante o saturante y

se extrae con e1 solvente orgánico según se indique en 1a

técnica ensayada, dos veces. 1a primera con 5 m1 y 1a segun­

da con 2 m1. agitando cada vez con vortex durante 1 minuto,

dejando reposar 5 minutos y voïviendo a agitar 30 segundos;

se separan 1as fases por centrifugación a 2000 rpm durante

5 minutos. La fase orgánica superior se separa uti1izando

una pipeta tipo Pasteur, provista de una pequeña pera de
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goma. y se trasvasa a un tubo con adaptación esmeriïada y

provisto de un embudo pequeño conteniendo en su vástago un

botón de aigodón a manera de eïemento fiitrante. Para mini­

mizar errores en 1a recuperación se agrega a1 tubo conte­

niendo 1a fase acuosa 0,5 m1 de] soïvente, haciéndo1o escu­

rrir por ias paredes de] mismoa fin de evitar romper 1a se­

paración de 1as fases, y se extrae 1a fase soïvente con 1a

pipeta Pasteur, reuniendo esta con 1as anteriores. Una vez

pasada esta tercera aïicuota, se 1ava e] aigodón con otros

0,5 m1 de] soïvente. Saivo que se indique 10 contrario en

ias técnicas ensayadas, e] soivente se evapora en rotavapor

a presion reducida y en baño de agua a 30°C.
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1.3.2.1 PRIMER ESQUEMADE TRABAJO

Ensayos de extracción

Disponiendo de los conocimientos previos sobre el poder

extractivo de] cic1ohexano para 1a cocaina, con e] cua1 se

obtiene una recuperación de] 95%(180), se decidió efectuar

Ios ensayos directamente sobre orina de ratas.

Antes de trabajar con 1a droga se efectuó un estudio so­

bre la posibïe interferencia de compuestos que se coextraen

de 1a orina a1 apïicar 1a CGLde acuerdo con Ias condicio­

nes descriptas en párrafos anteriores.

Se eïigieron comomuestras orinas provenientes de distin­

tas ratas, reaïizando 1as extracciones, de acuerdo con lo

ya expuesto, con cicïohexano previa a1ca1inización con hi­

dróxido de amonio a1 5%hasta pH 8. Esta extracción tiene

inconvenientes dado que se forma una emuïsión y no se logra

separar 1as fases por simple centrifugación, y es necesa­

rio, según consta en 1a bib1iografia consuïtada (180), re­

frigerar por 2 horas. Después de ese tiempo ios tubos se de­

jan a temperatura ambiente por 1 hora y se vuelve a centri­

fugar, Iogrando asi 1a separación de ambas fases.

E1 extracto se anaïizó finaïmente por CGL,obteniéndose

en todos los casos un pequeño pico cuyo tiempo de retención
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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 área de la impureza

(Figura 38).

Por tal motivo. consultando las tablas de solubilidades,
tanto de la cocaina comode sus metabolitos en estudio, se

decidió ensayar el acetonitrilo. Para ello se procedió pri­

meramente extrayendo la cocaina de una solución acuosa con­

teniendo 100 pg de la misma. Para separar las fases acuosa

y orgánica es necesario saturar la primera, y se eligió el

carbonato de potasio comoagente saturante ya que se conta­

ba con datos bibliográficos que avalaban su desempeño, y

luego se extrajo con el acetonitrilo, y una vez evaporado

se efectuó la cromatografía, comprobandoseuna recuperación

de entre el 98 y el 99%.

Este resultado tan satisfactorio debió corroborarse en

su aplicación en orina. La extracción se realizó sobre una

muestra de orina tal cual denominada blanco de orina. y

otra a la que se agregaron 100 yg de cocaina, denominada

testigo, extraída de orina.
Los extractos obtenidos presentaban a simple vista pig­

mentación caracteristica y presencia de sales, y ante la

imposibilidad de usar la CGLse resolvió purificarlos efec­

tuando una extracción con ciclohexano, previa reconstitu­
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ción con 2 m1 de agua destilada y ajustando el pH a 8 con

hidróxido de amonio, si fuera necesario. En este caso no se

presentaron dificu1tades en 1a separación de 1as fases, y

fue suficiente centrifugar para dividirlas.
Sobre ei extracto se procedió a efectuar 1a CGL,obte­

niéndose un resuïtado óptimo, ya que 1as impurezas prove­

nientes de 1a orina, que aparecían con un tiempo de reten­

ción simiïar a1 de 1a cocaina, no interferían (Figura 38),

y además 1a recuperación de 1a droga después de aplicar 10s

dos pasos, aunque aïgo menor, es aïtamente satisfactoria,

con una media de] 93%.

Se comprobóe] poder extractivo de] acetonitriïo para 1a

BEc, primero sobre una soïución acuosa que contiene 100/»9

de 1a misma, saturando con carbonato de potasio y extrayen­

do con e] soïvente mencionado, obteniendo una recuperación

promedio de] 96%. Sin embargo, cuando se empleó orina Ios

extractos a simple vista se presentaban impurificados, re­

quiriendo un tratamiento adiciona]. Dicho estudio se descri­
birá más adeiante.

Para 1a Ec se procedió en forma simiïar, obteniéndose

una recuperación de agua de a1rededor del 97%, pero como en

e] caso de BEc, 1a extracción de orina requería una purifi­

cación previa a 1a determinación de 1a Ec, que en este caso

se efectúa por CGL1uego de derivatizar.
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En vista de 1a factibiïidad de extraer de soïuciones

acuosas con muy buen rendimiento 1a cocaina y 105 dos meta­

boïitos en estudio, utiïizando acetonitriïo, y 1a posibili­

dad de empïearlo en muestras de orina Iuego de una purifica­

ción posterior de 10s extractos. se decidió ensayar diver­

sos procedimientos, comouna segunda extracción liquido-li­

quido, cromatografía en coïumna u otras técnicas, para 10­

grar dicha purificación.

Como se resolvió satisfactoriamente para 1a cocaina me­

diante una extracción con cic1ohexano, se continuó trabajan­

do sobre 1a fase acuosa remanente de esta segunda extrac­

ción a fin de aisIar 1a BECy 1a Ec.

Primeramente se extrajo 1a BECcon un solvente de compro­

bado poder extractivo para este metaboïito, como 10 es e]

acetato de etilo, previa saturación de 1a fase acuosa con

carbonato de potasio. Sobre 1a fase orgánica separada y eva­

porada se procedió a efectuar 1a identificación por CCDan­

tes de utiïizar otro tipo de cromatografía, a fin de eva­

luar e] grado de impurificación de] extracto y a su vez com­

probar si este soïvente extrae Ec. Para ello se trabajó en

forma paraïeïa con una orina conteniendo 100,ug de Ec y con

una orina b1anco.

Los extractos se sembraron en placas de silica ge] GF.

ensayándose distintos soïventes de desarrolïo para obtener
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una buena resoïución de] cromatograma, e1igiéndose entre

eilos 1a mezcïa metan01:c10roformo(2:1L que además de sepa­

rar adecuadamente Ios standards de cocaina, BEc y Ec con Rf

0,55, 0,35 y 0,26 respectivamente, permitió observar que e]

extracto proveniente de 1a orina conteniendo BEc, a1 reve­

Iarse con Dragendorff presentaba una mancha coincidente con

91 standard correspondiente en una zona en 1a cual no inter­

ferian 1as impurezas coextraidas (Figura 39(a)). En e] ex­

tracto correspondiente a 1a orina que contenía Ec no se ob­

servó más que 1as manchas de las impurezas, confirmando que

1a cantidad de Ec que se puede extraer con acetato de etilo

es muypequeña. Para confirmar e] porcentaje se reaïizó una

extracción de 1a Ec de una solucion acuosa que 1a contenía,

saturando con carbonato de potasio y extrayendo con acetato

de etiïo; e] extracto se derivatizó y se pasó por e] CGL,

comprobándose que se extrajo a1rededor de] 5%de este meta­

boïito.

En vista de que 10s extractos provenientes de ap1icar 1a

extracción con acetato de etiïo eran bastante puros, se em­

p1eó HPLC para determinar e] grado de recuperación de 1a

BEc después de ap1icar 10s pasos descriptos con anteriori­

dad (Figura 40), resultando ser de 74-75%. Sobre la fase

acuosa remanente de extraer 1a BECse reaïizó una extrac­

ción para aisïar 1a Ec. Para garantizar un exhaustivo ais­
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1am1ento de] metab011to se agregó a 1a fase acuosa 0,3 m1

de HONa a1 40% y se calentó 3 minutos en baño de agua hir­

v1ente. Posteriormente se dejó enfriar a temperatura amb1en­

te y se proced1ó a extraer 1a Ec con aceton1tr110. La 1den­

t1f1caC1ón por CCDresuïtó d1f1cu1tosa debido a que e] ex­

tracto se encontraba 1mpur1ficado, pero a pesar de esto se

detectó su presenc1a (Figura 39 (b)).

La determ1nacíón por CGLresuïtó 1mpos1b1e y fue prec1so

proceder a 1a purífïcac1ón prev1a de1 extracto. Los ensayos

para ïograr este obJet1vo se describ1rán a cont1nuac1ón.
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Purificación de la eCQOninapor carbón aCtÏVado

De acuerdo con la bibliografia existente sobre el tema,

se resolvió aplicarlo en principio para la Ec, que, comose

comprobó, es el metabolito que requiere una técnica más com­

pleja para su identificación y valoración.

Se intentó realizar el aislamiento y purificación en for­

ma simultánea, mediante la propiedad absorbente que tiene

el carbón. 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 contenían 200,ug de Ec se les agregó 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 ácido acético 2 Ma pH 4. Al

primer tubo se le agregó 0,25 ml de carbón pretratado con

el buffer mencionado, y a los restantes carbón sin tratar.

Se agitaron con vortex por espacio de 1 minuto, repitien­

dose esta operación dos veces y dejando luego en reposo

aproximadamente 18 horas, y luego se centrifugó y separó el

sobrenadante. La fase acuosa se evaporó en rotavapor a pre­

sión reducida y en baño a agua a 40°C; el extracto obtenido

se disolvió en etanol a fin de realizar una CCD.
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A1 carbón se le agregaron 3 m1 de etanoï, se agitó, se

centrifugó y e] sobrenadante se pasó a un tubo; nuevamente

se 19 agregó 1 m1 de etanol y se procedió como en 1a prime­

ra extracción, juntando 1as fracciones que se evaporaron y

sembraron en p1aca, disoïviendo e] extracto en etanol.

E1 sistema cromatografico consistió en una pïaca de si1i­

ca geÏ. un solvente de desarroïïo formado por metanoïzhidró­

xido de amonio (99:1). y un revelado con Dragendorff modifi­

cado. y iodoplatinato en forma secuenciaï. Se obtuvo una

pïaca como 1a de 1a Figura 41(a), que muestra que 1a Ec no

se encuentra en 91 sobrenadante en e] caso de] pH 11. y que

es eïuida de] carbón en una proporción de] 50x comparando

en forma semicuantitativa con un standard.

Se aplicó e] método sobre orina de ratas, trabajando en

paraïelo con un tubo conteniendo 5 m1 de orina blanco y

otro con 200 ug de Ec en 5 m1 de orina. A cada uno se 1e

agregaron 2,5 m1de buffer carbonato-bicarbonato e hidróxi­

do de sodio 0,5 N hasta ïïevar 91 pH a 11. De] mismo modo

se procedió con otros dos tubos con orina y orina más Ec,

pero ajustando e] pH a 11.5.

A Ios cuatro tubos se les agregó 0,25 m1 de carbón pre­

viamente tratado con e] buffer, se agitó 1a mezcla y se de­

jó en reposo aproximadamente 18 horas. Se centrifugó y se

separó e] sobrenadante, que se trasvasó a tubos y se evapo­
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ró. E1 carbón se 1avó con 1,5 m1 de buffer a pH 11 y 11,5,

según e] caso; se centrifugó y e] sobrenadante se evaporó.

E1 carbón se trató dos veces con etano], usando primero 3

m1 y 1uego 1,5 m1, agitando, centrifugando y separando e]

sobrenadante cada vez; se juntaron ambas extracciones y se

evaporaron. Todos Ios extractos se sembraron en pïacas, rea­

1izándose 1a CCDsegún se indicó en párrafos anteriores (Fi­

gura 41(b)). En Ios extractos etanólicos, tanto de pH 11 co­

mo de 11,5, 1a zona correspondiente a] Rf de 1a Ec aparece

enmascarada por las impurezas. observándose una menor inten­

sidad de éstas en 1a correspondiente a pH 11.

En cuanto a 10s extractos provenientes de 10s lavados

de] carbón con e] buffer respectivo. aparecen manchas más

tenues que en e] caso anterior pero con Rf próximo a 1a Ec,

tanto en 91 blanco de orina comoen la muestra. no obser­

vándose en esta úïtima ninguna intensificación de 1a mancha

por posible presencia de Ec.

E1 sobrenadante se volvió a tratar con carbón, pero se

dejó en reposo con 91 buffer sóïo 3,5 horas; se centrifugó

y se descartó 1a fase acuosa, extrayendo con etano] dos ve­

ces con 2,5 m1, juntando ambas extracciones en un tubo para

su posterior evaporación y sembrado (Figura 42(a)). Se ob­

servó en 1a muestra una mancha cuyo Rf coincidió con e] de

1a Ec; sin embargo, 1a recuperación resultó muy baja.
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Comparando Ios resuïtados en muestras de agua o de ori­

na. se concïuye que en e] caso de esta úïtima 1a Ec no es

absorbida en su totaïidad por el carbón y que en los dos

casos 1a desorción no es completa.

Este procedimiento de purificación con carbón a pH 11 se

apïicó sobre e] extracto proveniente de las sucesivas ex­

tracciones. según esquema de 1a Figura 40, para aisïar 1a

Ec, observándose que 1as interferencias en 1a CCDson des­

preciables, pero persiste e] hecho de una baja recuperación

agravada por 1as previas etapas de extracción; por lo tan­

to, se descarta esta posibilidad de purificación.
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PurificaCión por cromatOQrafia en columna

Esta técnica, ampliamenteutilizada para separar, aislar

y purificar los componentes presentes en una mezcla y que

fue el pilar sobre el cual fueron desarrollándose los otros

tipos de cromatografias, continúa siendo de utilidad en nu­

merosos casos.

Contando con antecedentes de su aplicación en el estudio

que nos ocupa, se procedió a ajustar e introducir las modi­

ficaciones que fueran necesarias.

Para ensayar la purificación de la Ec, se prepararon cua­

tro columnas cromatográficas de 150 mmde altura incluyendo

la zona del vástago, y 4 mmde diámetro interno, las que se

rellenaron con silica gel para cromatografía en columnapre­

viamente activada 30 minutos a temperatura de 100-1050C a

distintas alturas. Denominamosa las columnas según la altu­

ra del relleno: A, B, C y D, que corresponden a 5,5 cm, 6,0

cm, 6,5 cm y 7,0 cm respectivamente.

En cada columna se sembró una solución de 100,ug de Ec

disuelta en 0,2 ml de metanol, y se lavó el tubo que la con­

tenía con 0,1 ml de metanol, que también se sembró; luego

de introducida la muestra se eluyó con metanol, recogiendo

cuatro fracciones de 1,0, 0,5, 7,0 y 1,0 ml. Estas fraccio­

nes se evaporaron y se analizó la presencia de Ec por CGL
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previa derivatización y en las condiciones operativas men­
cionadas. Los resultados cualitativos se señalan en la Ta­

bla X, e indican que con la columna A se eluyó la Ec en las

tres primeras fracciones. encontrándose un 4%en los prime­

ros 1.5 ml. Teniendo en cuenta que al aplicar esta columna

a extractos de orina se eluirán la mayor parte de las impu­

rezas en las dos primeras fracciones, se consideró a priori

que esta columnano cumplió satisfactoriamente su objetivo.

En las columnas B y C, por lo contrario, la Ec se eluyó

recién en la tercera fracción, correspondiente a los 7,0 ml

recolectados, no detectándose el metabolito en las dos pri­
meras fracciones ni en la última.

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

ción.

Calculando los porcentajes de recuperación de las colum­

nas B, C y D, se observó que para las terceras fracciones

de B y C son 96% y 97% respectivamente. y para la D 83%, en­

tre las fracciones tercera y cuarta. Esta menor recupera­

ción se debió a que existe mayor retención de la Ec en la

columna y que deberia recolectarse una cuarta fracción de

mayor volumen, de 2 ó 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 purificación, se decidió elegir
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la columna B, ya que existe un compromiso entre el porcenta­

je de recuperación y la eliminación de las impurezas en las

primeras fracciones.

Este tipo de purificación se aplicó al residuo provenien­

te de extraer la Ec con acetonitrilo en la última etapa del

esquema de la Figura 40 y sobre el cual no fue conveniente

aplicar directamente la CGL. El residuo se tomó con 0,2 ml

de metanol y se sembró en una columna tipo B, procediéndose

igual con el lavado con 0,1 ml. Se eluyó con el solvente,

descartándose los primeros 1,5 ml, en los cuales se observa

a simple vista que se eliminan la mayor parte de las impure­

zas, colectándose los 7,5 ml posteriores según experiencia
anterior.

Finalmente se procedió a evaporar el solvente de esta se­

gunda fracción a presión reducida, y se identificó la pre­

sencia de Ec por CCD(Figura 42(b)), utilizando placas de

silica gel y solvente de desarrollo metanolzcloroformo

(100250), revelando con Dragendorff modificado y iodoplati­

nato. En forma paralela se procedió con el blanco de orina.

Los resultados anteriores permitieron concluir que el ex­

tracto se ha purificado lo suficiente comopara intentar la

sililación y determinar la Ec por CGL.Los resultados obte­

nidos indican que la recuperación después de realizados los

cuatro pasos que incluyen tres extracciones sucesivas y pu­
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rificación fina], es de1 65%.

Esta recuperación re1ativamente baja se debe a Ios suce­

sivos pasos necesarios para obtener un extracto 10 suficien­

temente puro comopara poder derivatizarïo.

Si bien e] métodopermite separar en distintos extractos

las sustancias en estudio, pudiéndose eva1uar individuaïmen­

te cada una de eIIas, 1a BEC, y sobre todo 1a Ec, dan rendi­

mientos aïgo bajos.
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F1gura 38: Cromatogramas de cocaína en or1na por CGL:
a) standard de cocaína; b) extracción con ciclo­
hexano; c) extracciones con acetonitriïo y c1­
cïohexano.
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CromatOQrafía en capa deïgada

Abreviaturas

Cc cocaína

BEC : benzoiïecgonina

Ec : ecgonina

So1ventes de desarrolïo

A) Metano]:cloroformo (2:1)

B) Metanolzhidróxido de amonio (99:1)

C) Metano]

Agentes reveïantes

X) Dragendorff modificado

Z) Iodopïatinato

Standards 1 extractos sembrados

1 Standard Cc

2 Standard BEC

3 Standard Ec

4 Bïanco de orina

5 Residuo III de orina. según esquema Figura 40

6 Resíduo IV de orina, según esquema Figura 40

7 Purificación con carbón, extracto sobrenadante pH 4

8 Idem 7, pH 11

9 Idem 7, pH 7

10 Purificación con carbón,extracto etanó11co,or1na blanco
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21
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Idem lO a pH ll

Idem 10 a pH 11,5

Purificación con carbón a pHll, sobrenadante del segundo

tratamiento con carbón, orina blanco

Idem 13, muestra de orina

Idem 13 a pH 11,5

Idem 14 a pH 11,5

Purificación de la Ec por columna, orina blanco

Idem 17, muestra de orina

Identificación de Ec previa hidrólisis de Cc y BECen.a­

¿ua destilada

Idem 19, en orina humana blanco

Idem 19, en orina humana con agregado de Cc, BECy Ec
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(a)

Figura 39(a):

Figura 39(b):

.1) kn to A 0‘

(b)

Residuo II (BEC) correspondiente a1 esquema
de 1a Figura 40.
Soïvente de desarro110: A
Agente reveïante: X

Residuo III (Ec) correspondiente a1 esquema
de 1a Figura 4o.
Solvente de desarroïïo: A
Agente reveïante: X y Z en forma secuencia]
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agua u orina

(1) aceton‘itri 10 agitación
C03K2 sat, centr'lfugación

Fase orgánica Fase acuosa

SG evapora

residuo + agua se descarta

(2) cicïohexano ag‘ltacíón
HONH45% centr1fugación

Fase organica Fase acuosa

se evapora (3) acetato de etiïo agitac1ón
' COaKz sat centr1fugación

Cocaína
I

F859 orgánica Fase acuosa

se evapora 40%
(4) HONa ag1tac1ón
acetom'trno centr1fugac1‘ón

BEc
II

Fase orgánica Fase acuosa

se evapora
se descarta

Ec
III

Figura 40: Primer esquema propuesto para 1a separación de
1a cocaína y sus metaboïitos



(a)

Figura 41(a):

Figura 41(b):

(b)

Purificación de 1a Ec con carbón activado,
extracto de Ios sobrenadantes de pH 4, 7 y
11.
Soïvente de desarroïlo: B
Agente reveïante: X y Z en forma secuencia]

Purificación de Ec con carbón activado a pH
11 y 11,5, extractos etanóïicos.
Soïvente de desarroïlo: B
Agente revelante: X y Z en forma secuencia]
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(a)

Figura 42(a):

Figura 42(b):

16 3 3 17 18

(b)

Dobïe purificación de 1a Ec con carbón acti­
vado a pH 11 y 11,5, extractos de] sobrena­
dante.
Solvente de desarrollo: B
Agente reveïante: X y Z en forma secuencia)

Purificación de 1a Ec por co1umna
Soïvente de desarroïïo: A
Agente reveïante: X y Z en forma secuencia]
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T A B L A X

PURIFICACION DE Ec POR COLUMNA

c o 1 u m n a s
número de
fracción m1 A B C D

1 1,0 + - - ­

2 0,5 ++ - - ­

; 7,0 + +++ +++ ++
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1.3.2.2 MODIFICACIONES

Mediante 1as modificaciones que se deta11an a continua­

ción se intentó reducir e1 número de pasos a fin de mejorar

e1 porcentaje de recuperación sin comprometer 1a pureza de

10s extractos.

Modificación nQ 1

Se estudió 1a recuperación de BECy Ec extraídas de una

so1ución acuosa que 1as contenía, apïicando e] esquema de

extracción siguiente: Primero se extrajeron con acetonitri­

1o previa saturación de 1a soïución con carbonato de pota­

sio; e] soïvente orgánico se evaporó y e] residuo obtenido

se reconstituyó con agua; se efectúo una extracción, previa

a1ca1inización de1 mismo con hidróxido de sodio a1 5%, con

cic1ohexano, que en el caso que nos ocupa se descartó pero

que en una muestra a anaïizar podria contener cocaina. So­

bre 1a fase acuosa se extrajo nuevamentecon acetonitri1o

previo agregado de] agente saturante, se separó y evaporó,

y se pasó por e1 CGLsegún e1 programa de va1oración conjun­

ta de BEc y Ec, obteniéndose una recuperación aproximada de

92% y 93% respectivamente.

Ante estos resu1tados se decidió apïicar 1a secuencia de



229

extracciones sobre orina. Una vez efectuada 1a primera ex­

tracción con acetonitriio y evaporado este soïvente orgáni­

co, e] extracto se reconstituyó con 2 m1de agua destiïada,

se 11evó a pH 8 con hidróxido de amonio a1 5% y se extrajo

1a cocaina con cicïohexano como ya se describió y evaïuó.

La fase que nos interesa en este caso es 1a acuosa, que se

extrajo con acetonitriïo previa saturación con carbonato de

potasio; 1a fase orgánica separada se evaporó, y de esta

forma se consiguió un extracto que contiene BEc y Ec jun­

tas, pero impurificado.

Si bien surge 1a posibiïidad de va10rar1as simuïtánea­

mente por CGL, en e] caso de 1as muestras de orina 1as im­

purezas coextraidas impiden en principio una apïicación di­

recta. Se pensó en usar e] HPLCpero está 1imitado para 1a

determinación de BEc por 1as razones que ya se mencionaron.

Por lo tanto, existe 1a posibi1idad de purificar previamen­

te e1 extracto ap1icando comoprimera aïternativa 1as mis­

mas condiciones que Ias de 1a purificación de 1a Ec por co­

1umna de 6 cm de aitura, ya descripta anteriormente, reco­

giendo 1a segunda fracción de 7,5 m1 rotuïada A y que se

evapora.

Purificación de BEc: Se prepararon 2 coïumnas rellenas

con siïica ge], una hasta una a1tura de 6 cm (B) y 1a otra

de 6,5 cm (C). Se sembró en cada una e] equivalente de
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100 ¡ug de] metaboïito en una soïución de metano].'y se e1u­

yó con este mismo soïvente. coïectándose 1as siguientes

fracciones de 0.5 m1 cada una: Br, C1, Bz, C2, Ba

y C3; de 5 m1 84 y C4, y Bs y Cs de 0,5 m1. En to­

dos Ios casos se evaporó e] soïvente.

Para evaïuar e] rendimiento en 1as purificaciones mencio­

nadas y las modificaciones siguientes. se apïicó el progra­

ma de CGLde vaïoración simultánea de BEc y Ec. La recupera­

ción de 1a Ec en 1a fracción A es de un 74%, superior a 1a

de] método origina], que daba un 65%. Para 1a BECse recupe­

ró un 53% y 50% en 1as fracciones Ba y Ca respectivamen­

te. No se detectó en B1. C1, Bz, Cz, Bs y Cs, y

en B4 y C4 da un 10% y 15% respectivamente. Por lo tan­

to 1a purificación para Ec es exceïente, pero en 91 caso de

BEc e1 hecho de que aparezca en aïrededor de] 60x después

de] primer mi1i1itro indica que e] extracto está más impuri­

ficado. y éste puede ser uno de los motivos de 1a baja recu­

peración. Las impurezas pueden estar interfiriendo en 1a si­

1i1ación, y por consiguiente dar un rendimiento bajo, o
bien existe una retención de 1a BEc en 1a columna.

Modificaciones nQ g y 3

Se intentó en estos dos casos trabajar sobre e] primer
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extracto que contiene cocaina, BECy Ec, y purificarlos en

forma simultánea y evaluar cocaina, BEc y Ec por CGL. Para

ello se ensayaron las modificaciones siguientes:

Modificación nQ 2: El extracto se tomó con 0,5 ml de ace­

tato de etilozmetanol (17:2) y se sembró en una columna de

silica gel para cromatografía en columna. rellena hasta una

altura de 5 cm, eluyendo con el solvente mencionado, reco­

giendose dos fracciones de 2 y 1 ml rotulándolas 01 y

Dz. y se continuó eluyendo con metanol, colectando 2 frac­

ciones de 2 ml y 6 ml, que son las Ds y D4. Los solven­

tes se evaporan en todos los tubos, y cada extracto se toma

con metanol, se divide en dos volúmenes iguales: uno se uti­

lizó para valorar la cocaina con el programa correspondien­

te y el otro se derivatizó y se efectuó la CGLde acuerdo

con el programa de evaluación simultánea de BEc y Ec. La

cocaina se eluyó en las fracciones D1, Dz y Da que,

sumadas, dan un rendimiento del 75x, y en la D4 no se de­

tectó.

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

ciones.

Esta modificación tampocoresultó satisfactoria para la
cocaina, dado que la recuperación es inferior a la obtenida

por purificación por extracción con ciclohexano (93%).
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Modificación na 3

Se empïeó como soïvente de eïución una mezcla de meta­

noïzcïoroformo (70:30), recogiendo cuatro fracciones de 1

m1 cada una; luego se cambió de solvente de elución, colec­

tándose 8 m1 de metano] en una sola fracción. Las fraccio­

nes se rotulan E1, Ez, Es y E4. Se evaporó el so]­

vente en rotavapor, y 10s extractos se dividieron cada uno

en dos fracciones para determinar con dos programas distin­

tos cocaína y juntas BEc y Ec.

La cocaína fue detectada en 1as tres primeras fracciones

(E1, Ez y E3), con una recuperación tota] de] 82%.

La identificación de BEc y Ec en las fracciones E1 y

E2 no pudo corroborarse debido a 1a presencia de interfe­

rencias provenientes de 1a orina en 1a zona correspondien­

tes a Ios tiempos de retención de estos metabolitos.

La BEcno se identificó en ias restantes fracciones y 1a

Ec apareció en 1as fracciones E3 y E4 con una recupera­

ción totaï de] 22%.
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1.3.3 NUEVO ESQUEMA DE TRABAJO

En vista de 10s resuïtados anteriores, se decidió extra­

er 1a cocaina, BECy Ec primero con acetonitriïo previa sa­

turación con carbonato de potasio, separado y evaporado; se

reconstituyó e] extracto con agua destilada y se extrajo 1a

cocaina con cic1ohexano previo ajuste del pH a 8 con hidró­

xido de amonio a1 5%. Sobre e] residuo obtenido después de

evaporar e] soïvente se efectuó 1a CGL. Para extraer 1a BEC

y 1a Ec se agregó a 1a fase acuosa e] agente saturante y

acetonitriïo, después de agitar. separar y evaporar 1a fase

orgánica. E1 extracto se tomó con 0.4 m1 de metano] y se di­

vidió en dos voiúmenes iguaïes; una mitad se pasó por HPLC

y se determinó 1a BEc con una recuperación de] 89x, supe­

rior a 1a obtenida extrayendo con acetato de etiïo (74%).

La otra mitad se purificó por coïumna según 1a siguiente
técnica:

Se sembraron 10s 0,2 m1 de metano] en 1a columna que con­

tenía 1a si1ica ge] activada (por caientamiento) hasta una
altura de 6 cm, se eïuyó con metano], descartando en esta

oportunidad 1,2 m1, y se recogieron Ios 7,5 m1siguientes.

Estos se evaporaron y sobre e1 extracto se efectuó 1a deri­

vatización y se pasó por CGL,obteniéndose una recuperación

de 1a Ec dei 75%, es decir se mejoró 1a recuperación sin
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comprometer 1a pureza de Ios extractos.

Si en vez de orina de rata se trabaja con agua, se ob­

serva que e] rendimiento mejora en aïrededor de un 3x. Se

concluye que 1a si1ica ge] se envenena con Ias impurezas de

la orina y no absorbe totaïmente e] metaboïito. Por 1o tan­

to, se eluye más rápidamente de la coïumna lo no absorbido

y se pierde en 1a primera fracción que se descarta.

E1 nuevo esquema de trabajo se halla representado en 1a

Figura 43 y las condiciones definitivas se exponen en 1a

Parte Experimenta] II.
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agua u orina

aceton'itr'i 10 agitación
C03K2 sat centrifugación

Fase orgánica Fase acuosa

se evapora

residuo + agua se descarta

cicïohexano
HONHASX

ag1tación
centr1fugacíón

Fase orgánica Fase acuosa

se evapora acetom‘tríïo agitación
COaK2 sat centr1fugación

Cocaína

CGL

Fase orgánica Fase acuosa

se evapora ' 1
Residuo + metano] se descartaN”

BEC purificación
por coïumna

HPLC metano]

se evapora

Ec

CGL

Figura 43: Esquemadefinitivo para le separación de 1a
cocaina y sus metaboïitos
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1.3.4 IDENTIFICACION DE ECGONINA EN ORINA

Una posibi1idad interesante y que está dirigida a 1a de­

tección y confirmación del abuso de 1a cocaina en muestras

de orina es transformar mediante hidrólisis aïcaïina 1a co­

caina, EMEc y BECen Ec, e identificar esta Ec asi formada

más ia excretada. mediante CCDprevia extracción y purifica­

ción.

La puesta a punto de esta técnica se ensayó sobre agua

destiiada y orina de ratas a 1a que se agregó 100 ug de ca­

da una de 1as sustancias mencionadas.

Sobre ambos tipos de muestras se efectuó un tratamiento

con hidróxido de sodio a1 20x y calentamiento en baño de

agua hirviente durante 5 minutos; una vez enfriadas las so­

1uciones se extrajo con 1a mezc1a cioroformozisopropanol

(3:1) previa saturación con carbonato de potasio. La fase

orgánica se separó, se evaporó y a1 residuo se 1e agregó

0,5 m1 de hidróxido de sodio a1 20%y carbonato de potasio

a saturación, extrayendo dos veces con 2 m1de acetonitrilo

cada vez. Estos 4 m] se pasaron por una coïumna de vidrio

de 15 cm de a1tura y 0,7 cm de diámetro interno que conte­

nia 1 gramo de celite 545. La coïumna se lavó con 5 m1 de

acetonitriïo. 1a fracción recoïectada se evaporó y e] resi­

duo se disoïvió en 50 p] de metano] y se cromatografiaron



237

10 pl bajo las siguientes condiciones: placas de silica gel

GF254, solvente de desarrollo metanol; efectuándose dos co­

rridas cromatográficas, una hasta una altura de 7 cm y la

segunda hasta 15 cm. Se reveló con Dragendorff modificado y

iodoplatinato en forma secuencial (Figura 44).

Se observó 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 libre de impurezas. Las manchas de las

muestras aparecen con mayor intensidad debido a que la Ec

proviene de tres fuentes de hidrólisis, ademásde la sustan­
cia tal cual.

La importancia de este aporte radica en el hecho de que

todos los metabolitos y la cocaina presente en la orina son

detectados simultáneamente, incrementando las posibilidades

de su identificación, ya que corresponde a la suma de los

porcentajes de excreción, disminuyendoel riesgo de infor­

mar resultados negativos falsos.

Ademas, 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 recolección de la orina tienen una

incidencia muchomenor en los resultados.
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Figura 43: Identificación de Ec en orina, previa hidróïisís
de 1a cocaína y BEC.
Soïvente de desarr011o: C
Agente revelante: X y Z en forma secuencia]
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II ESTUDIOS DE EXCRECION DE LA COCAINA Y SUS

METABOLITOS EN RATAS

A fin de Tograr e] objetivo propuesto, se sigu1ó e]

sigu1ente plan de trabajo:

1. Tratamiento de Tos animaïes y recolección de 1as

muestras de orina.

2. Aisïamiento de 1a orina de 1a cocaina, BEc y Ec.

3. Purificación y determinación de 1a cocaina.

4. Aisiamiento de 1a BEc y Ec.

5. Purificación y determinación de 1a Ec.

6. Determinación de BEc.

II.1 EQUIPOS Y MATERIALES

Los mismos que en 1a parte experimenta] I.
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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, 1as cua1es fueron tratadas

según e] esquema que figura en la Tabla XI. Los dias lunes

y viernes con inyección intraperitonea] de soïución fisioló­

gica para los animales cuyas orinas se considerarian blan­

cos, y solución de cïorhidrato de cocaina en solución fisio­

ïógica a razón de 20 mg por kg de peso expresado como cocai­

na base, para ias ratas cuyas orinas se denominarian mues­
tras.

Como 1a cocaina produce vasoconstricción en 1a zona de

1a inyección, con 1a consiguiente necrosis de Ios tejidos,

y como 1a experiencia requería un periodo de tratamiento pa­

ra cada rata de 29 dias, a fin de evitar una disminución en

1a absorción en 1a zona de inyección por estar los tejidos

necrosados se decidió mantener el nive] de 1a droga constan­

te, administrando 1a cocaina Ios dias martes, miérc01es y

jueves por inyección subcutánea, y de esta manera efectivi­
zar un tratamiento cronico.

Una vez administrada 1a inyección intraperitonea] de los
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dias 1unes correspondientes a1 1, 15 y 29 de] calendario de

1a Tab1a XI, 1as ratas fueron coïocadas en 1as jauïas meta­

bólicas. ya descriptas, durante 24 horas a fin de recoger

orina. En dicho periodo dispusieron de agua pero no de a1i­

mento, a fin de no contaminar Ias muestras u obstruir el

sistema de recoiección.

La diuresis osciïó entre 5,2 y 17,9 m1, y Ios pH entre

6,0 y 6,7.
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T A B L A X I

C A L E N D A R I O

domingo 1unes martes miércoles jueves viernes sábado

.1. ___?._ .3 í. i 6

7 8 __9__ lp- 11 12 13

14 1_5_ _1__6__ 1_7 18 19 20

21 a " ¿2 e 2.5. 2 27

28 ¿a 29.

—- inyección intraperitoneal y coïocación de las ratas
en las jau1as metabóïicas

—— inyección subcutánea

-— inyección intraperitoneaï
-— reCOIección de 1as muestras de orina
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11.2.2 AISLAMIENTO DE COCAINA, BENZOILECGONINA Y ECGONINA

Una vez ingresadas ias muestras a1 1aboratorio, se midió

el v01umen y se tomó e] pH de cada una. En caso de no utili­

zar de inmediato 1as muestras, se conservaron congeladas a

—2000. En tubos de vidrio Pyrex de 25 m1 de capacidad, con

cierre esmerilado, se co]ocaron 5 m1 de orina o en su defec­

to e] tota] recoïectado, si 1a muestra acusaba un volumen

menor.

Se coïocaron los tubos en baño de hielo y una vez fríos

se 1es agregó en forma lenta carbonato de potasio hasta sa­

turación, y se efectuaron dos extracciones con acetonitriïo

de 5 m1 y 2 m1 cada una; se agitó en vortex por 1 minuto,

se dejó en reposo durante 5 minutos y se voïvió a agitar 30

segundos más cada vez. Se centrifugó a 2.000 rpm durante 10

minutos, y se separaron 1as fases orgánicas mediante una pi­

peta tipo Pasteur, provista de una pequeña pera de goma, y

1as capas orgánicas provenientes de cada una de las extrac­

ciones se filtraron a través de un embudoprovisto en su

vástago de un pequeño botón de algodón, y se reunieron en

un tubo.

A1 primer tubo, que contenía 1a fase acuosa, se ie agre­

gó 0,5 m1de acetonitriïo con pipeta Pasteur, dejando escu­

rrir por las paredes a fin de evitar romper 1a separación
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de 1as fases; esto se hizo para facilitar 1a toma de] so]­

vente orgánico que quedó inevitabïemente después de 1a se­

paración de 1a segunda extracción y con e] fin de minimizar

los errores. Este voïumense reunió con los anteriores y se

evaporó en rotavapor a presión reducida y a temperatura am­

biente.
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11.2.3 PURIFICACION Y DETERMINACION DE LA COCAINA

E1 extracto anterior se reconstituyó con 2 m1 de agua

destilada. se ajustó e] pH a 8 por agregado de una solución

de hidróxido de amonio a1 5x v/v y se extrajo dos veces con

cicïohexano utilizando 5 m1 y 2 m1 respectivamente. Se agi­

tó con vortex primero 1 minuto. se dejó reposar y se volvió

a agitar por espacio de 30 segundos; se centrifugó durante

10 minutos a 2.000 rpm y se separaron 1as fases orgánicas,

que se reunieron en un tubo. A 1a fase acuosa se 19 agregó

0,5 m1 de ciclohexano, como ya se ha descripto anteriormen­

te, y se separó, reuniendoïa con 1a fase orgánica provenien­

te de 1as extracciones anteriores. Se evaporó 91 cic]ohexa­

no y el extracto se encontró en condiciones de ser sometido

a la evaiuación de 1a cocaina por CGL. Para 9110 se coïocó

91 tubo en baño de hielo, se agregaron 50 y] de cloroformo,

se agitó, y de esta soïución se inyectó en e1 cromatógrafo

una aïícuota de 4,u1 bajo 1as condiciones que se pusieron a

punto y que fueron descriptas previamente.
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II.2.4 AISLAMIENTO DE BENSOILECGONINA Y ECGONINA

La fase acuosa remanente de] tratamiento anterior se sa­

turó con carbonato de potasio, previo enfriamiento de 1a so­

1ución en baño de hieïo, y se extrajo dos veces con 5 m1 y

2 m1 de acetonitrilo, agitando y centrifugando de acuerdo

con el sistema de extracción detalïado previamente.

También en este caso se trató de tomar e] remanente que

pudo quedar de 1a segunda extracción, con 0,5 m1 de acetoni­

trilo. reuniendo todos 10s voïúmenes que 1uego se evapora­

ron.

E1 residuo se tomó con 0,4 m1 de metano], y 1a soïución

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

Sobre una de 1as mitades de 1a soïución anterior se pro­

cedió a identificar y vaïorar 1a Ec por CGL.Esto requirió

una purificación previa, que se realizó a traves de una co­

1umnade 0,4 cm de diámetro interno, reIIena hasta una aïtu­

ra de 6 cm con si1ica 961 para cromatografía en columna,

previamente activada a 1050€. Se eïuyó con metano], descar­

tándose 10s primeros 1,2 m1 y colectando 10s 7,5 m1 siguien­

tes. E1 soïvente se evaporó en rotavapor y se trasvasó con

ayuda de metano] a un tubo pequeño, evaporando cada lavado

de] tubo grande.

Una vez evaporado e] úïtimo 1avado, se llevó e] tubo a

estufa con temperatura de 80°C durante 10 minutos; transcu­

rrido ese 1apso se tapó y se colocó en desecador hasta tem­

peratura ambiente. Entonces se agregaron 50 u] de] agente

siïiïante, N,O-bistrimeti1si1i1 acetamida, se tapó. se agi­

tó con vortex y se 11evó a estufa con temperatura de 809G

por espacio de 20 minutos. De 1a solución anterior se inyec­

taron 4 p] en e] CGL, cuyos parámetros fueron deta11ados

precedentemente, observándose en e] cromatograma de 1a Figu­

ra 45 correspondiente a1 blanco de orina que no aparece in­

terferencia en 1a zona de 1a Ec.
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11.2.6 DETERMINACION DE BENZOILECGONINA

La mitad de 1a solución metanóïica de] punto II.2.4 se

inyectó en e] HPLCcon 1as condiciones prefijadas anterior­

mente, 10 que permitió obtener 1a zona correspondiente a]

tiempo de retención de 1a BEc, 1ibre de interferencias (Fi­

gura 46).

En todos 1os casos se trabajó en paraïeïo con los b1an—

cos de orina y con testigos que se utilizaron comoreferen­

cia y que se prepararon adicionando cantidades conocidas de

1a cocaina, BECy Ec a orinas bïancos. De esta forma, compa­

rando estos testigos con las muestras provenientes de] tra­

tamiento de 1as ratas con cocaina. se eïimina sustanciaïmen­

te 1a disminución en 1a recuperación por apïicación de los

pasos sucesivos de 1a técnica propuesta.

E1 método ya ha sido esquematizado previamente en 1a Par­

te Experimenta] I.



Figura 46: Cromatogramas de: a) bïanco
ard de BEC por HPLC

de orina; b) stand­

250



251

II.2.7 CALCULO DE LOS PORCENTAJES EXCRETADOS DE COCAINA,

BENZOILECGONINA Y ECGONINA

Cocaína: Se caïcuïan Ios porcentajes que representan 10s

microgramosexcretados con referencia a 1a cantidad inyecta­
da de cïorhidrato de cocaína.

BEC y Ec: Los microgramos excretados de cada una se con­

vierten a clorhidrato de cocaina y se ca1cu1an 10s porcenta­

jes para poderla referir a 1a cantidad inyectada.

II.2.8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se someten Ios datos a una ANOVAde dos factores cruza­

dos. tiempo y experiencia, con medidas repetidas en e] tiem­

DO.
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II.3 RESULTADOS

II.3 ESTABILIDAD DE COCAINA Y BENZOILECGONINA

Teniendo en cuenta 10s antecedentes bibliográficos sobre

1a degradación hidroïitica de 1a cocaina en 1as muestras a

distintos pHy temperaturas. se efectuaron ensayos destina­

dos a estabïecer e] grado de hidrólisis de 1a cocaina y 1a

BEC en orina, durante 24 horas en e] Bioterio, que consta

de un ambiente c1imatizado entre 21°C y 23°C.

Para eïïo se instaïaron ratas en jau1as individuales, co­

Iocándose e] recipiente de recoïección de 1a orina conte­

niendo una cantidad conocida de las sustancias en estudio.

y se dejó en e1 bioterio por espacio de 24 horas.

Efectuando e] ensayo analítico contra un testigo expues­

to sólo a1 proceso de extracción, se puede comprobar que 1a

cocaina muestra una disminución en una proporción de1 5%,

mientras que para 1a BECno se detecta variación.
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II.3.2 VARIACIONES DE LOS PORCENTAJES DE EXCRECION POR EL

TRATAMIENTO CRONICO

Se rea1izaron siete experiencias inc1uyendo cada una de

e11as seis ratas, a 1as cuaïes se 1es inyectó cïorhidrato

de cocaína, y dos ratas a 1as cuaïes se 1es inyectó soïu­

ción fisiológica, diariamente, cinco dias por semanaa 10

1argo de 29 dias, con un descanso de 72 horas de viernes a

Tunes, necesario para reducir 1as interferencias de apïica­

ciones anteriores, de acuerdo con 10 citado en 1a literatu­

ra (73), y se anaïizaron las orinas correspondientes a Tos

dias 0, 15 y 29, de acuerdo con e] esquema de 1a Figura 43.

En paralelo se trabajó con orina blanco a 1a que se agre­

garon 100 u1 de cada una de las siguientes sustancias: co­

caina, BEc y Ec, utiTizándose comotestigo para 1a determi­

nación de 1a droga y sus metaboïitos. Esto tiene comofina­

Tidad minimizar Tos errores provenientes de] procesamiento

de 1as muestras, que pueden a1terar 10s resu1tados: a) dis­

minución en 10s porcentajes de recuperación por ias etapas

apïicadas y que afectan en forma distinta a 1a cocaina, BEc

y Ec; b) hidróiisis de 1a droga debido a 1as condiciones

que impone 1a metodo1ogia apïicada. De esta manera se eïimi­

nan en parte 1as transformaciones inevitabïes y ajenas a 1a

biotransformación en e] organismo.
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Los datos obtenidos se expresaron comomicrogramos tota­

1es de cocaina, BEc y Ec por cada muestra, siendo necesario

normaïizar 1os resultados a fin de poder compararïos entre

si, ya que 1a cantidad de cïorhidrato de cocaina inyectada

fue de 20 1 2 mg/kg de acuerdo con e] peso de1 Iote de ani­

males. Para e110 se calcu1aron 10s porcentajes que represen­

tan 10s microgramos excretados con referencia a 1a cantidad

inyectada. Si bien para 1a cocaína resuïta una conversión

directa, en e] caso de 1os metabolitos 10s porcentajes co­

rresponden a 1a cantidad de cïorhidrato de cocaína que se

excreta como BEc y Ec y es necesario efectuar los cáïcu1os

correspondientes.
A ïos efectos de estudiar 1a distribución de 1as varia­

b1es. se consideraron para cada uno de 1os tiempos y sustan­

cias e1 conjunto de 10s 42 datos. En 10s tres tiempos se ob­

servó una distribución norma1 de 1as variab1es cocaina, BEc

y Ec, según se pudo observar en Ios histogramas correspon­

dientes (Figuras 47, 48. 49). Se ca1cu1aron asimismo Ios

promedios de 1os porcentajes por experiencia y por tiempo

de tratamiento (Tabïa XII), y se graficaron dichos prome­

dios (Figuras 50, 51, 52).

Para conocer los posib1es efectos de] tiempo de trata­

miento de 1as ratas sobre Ios va10res de los porcentajes de

excreción. se sometieron 10s datos a un ANOVAde dos facto­
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res cruzados (tiempo, experiencia) con medidas repetidas en

uno, e1 tiempo. E1 estudio mostró que en e] caso de 1a co­

caína existen diferencias significativas entre Ios tiempos

(p < 0,05), notándose una tendencia decreciente y no habien­

do diferencias entre 1as experiencias. Para 1a BECno se ob­

servaron diferencias ni en Ios tiempos ni entre las expe­

riencias.

En e] caso de 1a Ec, presentó diferencias entre 1os tiem­

pos (p < 0,05), con una tendencia creciente y una cierta di­

vergencia entre 1as experiencias que es debida a variacio­

nes entre 1as pendientes de cada una de e11as.

También se reaïizaron 10s promedios de] tota] de datos

de 1as siete experiencias para cocaína. BEc y Ec en función

de] tiempo, según consta en 1a Tabla XIII, en 1a que se in­

cïuye 1a desviación standard. En 1a Figura 53 se observa 1a

tendencia general de cada una de las sustancias, que coin­

cide con 1as correspondientes a Ias obtenidas en cada expe­

riencia.

Se pudo observar que no se detecta 1a presencia de cocai­

na a Ios 29 días de tratamiento en e] 7%de ias ratas.
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(c)

8,1 5

Figura 48 : a) Histograma de 1a BEc a t =
b) ídem (a) a t = día 15
c) idem (a) a t día 29
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nQderatas

Figura 49 : a) Histograma de 1a Ec a t = día 0
b) ídem (a) a t = día 15
c) ídem (a) a t = día 29
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T A B L A XII

PROMEDIOS DE LOS PORCENTAJES DE EXCRECION
POR EXPERIENCIA

c o c a í n a

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

E c g o n 1 n a

A B C

1 1,11 1,34 2,01
2 0,83 1,70 2,13
3 0,71 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

B e n z o 1 1 e c g o n 1 n a

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 día 0
B día 15
C día 29
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T A B L A X I I I

PROMEDIOS Y DESVIACIONES STANDARD DEL TOTAL DE DATOS

Cocaína
t (dias) xx DS

0 1,65 0,91
15 1,15 0,63
29 0,81 0,51

Benzoiïecgonina
t (días) xx DS

0 7,90 2,47
15 7,82 1,70
29 8,15 2,39

Ecgonina
t (días) xx DS

0 1,08 0,35
15 1,53 0,55
29 2,08 0.67

t : tiempo
X : promedio
DS : desviación standard
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II.4 ENSAYOS CON ORINA HUMANA

Para comprobar 1a posibïe apïicación de] método propues­

to en orina humana, proveniente de posibïes drogadictos. se

trabajó in vitro sobre seis muestras de orina de seres huma­

nos aduïtos, a 1as que se agregaron 1a droga y sus metabo1i­

tos en estudio; asimismo se ensayo sobre bïancos de orina.

Efectuados todos 10s pasos descriptos entre 11.2.2 y

11.2.6, pudo comprobarse que 1a metodo1ogia es perfectamen­

te ap1icab1e y que los resuïtados son enteramente satisfac­

torios, ya que Ias impurezas de 1a orina resuïtan ser meno­

res que en e1 caso de Ia orina de ratas, especiaïmente en

1a determinación de BEC por HPLC, como 10 demuestran 10s

cromatogramas comparativos de los extractos de Ios bïancos

de orina humana y de ratas (Figura 54).



Figura 54: Cromatogramas de HPLCpara:
a) bïanco orina humana
b) blanco orina de rata
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C O N C L U S I 0 N E S

La drogadicción es un importante y grave prob1ema inter­

naciona1 y, aunque es casi imposibïe identificar e] número

exacto de drogadictos, 105 expertos creen que miïiones de

habitantes de] mundohan sucumbido a1 faïso encanto de las

drogas i1egaïes y peïigrosas. Por 1o tanto, esta situación

no sóïo afecta a aqueïïos cuyas vidas están deterioradas

por 1a droga sino que tiene adversas repercusiones socia­

1es, poïiticas y económicas. Es asi como en los úïtimos

años 1a comunidad internaciona] ha aunado esfuerzos a fin

de dar una respuesta coordinada. Sin embargo, esta expre­

sión de deseos y 1os logros obtenidos no han sido suficien­

tes para erradicar este f1age1o, y e110 se debe principa1­

mente a que 1a producción y e1 tráfico de drogas son un

gran negocio: e] producto es a1tamente 1ucrativo, necesita

poca pubïicidad y hace que e] consumidor regrese por más.

Uno de Ios primeros pasos para poder luchar contra 1a

drogadicción consiste en profundizar sobre e] conocimiento

de 1as drogas invo1ucradas. En e] caso de 1a cocaina 1os

esfuerzos por reducir su consumo han aumentado enormemente

en 1os ú1timos años gracias a una mayor comprensión de 10s

pe1igros que entraña su adicción.

E1 principa] motivo de1 uso de esta droga consiste en su
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acción estimu1ante sobre e] SNC;por 9110 ios estudios ten­

dientes a diïucidar esta acción han ïïevado a disipar 1as

atractivas imágenes con 1as cua1es anteriormente se asocia­

ba a 1a cocaina.

Hoy en día existen evidencias de que 1a droga no sóïo

produce dependencia psíquica sino que está comprometida en

1a dependencia fisica que Iïeva a1 consumo crónico.

Para 9110 ha sido necesario determinar su presencia en

diversidad de matrices y sobre todo en f1uidos bioïógicos,

a fin de escïarecer y resolver 105 distintos aspectos en

que se encuentra impïicada 1a cocaina, en especia] para de­

tectar su abuso y para e] controï en ios programas de reha­
bi1itación.

Una de 1as caracteristicas sobresaïientes de 1a cocaina

con respecto a otras drogas es su biotransformación y su

inestabiïidad bajo ciertas condiciones a 1as que está ex­

puesta en 1a matriz que 1a contiene o durante 1a apiicación

de 1a metodoïogia para su aisïamiento y determinación.

Por e110, comoe] tema de1 trabajo de tesis consistió en

determinar ios porcentajes de excreción de cocaina. BECy

Ec, fue necesario agotar todos Ios recaudos para garantizar

que ias condiciones de 1a toma de 1as muestras de orina de

ratas no infïuyeran sobre 1os datos obtenidos.

La bibiiografia da cuenta de 1as condiciones adversas
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que pueden alterar los resultados en este tipo de muestras.

como es especialmente el pH.

En las jaulas metabólicas convencionales en que la sepa­

ración entre la materia fecal y la orina se hace por medio

de bochas de vidrio o mallas de metal o plástico y en las

cuales el contacto entre ambases 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 diseñó una modificación de los

embudos que responde a lo deseado.

Además, a fin de optimizar aún más el pH de la orina, se

recogieron las muestras en vasos de precipitado, los cuales

fueron pretratados con ácido sulfúrico 0.1 N y escurridos

hasta su secado. Asi se obtuvieron las orinas con un pH que

osciló entre 6,0 y 6,7. Si bien para otras drogas es sufi­

ciente su identificación y valoración comoindicativo de su

consumo, para la cocaina es de primordial importancia el ha­

llazgo de sus metabolitos más que ella misma, ya que se ex­

creta como tal en alrededor del 1%de la ingresada.

Por muchotiempo los laboratorios toxicológicos fracasa­

ron al obtener resultados negativos falsos. por aplicar los

métodos tradicionales en los que se trabaja con solventes

no polares, ya que los metabolitos requieren para su extrac­

ción solventes polares.
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E1 uso de este tipo de soïventes trae como consecuencia

probïemas en 1a detección y determinación de Ios productos

de 1a biotransformación. ya que también extraen componentes

de 1a orina. Si se emplean soiventes de poïaridad media dis­

minuyen 1as interferencias, pero requieren un tratamiento

más exhaustivo de 1a muestra.

En este caso se eïigió 1a técnica de saïting-out, que re­

quiere 1a saturación con un agente como ei carbonato de po­

tasio que 11eva e] pH a 8, previo a 1a extracción con aceto­

nitriïo de 1a cocaina, BEcy Ec. Se requirió tomar ciertas

precauciones, comoenfriamiento de 1as muestras antes y du­

rante 1a saturación y rápido procesamiento. En Ios pasos

subsiguientes, como1a extracción de cocaina con ciclohexa­

no previa aïcaïinización con hidróxido de amonio a1 5%y un

nuevo sa1ting-out para extraer BEc y Ec, también fue necesa­

rio tomar 1as prevenciones antes mencionadas. Para 1a Ec

fue ademásnecesaria una purificación posterior de] extrac­

to.

En cuanto a Ios resultados obtenidos de 1a apïicación

de] método desarr011ado a muestras de orina con agregado de

1a droga y sus dos metaboïitos en estudio, cabe efectuar a1­

gunas consideraciones:

a) Para 1a cocaina después de efectuar 1as dos extraccio­

nes y determinarïa por CGL, se obtuvo una recuperación de]
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b) La forma en que se efectuó e] aislamiento de 1a BEC

mediante dos extracciones, empieando la técnica de 1a satu­

ración saiina, permitió 1a posibiiidad de evaiuarla por

HPLC, obteniéndose un rendimiento de] 89%.

c) La metodoiogia empïeada para e] aisiamiento y evaïua­

ción de 1a Ec requirió arduos y 1aboriosos ensayos, ya que

para 1a va1oración por CGLfue necesaria 1a derivatización

previa de 1os extractos, para poder pasarios por e] cromató­

grafo, debido a 1a caracteristica a1tamente p01ar de este

metaboïito. Pero para ello es imprescindibie contar con ex­

tractos aptos para ese fin; por 10 tanto, se reaiizó una pu­

rificación que consistió en un pasaje por c01umnade siïica

ge1, utiïizando como soïvente de e1ución metano]. En este

caso, y dadas ias caracteristicas dei procedimiento, 1a re­

cuperación fue de] 75%.

Lograda 1a metodoiogia apropiada para determinar 1a can­

tidad de cocaina, BECy Ec excretada por orina de ratas, se

procedió a reaïizar 1as experiencias con ios animaïes.

Como se ha señalado oportunamente, se inyectan en forma

intraperitonea] una cantidad de cïorhidrato de cocaina de

20 mg/kg; esta dosis, citada en 1a bib1iografia y ensayada

en nuestro iaboratorio, tiene 1a ventaja de permitir un tra­

tamiento crónico de ias ratas (dosis fate] i.p. es de 100
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mg/kg) y a su vez 1as cantidades a determinar permiten de­

tectar variaciones significativas.
En vista de 1as diferencias en Ios porcentajes de recu­

peración de 1as sustancias estudiadas, se decidió reaïizar

e] anáïisis de ias muestras en paraïeïo con orina de rata

inyectada con so1ución fisio1ógica, a 1a cua] se Ie agrega­

ron 100 pg de cocaína, BEc y Ec, y comparar contra este tes­

tigo 1os resuitados obtenidos.

Una vez obtenidos 10s datos correspondientes a 1as siete

experiencias reaïizadas en 1as que se ana1izaron 1as orinas

correspondientes a Ios dias 0, 15 y 29. se procede a su es­
tudio estadístico.

A fin de poder precisar Ios efectos de] tratamiento cró­

nico de 1as ratas sobre 10s vaïores de 10s porcentajes de

excreción de cocaina, BEc y Ec, se sometieron 1os datos a

un ANOVAde dos factores cruzados (tiempo, experiencia).

con medidas repetidas en e1 tiempo.

Se pudo comprobar que para 1a cocaina existen diferen­

cias significativas entre 1os tiempos (p < 0,05), notándose

una tendencia decreciente en los porcentajes de excreción,

no habiendo diferencias entre ias experiencias.

En e1 caso de 1a BEc, no se observaron diferencias ni en

ios tiempos ni entre las experiencias.

Para 1a Ec se evidencian diferencias entre 10s tiempos
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(p < 0,05), con una tendencia creciente en los porcentajes

de excreción.

Esta modificación en la biotransformación de la cocaína

por el tratamiento crónico puede deberse a varias causas,

pudiéndose efectuar algunas consideraciones en base a la bi­

bliografia existente (57) (73) (75) (78).

a) En estudios realizados en ratas pretratadas crónica­

mente con cocaína (20 mg/kg) durante 21 días se determinó

la cantidad de cocaína libre excretada y los metabolitos to­

tales por métodos radioquímicos después de la última inyec­

ción. observándose que entre las 72 y 96 horas se detecta

una radioactividad muy baja, pero mayor que en el caso de

un tratamiento agudo. Unefecto análogo 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 crónico la cocaína se acumule en grasa, siendo liberada

lentamente al torrente sanguíneo y biotransformada; por lo

tanto los metabolitos podrian sufrir un incremento, en espe­

cial la Ec por ser la última en la cadena metabólica.

c) La tendencia decreciente de la cocaína puede justifi­

carse por la inducción de la via oxidativa durante el pro­

ceso crónico, y por otra parte se podria alterar alguna
otra de las rutas involucradas en la biotransformación de
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1a cocaina, que ocasionaria un incremento en 1a producción

de Ec.

Es interesante observar en e] presente estudio que des­

pués de 29 días de tratamiento con cocaína, y como conse­

cuencia de] desp1azamiento de 108 porcentajes de excreción

de 1a droga hacia vaïores más bajos, se obtienen resu1tados

negativos falsos en e] 7%de las muestras, ¡o que contirma

1a necesidad de 1a búsqueda de metaboïitos como mejor índi­

ce de su ingreso a1 organismo.

Además se comprueba que 1a BEc es e] metabo1ito más im­

portante como indicador del consumo de cocaína, ya que no

se altera por eï tratamiento crónico.

Se pudo constatar que 1a metodología utiïizada es aplica­

bïe a1 estudio de 1a cocaína y sus metaboïitos en orina hu­

mana, hecho importante para escïarecer y resoïver Ios aspec­

tos toxicológicos y Iegaïes que resuïtan de 1a investiga­

ción de] abuso de drogas.



ACE

ADN

ATP

ARN

BEC

BNEc

CCD

CGL

CGL/MS

cit.P-450

COMT

Ec

E.coca Lam.

EDTA

EMEc

EMIT

FAD

FAD-M

FBS

FMN
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A B R E V I A T U R A S

aceti1c01ínesterasa

ácido desoxiribonucïeico

ácido adenosintrífosfórico

ácido ribonucïeico

benzoiïecgonína

benzoílnorecgonina

cromatografía en capa deIQada

cromatografía gas Iíquído

cromatografía gas líquido/masa

cítocromo P-450

catecol-o-meti1transferasa

ecgonína

Erythroxy1um coca Lamarck

sa] sódica de] ácido etiïendíamínotetracé­

tico
éster metíïíco de 1a ecgonína

inmunoensayo de enzima múïtipïe

F1av1n adenína dínuc1eót1do

FAD-monooxigenasa

buffer de fosfatos

F1avin-mononucïeótído

gramo/s



GSH

GSSG

ha

HPLC

IR

k9

k1

Km

MAO

m9

NADH

NADPH

NaF

NC

NEC

N-hidroxi-NC

nitróxido-NC

PCE

RIA

r.p.m.

SNC
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gïutatión reducido

gïutatión oxidado

hectárea/s

cromatografía liquida de aïta presión

infrarrojo
kiïogramo/s

kiïolitro/s
constante de Michaelis

monoaminooxidasa

miligramo/s

Nicotinamida adenina dinuc]eótido

Fosfato de nicotinamida adenina dinucïeó­

tido

Fïuoruro de sodio

Norcocaína

Norecgonina

N-hidroxinorcocaina

Nitroxido de norcocaina

Pseudocoïinesterasa

Radio inmunoensayo

revoluciones por minuto

sistema nervioso centraï

toneïada/s
variedad



Vlax

N9
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VeIocidad máxima (veïocidad de una reacción

enzimática a concentraciones saturantes de

sustrato)

microgramo/s

Www/í; "¿áfü
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