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OBJETIVOS

La cocaína constituye en la actualidad una de las

principales drogas de tráfico y consumoilícito. Su identi

ficación y determinación en material biológico, especial

mente en orina, es de primordial importancia en casos lega

les. Sin embargosu reconocimiento es poco frecuente en aná

lisis toxicológicos de rutina, debido sobre todo, a su rá

pida y manifiesta degradación metabólica en condiciones fi

siológicas normales, consecuencia de un proceso hidrolitico

que afecta primordialmente a determinadas funciones.

Autores como Bastos y Hoffman ( 4 ), Javaid y col.(36-37)

Mule y Misra(65-66)citan que menos del 1%de la cocaina in

grcsada, aparece no degradada en su estructura original en

orina, revelándose a la vez 1a existencia de diversos meta

bolitos entre los cuales cabe citar primordialmente a la

benzoilecgonina y ecgonina.

Por su parte Valanjú y Col. (90 ) señalaron que en

150 casos estudiados, solo revelaron la drOgainllterada en

el lï del total de las muestras eximinadas, consignandose



en cambio la existencia de benzoilecgonina, único metaboli

to investigado en sus experiencias.

Wallacey col(93,94), en un estudio estadístico reali

zado en pacientes a los que se les suministró cocaina como

anestésico local, demostraron que después de las 8hs. de su

aplicación practicamente no se encuentra 1a droga tal cual

en orina, revelándose la benzoilecgonina metabolito exclu

sivamente investigado.

En mérito a las consideraciones precedentes de carác

ter general y dado la trascendencia del tema, se decidió

realizar el respectivo estudio de la analítica toxicológica,

comouna efectiva contribución, destinada al reconocimiento

de los derivados metabólicos de 1a cocaina en muestras de

orina vinculados con las areas de 1a drogadicción y el "do

ping".

Nuestro esfuerzo responde a la necesidad dc implemen

tar técnicas analíticas de efectivo e indiscutible rendi

miento para su consulta e incorporación a la metodología

convencional.

A tal efecto ha sido necesario idear un esquemaana



lítico que involucrará la extracción, purificación, iden

tificación y evaluación de los principales metabolitos de

la cocaina en muestras de orina.

Debido a que la busqueda de tóxicos hidrosolubles no

está totalmente integrada a los análisis toxicológicos de

rutina, se consideró de utilidad estructurar una metodolo

gía racional a fin de contemplar aspectos poco explorados

en la materia.

Acorde con el concepto aceptado por la mayoría de los

investigadores los principales metabolitos de la cocaína

son la benzoilecgonina y la ecgonina con marcadas propieda

des hidrofílicas y, por lo tanto, de dificil aislamiento a

partir de material biológico con elevado contenido acuoso.

Ante ello resultaba ineludible otorgar especial prioridad

a una metodologia adiptadas a las investigaciones de rutina,

de excelente e indiscutible rendimiento, brindando a la vez

las condiciones óptimas para la identificación y evaluación

de los metabolitos resultantes.

Comoculminación de los propósitos que reclamar:

nuestro estudio, se ha realizado la evaluación de cocaína



no transformad¿ y sus metabolitos mayores en muestras de

orina obtenidas de r;tas tratadas en forma aguda con la dro
n . Iga original (cocaina).

Este estudio permitió conocer los porcentajes de ex

creción de los derivados en estudio y la importancia que

adquiere para el químicotoxicólogo eliintegrar a su tra

bajo de rutina la investigación de drogas orgánicas hidro

solubles.



IHTRODUCCIOK.

Generalidades: Coca-Cocaína.

La cocaína es un alcaloide extraido de las hojas del

arbusto leñoso "coca", originario del Continente Americano,

cuya clasificación taxonómicaes la siguiente:(100)

Reino: Vegetal.

División: Angiosperma.

Clase: Dicotiledoneas.

Orden: Corolianos (Suborden Geraniales).

Familia: Erictroxiláceas.

Género: Eritroxylon.

Especie: Coca.

Variedades: Bolivianum Burn.

Novogratense norris.

Denominación común: Eritroxylon Lamark.

Es de conocimiento generil que en los ritos sagrados

de todos los pueblos primitivos existen una o más plantas

que juegan un papel importante en sus mitos y que tienen

por virtud ya sea explicar el origen de su aparición o bien



de hacer resultar alguna de sus propiedades más salientes.

Por estas circunstincias las mismls disfrutaron, a través de

los tiempos, de la consideración de "plantas sagradas". Esto,

unido a sus propiedades y virtudes hizo que se arraigaran,

florecieran y fructificaran en el fértil eimpodel mito y la

leyenda sin desconocer por cierto que, en la observación del

hombre primitivo hubo frecuentemente una coincidencia con lo

que muchomás tarde sería establecido por la investigación

científica.

Una de ellas es la "coca" considerad por el fundador

de la dinastía de los Incas, lance Capac (siglo XII) como

"la planta sagrada, que consuela al afligido, calma la sed

del sediento, sacia al hambriento y da fuerzzs al cans¿do" y

enseñó a sus integrantes a servirse de ella.

La "coca" nombre vulgar que ha trascendido hasta noso

tros, deriva del Aimará "Khoka"que quiere decir "la planta

por excelencia", "la primera entre todas".

El uso comomastiCItorio dc sus hojas secas, es hLbitual

entre los indígenas del altiplano argentino, Perú, Bolivia y

ciertas tribus del sud de Colombia, en las fuentes del Madre



de Dios y del alto Amazonas. En Europ; las primeras noticias

sobre la "coca" o "hayoW, como la denominan en Venezuela, se

tuvieron en el año 1500, llevadas por la expedición que re

corrió la costa norte de Sud América. Pocos años después, a

raíz de la conquista del Imperio de los Incas por Pizarro,

se tuvieron datos más precisos sobre el uso de las hojas de

coca, comomasticatorio habitual y de las características de

la planta. Ademáscon respecto a la forma de su utilización

con el agregado de una sustancia alcalina (la "yista", "cluk

ta" o "tokkra") comocomplemento indispensable.

Recien en 1750 llegaron a Europa las Drimeras muestras

auténticas de la planta, que sirvieron de tipo para su cla

sificación definitiva.

El Erytroxylon Coci Lamarck, es un arbusto que puede

alcanzar de uno a tres metros de altura con flores blancas,

frutos ovales de color rojo y hojas enteras, cortamente pe

cioladas, ovales, de 2 a 7 cm de largo y 1,4 a 4 cm de ancho,

con la nervadura central prominente y otras dos líneas cur

vas colenquimáticas a un tercio del borde a l; nervadura

central.



La hoja es la parte de la planta que contiene la mayor

cantidad de principios activos, y es empleadatal cual para

la extracción de su principal alcaloide, la cocaina. La coca

se cultiva en todos los valles calientes de la cordillera an

din;, hasta una altitud de 2.200 m sobre el nivel del mar,

desde Bolivia hasta Méjico. Desde fines del siglo XIXse ha

establecido su cultivo en las comarcasseptentrionales de

Java y Ceilan. La variedad de J;va es de hojas pequeñas muy

rica en a1c1loides totales, considerablementesuperior al

de la mejor coca Americana.(89)

Se la propaga a partir de semillas que se siembran in

mediatamente de recogidas, en un suelo suelto y húmedo, en

almíciïos al abrigo del sol. La brotación se produce general

mente entre los lO y 15 dias. Al cabo de un año las plantas,

ya de una altura de 40-50 cm, se transplantan a su sitio de

finitivo en el terreno que especialmente se ha preparado para

formar el "cocal", el que frecuentemente ocupa el talud de

una montaña y forma una serie de angostos escalones donde

sólo se discone una hilera de plantas, sostenidas por peque

Ïos muros de piedra, algo más alto, los que no solo mantienen



la tierra o impiden su desecación, sino que también protegen

las raices y el cuello del arbusto de la acción directa de

los rayos solares.

Otras veces el cocal se establece en un terreno llano,

donde en surcos (Wachos), trazados a cordel, separados por

pequeños bordes de piedra y tierra bien apisonada (umachas),

se plantan las hileras de arbustos. Al año y medio o dos años

después, el cocal da su primera cosecha, producción que con

tinúa por espacio de cuarenta años y aún más.

La recolección es anual; la primera cosecha se efectúa

a expensas de las hojas inferiores, por cuya razón recibe el

nombre de "Quita Calzón"; las siguientes, que son tres,

excepcionalmente Cuatro, se denominan "Mitas" y se efectuan

en marzo (mita de Marzo), a fines de junio (mita de San Juan),

y a fines de octubre o principio de noviembre(mita de los

Santos),

Las hojas cuidadosamente recolectadas se deseCan al

abrigo del sol y luego son embalaías en sacos apropiados.

Las hojas de coca contienen alcaloides en proporción

que varia de 0,5 a 1,5%.



Las hojas provenientes de cultivos de Java son más ri

cas en alcaloides totales que las variedades bolivianas, pero

en cambio en estas la cocaína, que es el principal alcaloiües

representa el 70-807 de los alcaloides totales mientras que

en las de Java, sólo el 50%.

En el mercado circulan dos clases de hojas de coca;

Coca Boliviana o de Huamico, del Erythroxylon Coca y la Coca

Peruana o de Truxilio, del Brythroxylon Truxilense, esta úl

tima cultivada actualmente en JlVü.

Las hojas le coca contienen comoprincipios activos al

caloides que corresconden a tres grupos principales (46 ).

A) Metil acil ecgonina.

l) Cocaína (Ketil Benzoileczonina).

23'Cinamoil-cocaín: (Metil cinamoilecgonina).

3) y truxilinas (Metil ó truxiloilecgonina).

B) Tropeínas (esteres ie la pseudotrooina).

l) Tropococaina (benzoil Dseudotropina}.

Ó \/ Higrinas (derivados de la metil pinclidina).

l) Higrina.

2) Cuzco higrina.
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Hemos ya mencionado el empleo de la hoja de coca c0mo

masticatorio entre lOs pobladores de muchas de las regiones

de cultivo en América del Sud, acto que recibe el nombre de

"coqueo".

Aunqueexisten autores que manifiestan que la mastica

ción de las hojas de coo; en dosis convenientes son beneficio

sas para el mantenimiento de la vida en las grandes altitudes,

otros entes internacionales expertos en salud, califican

este acto comouna toxicomanía y recomiendan medidas para

erradicarlas en formadefinitiva.

Los adictos al hábito del "coqueo" añaden al "acullico"

(hojas de coca) que es introducido en la boca, una sustancia

alcalina que tiene por objeto facilitar la extracción de la

cocaína, la que una vez liberada es absorbida lentamente.

El investigador Kontesinos, en un trabajo publicado en

el aïo 1965 manifiesta "que si bien la cocaína aplicada por

ví: inyectable o aspiración nasal, produce efectos altamente

estimulantes, éstos no son observados en las nasticadores de

hoja de coca, quienes por el contrario, se encuentran depri

midos y con marcadas deficiencias psicomotoras. El citado
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autor observa que cuando la cocaína es ingerida por vía bucal

toma lugar un completo proceso metabólico e hidrolítico. La

"llipta" libera el alcaloide a su estado básico y este es

transportado por la saliva siguiendo el curso del tracto gas

trointestinal. La hidrólisis de la cocaína comienzaen la bo“

ca por la acción de la "llipta" y de la saliva y continúa des

doblándose por el canal gástrico. Montesinos en su publicación

cita datos obtenidos por Garcia Parra con respecto a las pro

porciones en que es hidrolizada la cocaína, cor los distin

tos componentes del sistema digestivo (69)

20,38%por saliva obtenida artificialmente.

5,48%por jugo gástrico artificial.

26,39%por jugo pancreático natural de perro.

33,9 %por jugo pancreático y bilis naturales.

8,55%por jugo intestinal de perros.

71,71%por extracto de mucosaintestinal.

(No se mencionan tiempos, ni forma de realización de las expe

riencias).

De los datos consignados por el autor se observa que

es un tracto intestinal, o mejor aún en la pared del mismo,
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que la cocaína sobrelleva la más importante hidrólisis. Estos
/

datos son coincii ntes con el del toxicólogo frances Kohn

Abrest ( 46).

Montesinos ( 61) hace referencia también a la acción

del higado sobre 1; cocaína, y considera este órgano comoel

que posee mayor capacidad para metabolizar o hidrolizar es

teres. Indica además, la presencia de un sistema enzimático

específico descubierta por Heim( 29): "la cocainaesterasa".

La "Comisión de Información sobre la Hoja de Coca", en

estudios realizados sobre el hábito del coqueo manifiesta que

los adictos consumen diariamente un promedio de 50 g de hojas

dc coca, repartidas en tres "tomas". Teniendo en cuenta que

el contenido de cociín‘ en las hojas es de anroximadamente

0,7fl, resulta una ingesta real iel alcaloide de 350 mg, la

que si fuera complet:mente absorbida oor el torrente sanguí

neo, produciría una estimulación similar a la observada cuando

se administra por ví: parenteral. La dosis mencionadaexcede

la cocaína a través de aspiración naSJl, llegando a ser

muchas veces tóxica, pero como no se observan en los coqueros

ni estimulación cortical apreciable, ni efectos tóxicos, es
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lógico pensar que "¿1:0 le ocurra" a la cocaína ingerida.

Entre otros autores que se dedicaron al estudio sobre

el "mascado de hojas de coca" se mencionan a Hanna y Hornich

(27 ), quienes efectuurOn una investigación sobre las pers

nectivas biológi04s y socigles del "coqueo" entre los abori

genes del altiplano. Se transcriben algunos de los conceptos

másnotOrios de la investigación de referencia": "Biológica

mente el uso de "coca" parece reducir la pérdida de calor

del cuerpo en ambientes fríos, incremente la habilidad para

el trabajo y es útil en el mantenimiento de su aimptación a

las altas planicies".

Autores comoZapata Ortiz (1944)(99 ) Reisemberg(1944)

(78 ), Chambochumhi(1949)(l4 ), hfin observado que la esti

el masonLumulación fisiológica en "coqueros" después de l h

a cocaina,¡-1io es comñtrible con la estimulación producida nor
. . .Iconsiiernnio por lo tanto al "coqueo" y la aiic10n al alca

loide, como un mismo problema.

Sin embargo otros autores informan oue los "mascadores".) ..

. I . . ‘no presentan comolos cocalncmnnos, deseo insa01able por la

droga, paranoia, ni el deterioro mental, que caracteriza u



_ 19 

estos últimos. No se comprobaron modificaciones en el compor

tamiento y fisiología de los mascadores. Monge( 61) reporta

que el hábito fué abandonado por indigenas, cuando se proveyó

a los mismos alimento bien balanceado y manifiesta que el

"coqueo" es parte de su adaptación a la vida en las alturas.

Se encontró relación entre la altitud y el consumode

"coca", y en este sentido hay autores que advierten la influ

encia de la proximidad a las plantaciones. Otros suponen que

dicha costumbre se debe a las dificultades en la vida a dichas

Los nativos creen que la "coca" alivia el hambre, re

duce la fatiga y provee calor. La consideran indispensable

para llevar a cabo las funciones normales y su consumo es más

intenso en las estaciones frias. Otra alternativa seria que

los indios de las altas mesetas viven en un estado cultural

aborigen dentro del cuil, la coca desempeñaun rol importante,

mientras que en las ciudades occidentales a menOraltitud no

existe la tradición del mascado. ¿si el uso de la "coca",

puedeser la continuación de una cultura tradicional entre

los nativos de las alturas o bien lu incorporación de dicha



- 20 

planta en la dieta puede constituir una más eficiente adap

tación al stress de la altura, hambre, fatiga y frío. Aunque

los indígenas consideran a la "coca" comoun alimento, el va

lor potencial nutritivo ie 11 mismaes desestimado por al

gunOSinvestigadores. Sin embargo Baker y Mazess (l963)( 7)

encontraron que la "llipta" puede ser una importante fuente

de calcio. Recientes trabajos de James A. Duke ( 16) han al

teraio el punto de vista nutricional, ya que desnués de un

exhaustivo análisis comprobóque las hojas de coca de Bolivia

poseen un significativo númerode nutrientes esenciales.

COCAINA: FARHACO Y QEQGA DE !“USO.

El empleo tera_éutico ie la cocaína estuvo reservaio a

su uso com anestésico 10C41, ya que produce un bloqueo en

la coniucción ie las sensaciones dolorosas, provocanio al

mismotiempo una marcada vasoconstricción que impiie la ab

sorción masiva de la drOga, que de no ser asi resultaría

mortal. La cocaina en su uso comoanestésico local ha sido

reemplazlïl por drogas sintéticas exentas ie toxicidad.

Las intoxicaciones fatales producidas nor el uso de



cocaina se debe a su acción directa solo el miocardio (muer

te súbita).

31 consumoilícito de este alcaloide comodroga de a

buso se acrecienta en forma alarmante debido a SuS propieda

des estimulantes más acorde al ritmo y exigencias de la vida

moderna. La droga produce, siempre al comienzo, una sensación

de bienestar, "cebo" irresistible para una intoxicación volup

tuosa. Los caminos que conducen a las toxicomanías son siempre

los mismos: miedo al dolor, ansias de placer o via de escape

a una realidad agobiante, condiciones estas entre otras que

en la vida moderna, estín dadas ampliamente.

El tiempo actual, dominadobor la angustia y el temor,

Qïuii21 la necesidtí de la evasión psíquica y en ciertos ca

sos de personalidai osiconática, el individuo se siente impul

sado a refugiarse en l: drOga, que le brinda seguridad, olvi

do, excitación o éxtasis.

Hasta hace pocos años se consideraban comocaracterís

ticas ligadas al uso de drogas el desarrollo ie las dependen

;sicofisicas y de la tolerancia.O p. g) i. O

Las escuelas más modernas "definen al abuso compulsivo



de Drogas" comoun modelo ie comportamiento frente al uso

de una droga, caracteriZado por un incontrolado empleo de

la misma por la ansiedad cara el logro de su provisión y

por una alta teniencia a la recaída".

"idioción" de este modose refiere a la posición que

ocupz la droga en la vida total del sujeto adicto y sc eva

lúa esenci lmente a nivel cuantitativo. En muchoscasos no

es posible establecer con nrecisión hasta que punto el uso

con ulsivo debe ser considerado como "adicción". Adicción

en este sistema ie coordenadas no puede ser usado intercam

biablemente con dependencia física. Es posible un estado de

dependencia física de drogas sin adiCCión, y ser adicto sin

ser dependiente físicot lo que debe tomarse en cuente es la

importancia de la drOga n la vida de un individuo, el que

no puede desarrollar su vida normalmentesin administrarse

una sustancia cualquiera, que no es necesaria para el mante

nimiento de sus funciones vitales. El drogadicto encuentra

en la cocaína estimulación de sus fuerzas, de su capacidad

intelectual, de su sensibilidad emotiva, la qre le incre

menta la captación de estímulos placenteros; en resumen,



amplifica sus posibilidades psicofisicas, instalando en cambio

un estado potente de agresividad, pérdida de las inhibiciones

y exaltación de su propio valer.

Farmacodinamia de la cocaína.

La cocaína actúa a distintos niveles del organismo(13,22).

Estimula el S.N.C. en forma descendente, siendo la pri

mera y principal acción sobre la corteza.(98)o

n el hombreesta acción se manifiesta por verborragia,

falta de descanso y excitación. Existe alguna evidencia que

la resistencia mental sea incrementada.

Tambiénpuede aumentarse la capacidad para el trabajo

muscu ar, nrobablemente debido a la pérdida ce lc sensación

de fatiga, características de otros estimulantes. En anima

es la acción corti al se manifiesta orincipalmente por in

cremento de la actividad motora. Desnués de Uequeñas cantida

ph.es de cocaína, la actividad motora aplrecs bien coordinada,

pero cuando la. 'osis se incrementan los centros inferiores

estan tambien afectaJOS, lo que ocasiona temblores y movi
——\ . . Imientos convulsivos. ¿stes efectos de est1mulac1on pueden ser
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el resultado de la depresión de las neuronas inhibidoras

del sistema nervioso central.

Existe, además, estimulación de los centros respirato

rios vasomotores y del vómito.

La estimulación central es luego seguida por depresión.

Los centros superiores son los primeros en deprimirse y esto

puede ocurrir cuanio las porciones más bajaschl axis cerebro

esDinal están aún eXCitadas. En este caso la muerte se pro

duce por ieprcsión le los centros bulbares.

Nohay evidencia que la cocaína incremente la ‘ucrza

ie le contracción muscular, actuanïc directamente sobre el

músculoesquelético. El alivio ie la fatiga por cocaína, pare

ce ser el resultado de la estimulación central, la que encubre

la sensación de cansancio, comoocurre con otros estimulan

tes centrales.

La cocaína es marcadamente pirogénica (22 ) y se consi

dera que son dos los actores que contribuyen a la elevación

se la temoeratura corpórec:

a) La actividad m scular incrementad; que acompaïa la gran
. l .

estimulaciOn iniuciía por la droga, aumenta la producc1on ue

calor.



b) La vaso constricción periféric;, que impide la pérdiia de

alor nor irraiiación.

La evidencia que la cocaina tiene acción directa sobre

los centros de la regulación térmicz está dado por los esta

ios febriles, que son comunes, y es uno de los principales

síntomas de la intoxicación aguda.

La cocaína actúa también sobre el sistema nervisoso

autónomo,y tiene la propiedad ie potenciar tanto las res

puestas excitatorias comolas inhibitorias de las fibras

. r. . , ¿_ ISlm aticas postáganglionares. al respecto se penso en un

principio que la acción simpatico-mimética de la cocaína se

iebía a su proniedai ie inhibir a la monoaminooxidasaintra

neural, pero este argumentono resultó valeiero ya que otras

I.K.A.O.(inhibidores de la mono¿mino o iias3)( 22) más po

- . 1 _¡_ . .Iuerosos no pronuCian tanta exc1tac1on.

Axebrod (22 ) demostró que sólo una pequeña parte del

. . .. ¿_ J. _.. .aneurotransmiSOr libera , es destruiuo por 011Q2C10n,y que

la mayor parte es activamente reabsorbido por la terminal

axonaLque lo liberaría. La cocaína previene l: "retoma" de

las aminas biógenas desde el espacio sináptico, meCanismo
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éste que se efectúa nor transporte activo y difusión pasiva.

El resultado es que el transmisor sinnático liberado o inyec

tado persiste cerca de los receptores del órgano efector en

altas concentraciones y por largo tiemoo, produciendo de es

te modofenómenos de eXJgeraías respuestas. a cocnína es el

único anestésico local que tiene esta propiedad, lo que expli

caría su acción vasoconstrictore y midriática.Su acción dila

tadora sobre la Duoila no es por inhibición del músculo es

finteriano, sino que l: miiriasis es el resultado de 12 poten

cioción sinoática del músculoradial del iris.

Los síntomas de la intoxi01ción aguda con cocaína están

principalmente referidos al S.N.C.(sistema nervioso central).

Los encientes rápidamente se excitan, aparecen ansiosos, con

fundidos, con reflejo: incrementzi s y cefalea. 31 oulso se

aceleru, la resoiración se tcrn: irregular, y se produce

hioertern'a. Las oupilis estan íilzt d: . ¿parecen a conti

nuación neuseas, vómitos y dolor cpigástrico? sensación de

hormigueo en la oiel, delirio con convulsiones. La muerte

ocurre nor paro resviratorio o deoresión bulbar.a . . -ñ I
nn ot °s Coroloncs la 1ntox1caclón aguda Por cocaina
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curs; en forma muyrápida ( 22), la muerte es casi instantá

nea. Los pacientes, a menudocolapsados y agonizantes, mue

ren antes de toda atención médica. Esta forma se fiebe a una

absorción rápidu y masiva de altas concentraciones de la dro

gi que intoxica el músculo cardíaco en forma directa e irre

versible.
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METABOLISMO DE LA COCAINA.

El estudio del destino y metabolismo de la cocaína

en hombres y animales, fue motivo de numerosas contribucio

nes y de entre ellas se seleccionaron algunas de las más

recientes para su debida apreciación y comentarios.

I) Nayay col. (67, 68, 80) trabajando con (3H) cocaína, es

tudiaron el destino y biotransformación del alcaloide, in

toxicando ratas en forma aguda y crónica.

Para su adecuado conocimiento se describen algunas de

las experiencias realizadas sobre el particular y los resul

tados obtenidos.

a) Intoxicación de ratas en forma aguda por via I.V.

Se inyecta la droga a razón de 8 mg/kg.

Se establece que el tiempo para lagrar la concentra

ción máxima en cerebro y plasma es de 15 min y su desapari

ción total en ambos medios requiere 6 hs. La vida media de

cocaína registrada en cerebro fué de 15-min y en plasma de

20 min.

b) Intoxicación de ratas en forma aguda y crónica por via
subcutanea.

Se inyecta a razón de 23 mg/kg.
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Se observa que el "pico" máximoie concentración en

cerebro, plasma y otros tejidos se alcanza a las 4 hs. Las

excepciones fueron: corazón que se alcanzó a los 30 min.

y tejido graso a las 2 hs. Estas observaciones fueron si

milares par; :mbos grupos (agudos y crónicos).

La relación de concentriciones cerebro/plasma fué

1130 más alta en crónicos, lo que indlca mayor afinidad de

la irogz p r los tejidos.
.3 .L - - _ 1,, - .- .' —“S nOuHDLe ODSGÏV43 Ele ¿4 3023-2; ZC FETS¿SJG en

Ia . ¿‘- ..¿ . 1 ñ_Je encontraron ZEVZCC¿luOSde ¿3 COCÑ¿IQe: concen
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la iosis inyectuia (20 mg/kg vía 5.o.) en un período de 7
.Ialas:

. 4aguaas 1,2»

crónicas 1,5%

Se consigna que el máximode excreción se produjo en las

primeras 24 hs.

Excreciónurinaria y fecal de radicactividai total

expres;í3 comoporcentaje ie la iosis invectadz (20 wr/b"
l I 1 .1T13 3.0.), en un perloio ce 7 alas.

I .i aguzcs crc:_ccs

'r - .- ; NJ. I: 51*¿ñar_e —9,:. ¡1,5n
— J '- J1 -,rece- 22,1: 33,9fi
v- Í -1 ñ -—J- p - .— - I . x-*_:-“_: _:s fe:-l 7l,—. 37,?

. - I — — —..¿n r_n- se ev1xenclzron, 113228 :e -25 pequehas can

ni-2, oenzoil norecgoni.2, netilecgonin1, y Degonlne
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sencia de un metabolito fenólico (por hidroxilación del

anillo aromático) y de otros ios no fenólicos, hidroxila

dos en posición 6 y 7 con características polares(59).
(7) H

(Ho) “2]: —. ’— oc 3

- _ — I“:3 observ*31onesexp;r::3n:;_es -e 3*racter e"-_:;
I 4-' 4‘ ..... '| 4. .__.q. ‘A ulCOe-ec.uaías :e:12n.e la uu1L12391cn-s g_.2“r:r ias ,

L1 hecho de que los valores ie cocaína ligaias a pro

teínas plasmática son :uy Ejes, y qve -4 ¡roga
cails características lipolílicas, hace suponerque sea



su unión a los tejilos la que iniuzca Su biotransformaoión.

Complementariamentedeterminaron la presencia de norcocaí

na en cerebro de r.tas durante un ataque convulsivo, pro

ducido por la administración ie una dosis de cocaína de

10 mg/k: por vía I.V. Este metabolito mostró ser farmacoló

gicamente activo en cerebro. En el tejido cerebral, además,

se originan benzoilecgonina, benzoilnorecgonina y ecgonina.

Ensayos efectuaios "in vitro" ¿emostraron que las

enzízas :iCrOsomlles he éticas convirtieron las cocaínas

e: benzcilecgonina y benzoilnorecgninz.

U O'i (D O ul] O {S[J {.1 h) “4 0‘ (D HN O H ¡.1 (l) O blO :3¡J :J LJ fl):3 "5 ‘I (f h) (0 '(J 'i0 ¡.11:2
CJ.

fl) HO:3 gp) 'uO
l

.- *-.' .' 4., ,- ' -L , Tai ——+ 1'...¿o se a:_1:;sur¿ron p r cu;l;uier oura V11. do.o: nevabo-i

:travesar l; b:r*e“; hazatoencefálic-. así :lSZC, ellos
. 2+ 

forman complegos moleculares con Ca . ¿stes Cozplegos mo

, conjuntamentecon la :ovilizació: ;el c;_cios
unido a la nehbrang neuronal, pueien jugar un ro- importan



inyección intracisternal de los citados metabolitos.

Es sabido que la disminución de calcio aumenta 1a
.. + ,+ . .

permeabilidad de la membranaal Na y h . Bagos niveles de
2+ - . . . .Ca llevan el umbral ue exeltabilidaí cercano al poten01al

de reposo. Comola polaridad de la norbenzoilecgonina y

benzoilecgonina, impide su paso a través de la barrera he

:atoencefálica en cantidades suficientes, es necesario en

tonces la transforzación ie cocaína y norcocaina en iichos

'iio cerebral para lograr
I . I .4 .1.‘ - - - 4. . 4. ,. -4. _los r-ve‘es cpcimcs que 3031bllluen 531 sas efecvoa eDULZ'

La liposolubilidad y penetración a través de las

I’l"e" sitio ie aplicacice subcutánea(en crónicos y ¿niños

:1? rápiia, a besar ie la vascccnstricción local que pro

Io se observó un destino selectivo o persistencia de

la i.cga en cerebro u Otros tejiics, v el CCZFueSïC¿esa
O

l ses ie 7” 1*"ec



ción I.V. ó S.C. en animales tratados en forma aguda.

Unhallazgo significativo fué el importante depósi

to de la drOgi en tejido graso de los animales tratados

cronicazente, en contraste con los agudos. L: penetración

de cocaína en tejido graso de intoxicados crónico puede

producir una lenta y prolongada liberación tiempo después
Ie su iesaparicion en plasma y de ese modoser responsablelp)!

prolongada persistencia en cerebro y tejidos de sul): (D U) C

jetos cronicamente intoxicados.

Se reconoció al hígado comoel prizer y principal

lugar ie detoxificación de la cocaína. Los estudios ie Kay;

U) H(D d SJ0'Él Iv col(67,68)ofrecen evidencia ue la cocaína eJ

excreción ie los proiuctos de degradación de la cocaína,

expresada comouna medida de la radioactividad que se eli

:ina persiste por varios días.

Agrégase que la norcocaína, reconoc'ia comometabo

litc farmacológicamente activo en cerebro de ratas, no ha

4.siio eliminaüa por vie urinaria, :"y posiblemente debiío



a su transformación en benzoil-norecgonina. Consignase que

la ecgonina no es metabólicamente degradada en la rata.

Se observó que "in vivo" no ocurre la N-demetilación

de la benzoilecgonina ni ecgonina, probablemente debido a

la polaridad de ambosmetabolitos, propiedad que dificulta

su paso a través de las membranas. Observaciones similares

fueron también efectuadas "in vitro".

El modelometabólico en intoxicados crónicos, fue cua

litativamente similar al de los agudos, pero en los prime

ros, se observó excreción algo más elevada de benzoilecgo

nina, metilecgonina y ecgonina. Otras observaciones aporta

das por los autores fué la interacción de la cocaína con los

fosfolípidos de 1a membrananeuronal, a través de fuerzas

electrostáticas y no polares. Este efecto producealteracio

nes en la disposición y fluidificación de regiones no pola

res, que provocan marcada inhibición en el funcionamiento

de la membrana, comositio de cambio catiónico y en el des

plazamiento de calcio de los lugares de la membrana, en los

que participa en la génesis de la acción potencial.

Asimismoinformaron sobre cambios en la respiración



y fosforilación oxidativa del cerebro, inducidas por la co

caína.

Por lo tanto es probable que 1a cocaína, principalmen

te debido a su propiedad lipofílica, interacciozn sobre la

membrananeuronal, hecho éste que, unido a su manifiesta ac

ción de producir hipertermia, determinen un incremento de

su toxicidad. Estas podrían ser las causas de la alteración

de las funciones de la membrana,de su integridad estructu

ral y del desequilibrio energético en el metabolismodel te-'

jido nervioso.

Ademásla repetida administración de cocaína podría

también conducir a la oxidación de norcocaína "in vivo" a

su radical "nitróxido", altamente reactivo.['%-Ül (57)
Este compuesto y el prolongado depósito en grasas (en

intoxicados crónicos) puede jugar un importante rol en la

toxicidad sistémica de la cocaína.

II) Stewart e Inaba en una colaboración publicada en 1980

( 83). sobre el tema, comentan las observaciones y experien

cias realiZadas y las conclusiones obtenidas;

Consignan que la cocaína es excretada casi en su tota



lidad en forma metabolizada, siendo sus principales Produc

tos de degradación benzoilecgonina y metilecgonina, ambos

resultantes de la acción hidrolïtica.

Observaronque las colinesterasas plasmáticas despla

zan el grupo benzoico, para producir metilecgonina; en cam

bio no probaron la formación de benzoilecgonina por acción

esterásica.(88).

Sus experiencias fueron realizadas sobre suero de cin

co sujetos, que denominaron I, II, III, IV y V. Los llama

dos IV y V poseían esterasas "atipicas" con bajo número de

dibucaína. Las esterasas atípicas, según una publicación de

Van Dykey col. ( 92), poseen baja actividad, y aparentemen

te muestran altos valores de la constante de Michaelis (Km)

ya que comose saben poseen poca afinidad hacia los sustra

tos.

Los sujetos denominadosI, II y III poseían colineste

rasas plasmáticas normales. En estos sujetos se determinó

la velocidad máxima (Vm)de la enzima frente a norcocaína

y cocaína, comprobéndosevalores consistentemente más altos

para la primera.
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Las Kmestimadas fueron sin embargo similares para

cocaína y norcocaína.

Se investigó además la acción de las colinesterasas

sobre la benzoilecgonina. La experiencia se realizó sobre

un rango de concentraciones del sustrato de 0,3 a 300 uM,

observándoseuna actividad baja pero perceptible, la que

fué completamente inhibida por eserina 10-4M(indicando ac

tividad colinesterásica).

La actividad estearásica del hígado mostró valores

más altos de Kmy Vmque los del suero.

Por otra parte se demostróque en solución fisiológi

ca en condiciones normales (pH 7,4 y 37°C) y en el término

de 24 horas se degración el 42%de la cocaina a benzoil

ecgonina. En trabajos anteriores los autores habían demos

trado que las colinesterasas plasmáticas hidrolizan la coca

ína a metilecgonina, metabolito éste que, según apreciacio

nes constituye del 32%al 49%de los derivados totales ex

cretados.

Considerando que un drogadicto aspire por via nasal,

cocaína en una concentración que equivale aproximadamente a
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1,5 mg/kg los niveles máximosde la droga en suero están

sin embargo en el rango de 0,3 uM. El valor antes anotado

hace suponer que con probabilidad, la cocaína sea hidroli

zada en suero e hígado a niveles comparables.

Aunquela Vmpara hidrólisis de la cocaina en suero

es más baja, comparada con el higado, la afinidad de la en

zima por la droga es mucho más elevada.

Si se presume que suero e hígado tienen volúmenes

semejantes en el organismo, puede concluirse que estos te

jidos contribuyen en forma comparable a la hidrólisis de la

cocaína. Se estima que la mismaconclusión puede ser deduci

da para la hidrólisis de la norcocaina por estos tejidos.

Una acotación de interés es la que hacen los autores y es

la siguiente: La benzoilecgonina es considerada comoel prin

cipal metabolito de la cocaína. Esto se basa en numerosos

estudios entre los que se encuentran los de Fish y Wilson(19)

(20 ), Kogan, etc.(45 ) quienes señalaron anteriormente

que del 29%al 45%de la dosis de cocaina fué excretada por

orina en forma de benzoilecgonina.

Si usando tejidos humanos (higado y suero) se eviden
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cio 1a no formación enzimática de benzoilecgonina por este

arasas ¿Cómoes posible el hallazgo de tales cantidades?

Comose expresó anteriormente a pH 7,4, en 24 hs y a

37°C, el 42%de la cocaína fué convertida en benzoilecgoni

na. Esto podría explicar en parte el hallazgo de dicho me

tabolito en la orina de intoxicados con cocaína; El hecho

que la benzoilecgonina pueda ser hidrolizada por esterasas

del plasma puede ayudar a explicar la presencia de pequeñas

cantidades de ecgonina en orina humana. La benzoilecgonina

fué identificada comometabolito presente en el suero huma

no; Alternativamente la ecgonina también podría producirse

por degradación no enzimática de la metilecgonina (demetila

ción).

En ratas no se encontró actividad esterásica mensura

ble para la cocaína ni en plasma ni en hígado.

En cuanto a la producción de la norcocaina, se sabe

que la N-demetilación de la cocaína se produce en el higado

en un 80%. Esta transformación ocurre en el hepatocito por

el sitema mixto oxidante de drogas del sistema reticulo en
I

doplasmico liso de los microsomas hepáticas. Este mecanismo
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de biodegradación es válido tanto para el hombre como1a ra

ta.

Es posible que la norcocaína cerebral sea transporta

da desde el hígado por la circulación. En el hombre por otra

parte, la alta actividad colinesterásica de suero y plasma

sobre la norcocaína, hace que sólo minimas cantidades puedan

ser transportadas del hígado a1 cerebro.

III) Los autores del trabajo anterior, en un publicación

titulada "Metabolismode cocaína en el hombre"( 30), efec

tuan las siguientes experiencias y observaciones.
14Dos sujetos sanos ingirieron cocaína "marcada"con C

en el grupo N-;4CH en cantidad de 10 mg de la droga y 2,3
3

uCi efectuandose posteriormente la recolección de aire es

pirado, saliva, suero y orina.

Se consideró la producción de 14CO como producto de
2

la N-demetilación de 1a cocaína. La eliminación de dióxido

de carbono activado 140 por vía pulmonar en el término de

5 horas fué 2,4% y 6,2 de la dosis administrada, siendo la

vida media de 2 h 20 min en el primer caso y 1 h 25 min en

el segundo. El mayor porcentaje de N-demetilación, se encon
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tró en un sujeto con baja actividad colinesterásica plasmá

tica.

El primer sujeto de prueba poseía una actividad coli

nesterásica de 340 U.E. y el segundo de 210 U.E.

Se observó que el "pico" máximo de 14002 apareció a

los 30 min en el sujeto l, y a los 45 min en el 2.

Los estudios realizados mostraron que la N-demetila

ción de la cocaína tiene lugar después de la ingesta oral

en el hombre. La norcocaína se encontró también en varias

especies, incluyendo ratas, monosy perros.

La norcocaína mostró ser tan activa comola cocaína

para inhibir 1a retoma de noradrenalina por los sinaptosomas

cerebrales, y tener mayorpoder anestésico local.(28)(42).

Comose dijo, el mecanismo de la N-demetilación in

volucra a1 sistema mixto de oxidación de drogas de los mi

crosomashepáticas. Despuésde la administración oral, la

N-demetilación ocurre en higado o pared intestinal, o en

ambos, para producir formaldehído. Este compuesto es poste

riormente metabolizado a C02, el que es luego aspirado.
I . l

Se encontro en la rata una conver310n de formol a CO2
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superior a1 80%. Es probable que el nivel de eliminación de

C02a partir de la N-demetilación de la cocaína se refleje

en la desaparición de la droga del plasma.

Los resultados indican que sólo una pequeña fracción

de cocaína es convertida en norcocaína en el hombre (2,6% a

6,3%de la dosis, vía oral). Por otra parte se consigna que

las estearasas juegan un rol muyimportante en el metabolis

mo humano.

En vista del extenso metabolismo de la cocaína por

otras vías, distintas que la N-demetilación, surge el inte

rrogante si es realmente la cocaína o algún metabolito el que

es demetilado. Según las observaciones efectuadas, es más

probable que sea la droga madre la que sobrelleva este pro

ceso.

En un estudio reciente(84-85)con hepatOCitos aislados

(rata), los metabolitos fueron demetilados a velocidad mucho

menor.

Pareciera que los metabolitos polares no tienen acceso

a los sitios no polares del retículo endoplásmico donde se

efectúa la N-demetilación.
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Ademáscomose señaló anteriormente la producción de

14CO a partir de cocaína marcada, y que fué usada comome2

dida de la N-demetilación tiene una vida media más corta

(2 h 20' y l h 30‘) que la de la excreción urinaria de ra

dioactividad total (cocaína másmetabolitos), cuya vida me

dia fue' de 8 hs a 6 hs 25'.

La corta duración de la N-demetilación puede estar re

lacionada con la acción de las estearasas,pues comose dijo

antes, el proceso ocurre con menor velocidad en los produc

tos de hidrólisis de la cocaína.

La declinación de la producción total de 14CO2muestra

dos fases. Podria especularse que la segunda, más lenta, pue

da representar la N-demetilación de los metabolitos.

Van Dyke y col. ( 92) consignaron que la vida media

de cocaína en plasma humano es de 2 h 30 min.

Por último los autores informan que la radioactividad

total excretada por orina en el lapso de 0 a 28 hs después

de la ingesta de cocaína marcada con 14C en el (N-14CH3)

alcanzó el valor de 65%y 75%de la dosis total ingerida.

La metilecgonina, producto obtenido por acción de las



colinesteras, fue identificado comoel principal metabolito

en ambos sujetos, representando el 32%y 49%de los metabo

litos totales excretados por orina.

IV) Mulé y Mirsa(65;66) efectuaron un estudio sobre la dis;

tribución de cocaína (3H) en distintos tejidos y fluidos,

comoasi también de los metabolitos excretados en ratas y

perros.

Las técnicas utilizadas para el aislamiento de las dro

gas fueron las mismas empleadas por Naya (68 ), las que se

describirán en el parágrafo de técnicas analíticas.

Del análisis de los valores tabulados para ratas se

extraen las siguientes conclusiones:

En animales intoxicados en forma aguda, los picos máximos

de droga, en los tejidos examinados, fueron registrados a las

4 hs, con excepción del tejido cardíaco, en el que comenzó

a declinar después de la primera hora. Una abrupta caída de

la droga ocurre entre las 4 hs y 6 hs, con niveles más bajos

en cerebro, testículos y plasma, llegando a cero a las 24 hs.

En los animales tratados en forma crónica, los picos

máximos, se alcanzaron más tempranamente entre l h y 2 hsJ
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Es notable también, en este grupo, 1a permanencia de cocaína

en cerebro y tejido graso, por un lapso de 4 semanas.

A continuación se transcriben los respectivos regis

tros hasta un total de siete días respecto a la excreción

urinaria y fecal de cocaína libre y radioactividad total de

ratas intoxicadas en forma aguda y crónica, por inyección

subcutánea de cocaína a razón de 20 mg/kg; Se expresa en

porcentajes de las desis inyectadas.

__Agudos Crónicas
24 hs 7 días 24 hs 7 días

Cocaína libre orina. 0,8 0,9 0,5 0,6

Cocaína libre heces. 0,1 0,3 0,5 0,9

Radioactividad total orina. 41,6 49,3 41,3 51,6

Radioactividad total heces. 14,7 22,1 26,2 25,9

Con respecto a 1a excreción de los productos del meta

bolismo de 1a cocaína, los referidos autores informan haber

revelado benzoilecgonina, benzoilnorecgonina, ecgonina y me

tilecgonina.

Hacen notar asimismo 1a ausencia de conjugación glucu



rónida, sulfúrica o aminoácida.

Metabolitos urinaíios de ratas intoxicadas en forma

aguda y crónica, excreción expresada comoporcentaje de las

dosis administradas.
Agudos. Crónicas. '
7 días 7 días

Benzoilecgonina 11,6 14,6

Ecgonina 2 1,4

Benzoilnorecgonina 0,7 0,4

Métilecgonina 0,6 8,7
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ESTRUCTURAS DE LA COCAINA Y SUS IETABOLITOS

¿“5/
N COOCHS

H
l

0Co©
H

COCAINA

cu5 CH}

N com-u N/
H foco”?

l ' H

. iccoo =
H H

BENZOILECGONINA ETILECGONINA

/(.h_5 ICHJ
(.OOC¿H5 N c;ooc.I-¡_5

H H

l I

oco© u ocoQ
H o

ETILCOCAINA n-HIDROXICOCAINA

H



-49

N ¿oou
u

oco©
u

BENZOILNORECGONINA

N coco“;

'. \

¡ETILECGONIDINA

CH}
z\ COOH

OH

ECGONINA

cu
3/

COOCH5
u

l

l
OH

H

IETILECGOIINA

H

COOCHB

H

l

n oco©
H

HORCOCAINA

OH

RORECGONINA



-50

¡CH5
N c000“

l
H

l

H0 I oc O<:::>
H

p-HIDROXICOCAINA 6-HIDHOXICOCAINA

OH —

T-HIDROXICOCAINL 6,7-DIHIDROXICOCAINL



TECNICAS ANALITICAS EXISTENTES.

Debidoal incremento del uso ilícito de la cocaina

comodroga de adicción en los últimos años fueron muchos

los investigadores que se dedicaron al estudio de la meto

dologia analítica para el aislamiento, identificación y eva

luación de 1a droga y sus metabolitos.

Comoes de conocimiento la droga inalterada se excre

ta en infimas cantidades y puede sobrellevar hidrólisis en

su continente, cuando las condiciones le son propicias. Por

lo tanto los métodos diseñados tendieron a asegurar el máxi

mode sensibilidad en lo concerniente a la determinación de

la cocaína en su estructura original.

=Jun cuanto a los metabolitos originados por mecanismos

Hidrolíticos, cabe destacar que algunos de ellos, entre los

que se hallan la ecgonina y benzoilecgnonina poseen propie

dades altamente polares. Esta caracteristica determina que

ellos no sean solubles en solventes orgánicos lipofilicos,

lo que imposibilita su aislamiento mediante el empleo de

esos aaentes extractivos.

Se describirán brevemente algunas de las técnicas de



aislamiento, identific ción y evaluación que ofrece la bi

bliografía especializada,

I.- Berry y Grove ( 11) en un trabajo realizado para iden

tificación de drogas de abuso en orina, efectuan el aisla

miento de cocaína con cloroformo después de haber alcali

nizado con amoniaco.

La identificación fué realizada: a) por cromatogra

fía en placa delgada, empleando comosolvente de resolución

metanol-anoníaco 12 N (100: 1,5), y comoagente de revelado

iodoplatinato. b) por cromatografía en fase gas-líquido,

usando como fase fija 2% de O.V. 225 sobre Chromosorb Q.

II.- Fisch y Wilson (19 ) efectuaron el aislamiento de co

caína a partir de orina con éter etílico. Previamenterea

lizaron con el mismosolvente un lavado de la orina en me

dio ácido clorhídrico. Advirtieron la necesidad de la rapi

dez con que se debe realizar esta operación, pues el ácido

clorhídrico actúa comoagente hidrolitico de la cocaína.

Despuésde separar la fase orgánica, la fase acuosa es al

calinizada con solución saturada de bicarbonato de sodio

a pH8, la cocaína es extraída con el solvente indicado.



La identificación y evaluación 1a reAlizxron por C.G.L.

III.- Dvorchik y col. (17 ) describen un método específico

para la determinación de cocaína en sangre entera o plasma.

Comoagente extractivo utilizaron una mezcla constituida

por benceno-isopropanol (9:1), alcalinizando con buffer car

bonatado, con agregado de un estandar (etilmorfina). Después

de agitación y consecutiva centrifugación para la separa

ción nítida de ambasfases, se aisló la correspondiente frac

ción orgánica, a la que se incorporó solución acuosa clorhi

drica ara una nueva extracción. Completadala extracción

de la manera¿usual, se ajustó el pH de la fase acuosa sepa

rada a 7 - 7,3 mediante el agregado de solución de hidróxido

de sodio lO N y buffer HEPES(pH 7,4). Es interes nte desta

car que en esta etapa del proceso las muestras pueden aban

donarse a temperatura ambiente hasta cinco dias, sin sufrir

alteración alguna. La extracción se completó por adición de

100 ul de HONa10 N y 8 ml de benceno-isopropanol(9: lá

Previa agitación y separación por centrifugación de la fase

orgánica, se procedió a su concentración hasta sequedad en

año a 60°C en atmósfera inerte (Nitrógeno). El residuo obte



nido, disuelto en acetona fué analizado por cromatografía

en fase gaseosa.

La referida contribución consigna indicaciones sobre

la conservación de liquidos biológicos o sus respectivos

extractos destinados a su ulterior procesamiento.

IV.- Blake J. M. y dol.(12)determinan cocaína empleando cro

.atografía en fase gas-liquido, mediante un detector de

captura electrónica para incrementar la sensibilidad. El

método consiste en la obtención de un derivado o-acilado

de la cocaína, el que se logra tratando la solución acuosa

del alcaloide, con l ml de solución concentrada de tetrabo

rato de sodio decahidratado, extrayendo a continuación con

ciclohexano. Este extracto orgánico es tratado con LiAlH¿

(hidruro de aluminio y litio) en solución eterea para redu

cir a la cocaína, operación que se logra en tres minutos.

El grupo metil carboxilo del carbono 2 de la cocaina,

es reducido a un grupo alcohólico primario y simultánea

mente se hidroliza el grupo benzoico.

A continuación se agregan 50 ul de agua más 50 ul de

anhídrido heptafluorobutirico o anhídrido pentafluor-pro



piónico, abandonando por 3-5 minutos a temperatura ambiente.

Los 2 m1 de ciclohexano que contienen la mitad redu

cida y derivatizada, se lavan con solución saturada de te

traborato; se sepa: n ambasfases y la capa orgánica es des

tinada al análisis por C.G.L.
:¿(1) (2) I'í

H —c CH-COOCH H C- C CH.CH OH

(es; I k3) 3 MAL}; 2 l 2
8)N-CH CH—Coo© ,, I-I-CH CH.OH +

3 n20 l 3
11c- c:—— ¿ - c- CH

q (2:12 H2 c 2(6 (5) (4)
H H

HFBA 2

CH3OH+ @000H—-— c—<|3-——CH-CH2.CHF3
N-CH3 CH-I-IOFBc-cscn

, 2
L2 H

El compuesto formado es apto para emgleo de un detector de

captura de electrones.

V.- Hueller I. á. y col. (64) proponen un método Por croma

tografía en placa delgdda para investigar benzoilecgonina

en orina humana. El procedimiento consta de dos etapas que
. I .se pueden 1ntegrar en un programa de marcha raplda para

casos de EDUSOSde drogas.



La primera parte tiende a identificar una variedad

de drogas incluyendo la benzoilecgonina y utiliza dos sol

ventes para la resolución cromatográfica. La segunda es es

pecifica para benzoilecgonina y sirve para su confirmación

con una sensibilidad de 3-4 ul/ml.

La técnica de aislamiento empleada para el metabolito,

fué la del tratamiento por columna de Amberlite XAD-2,y

metanol como agente de elución.

La purificación se efectuó, disolviendo el extracto

netanólico (ya evaporado) en buffer carbonato-bicarbonato

(pH 9) y extrayendo las drogas con cloroformo-isopropanol

(13:7 v/v). El extracto orgánico evaporado se resolvió por

cromatografía en placa delgada. La localización de la ben

zoilecgonina se efectuó por aspersión con iodoplatinato en

una estrecha franja del cromatograma. El resto no revelado,

de la zona correspondiente al metabolito fué separado y

eluído con :etanol. Este último extracto fué analizado nue

vamente por T.L.C. y revelado nuevamente con iodoplatinato.

VI.- Kaistha K.K. y col. (43 ) propusieron tres técnica

para la extracción de la benzoilecgonina.



El procedimiento ]_consiste en la adsorción de la dro

ga en un papel previamente impregnado en resina de intercam

bio catiónico SA-2-. La droga es eluida del papel con solu

ción saturada de bicarbonato de sodio, y luego extraída de

ésta con la mezcla cloroformo-isopropanoly1-2-dicloroetano

(4,5: 0,9: 4,5). La fase orgánica es evaporada y analizada

por cromatografía en placa delgad .

El procedimiento II es similar al I en lo que concier

ne al empleo del papel impregnado con resina de intercambio

catiónico, con la ventaja de que éste es aplicable a aisla

miento de una gran cantidad de drogas de abuso.

La diferencia consiste en eluir previamente las drogas

no polares con un buffer de cloruro de amonio-hidróxido de
.ll

amonio (pH 10,1), las que son extraídas de esta solución

con cloroformo-isopropanol (5:2).

La fase acuosx conteniendo el papel impregnado con la

resina, se trató con ácido clorhídrico concentrado hasta

pH1-2. A continuación dicha solución fué saturada con bi

carbonato de sodio, aplicandose a continuación la metodolo

gia que se señala para la primera técnica.



VII.— Jallace J.E. y col. (93 ) informaron que la cocaína

y su principal metabolito la benzoilecgonina, fueron deter

minadas por C.G.L. empleando como fase estacionaria, 3%-OV

17¡como detector FlD.

El aislamiento a partir de la orina la efectuaron con

la mezcla cloroformo-etanol (80:20).

La benzoilecgonina fué derivatizada pgra su análisis

por C.G.L. Esta operación consistió en metilarla con metanol

en ácido sulfúrico.

Indican los autores que los porcentajes de recupera

ción, con el solvente propuesto, son de 93%para la cocaína

y 65%para la benzoilecgonina. En cuanto a la conversión del
¿y

metabolito a cocaína por metilación produjo un rendimiento

de 72í.

Otros detalles importantes señalado por los autores,

fueron los rangos de pH óptimos para el aislamiento de la

cocaína y las relaciones muestra-solvente más adecuadas.

Presentan además una nómina de Pacientes que recibieron 250m5

de cocaína por topicación comoanestésico 10021, y los datos

sobre excreción en orina de cocaína y benzoilecgonina.



VIII.— Von Miden D. y D'Amato (56 ) realizaron la determina

ción simultánea de cocaína y benzoilecgonina en orina por

C.G.L.. El método involucró la extracción de los dos compu

estos en isopropanol-cloroformo (25 2 75) seguido por propi

lación del metabolito empleandouna base orgánica y l-iodo

propano.

El procedimiento de alquilación fué optimizado experi

mentalmente, mediente el uso de dos bases orgánicas (hidró

xido de trimetilfenilamonio e hidróxido de tetrametil-amonio).

El motivo del empleo simultáneo de ambas bases lo constituyó

el hecho que la primera posee muylenta velocidad de reac

ción, mientras que la segunda produce la hidrólisis de las

drOgas.

IX.- Javïid, J.I. y colí35,36) describen un métodosensible

para la determinación de cocaína y sus metabolitos polares

por C.G.L., empleandoun detector de captura de electrones.

El método involucra la formación de un fluoroderivado con

la mezcla hexafluoroisopropanol y anhídrido heptafluorobutí

rico en la relación 2:1. La cocaína y la benzoilecgonina

deben ser previimente reducidas por el hidrurc de aluminio
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y litio (Li Al H4).

Según los autores, aunque el método es rápido y confia

ble, sólo determina cocaína y no diferencia entre ecgonina

y benzoilecgonina. La cocaíni la determinan por el método

de Blake y col (12), con una leve modificación en las con

diciones cromatOgráficas. L: ecgonina y benzoilecgonina se

derivatizaron directamente con la mezcla hexafluoroisopro

panol y anhídrido heptafluorobrutírico, aunque para benzoil

ecgonina pueíe aolicarse también la técnica de reducción,se

empleadapara cocaína, seguid: de la derivati¡J (D u.
L3d (D [J ¡.4

1

Acotan los :utores que la técnica puede también emple

arse pzra cocaína, aislada de orina y plasma, con ciclohexa

no.

X.- Lewis o. H. (49 ) propone una técnica cualitativa para

la identificación ¿e benzoilecgonina en caso de doping de
. . Ialgo- mediante resolu01ón por cromatografía en fase gas-11Cq L)

quido. El primer paso consiste en el aislamiento de la po

sible cocaína presento, mediante el empleo de cloroformo a

pH 3-4 obtenido por acidificación con ácido acético, y su
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posterior reconocimiento por T.L.C.

La segunda etapa, destinadl 11 aislamiento de la ben

zoilecgonina, consiste el ajustar el pH e 9-10 con solución

de bicarbonato de sodio saturada, y extracción con 11 mezcla

cloroformo-isopropenol (95:5). Parte de este extracto se ana

lizó por T.L.C. y el remanente se derivatizó con hidróxido

de trimetilanilina sometiendose al ensayo por C.G.L.

XI.- Valentour y col. (91 ) proponen un método para 11 deter

2inación simultánea de cocaina y benzoilecgonina en tejidos

y fluidos biológicos. La extr;cción de Imbas drogas la efec

túan con un; mezcla cloroformo-etsnol (4:1). La purificación

de este extracto la realizan, por tratamiento con ácido sul

fúrico 0,5 H, el que solubiliza las drogas en estudio. Esta

solución acuosa-ácida, se alcaliniza a pH10,5-12, adicionín

dose en ese momentolos reactivos derivatizantes: solución

etanólica de cloruro de tetrahexilamonio, cloroformo conte

niendo 15%de n-octanol y ioduro de etilo, en el orden es

tablecido. Se agitó, centrifugó y separó la fase orgánica,

la que se sometió a la resolución por C.G.L.

:roponen el empleo de tres fases fijas que pueden ser
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usa as alternativamente y, comodetector, el de ionización

de llama.

La elección de la etilación de la benzoilecgonina fren

te a otros posibles alquil derivados se basa en que en las

coniiciones de operación produce picos fácilmente iistingui

bles de los de la cocaina.

Presentan además espectros de masa de la cocaína, etil

benzoilecgonin1, cinanoil cocaina y etilcinanoil ecgonina.

XII.- Bastos :.:.L., Dokosky o. y Ï.Ïule s. J. ( 6 ) proponen

- a técnica p1rz el aislamiento de los metabolitos polares

de 12 cocaína, benzoilecgonina y ecgonini, basada en el empleo

e una mezcla de cloroformo-etanol (3:2). Después de agitar{la

centrífuïar, la fase cloroformica fué separaía, y la solua

ción alcohólica de la orina saturaía con carbonato de pota

sio. Se procedió nuevamentea aó'tar, centrifugar y separar

la fase alcohólica superior, que contiene los metabolitos

polares. El pH de esta última se ajustó a valores menores de

7 con áciño cloLhídrico, y se butilaron los metabolitos por

el agregado de n-butinol y ácido sulfúrico calentando a 120°
. . . . Í130° durante 3Qminutos. Cumplimentaia la "butila01on" y una
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vez fría la solución se efectuó un tratamiento con tolueno

y agua .

Después de agitar el tolueno fué separado y desechado,

y la fase acuosa remanente saturada con bicarbonato ie sodio

extrayendose los metabolitos butilados con cicloheXKno. Es

tos derivados fueron identificados por resolución cromatogra

fica en placa delgada.

El motivo del diseño de esta técnica, según los auto

res, es que los metabolitos polares de la cocaína no pueden

ser extraídos con solventes orgánicos ni tampocofácilmente

por resi-as de intercambio iónico, o adsorbidoe sobre copoli

meros de estireno-iivinilbenceno, comoser resina de Amberlite

RAD-2 ,

Presentan además, una tabla de reactividad cruzada en

lo" ensayos de 3:13 para benzoilecgonina.

XIII.- I'ïay-aP.K., Iíisra i.L. y IJulé s.J. ( 68) en un estudio

sobre destino y siotransformación de (35) cocaína en ratas

intoxicadas en forma aguda y crónic , proponen un esquema

nur: el aislamiento de los respectivos metabolitos.

La cocaína sin transformar es extr ída con ciclohexano
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a pH 9.

Los metabolitos son extraídos por repetidos pasajes

a tr vés de una columna de Amberlite XAD-Z. La columna se

luv: primero con agua, para eliminar los productos no adsor

biños, y esta solución se liofiliza para su posterior análi

sis. Según datos de los autores, en esta fracción se encuen

trïn ecgoninay otros metabolitos no identificados.

La columna se eluye luego con netanol hasta que no se

registra másradioactividad. Este extracto se concentra a

presión reiucida y se dispone para ou análisis cromatogra

Íico en placa delgada, empleandoiistintos sistemas de sol

ventes. En esta fracción se encuentran cocaína, metilecgoni

a, ecgonina, benzoilecgonina, benzoilnorecgonina y otros

metabolitos no iientificaios, que los autores presunonen

sean derivados hidroxilados de la cocain: en las posiciones

6, 7 y 6-7 y otro para-hidroxilado en el núcleo bencénico.

XIV.—Valanjú I. H. y col. (90 ) proponen sistemzs de sol

ventes teniientes al aislamiento eiientificación de cocaína

y sus metabolitos a partir de orina.

El solvente ¿e aislamiento encleaio fué una mezcla de



cloroformo, isopropanol y l-2-dicloretano (8:1:3), siendo

la relación solvente-muestra 5 a 1. Unavez separada la fase

orgánica, se evapora y somete a T.L.C., empleando dos solven

tes de resolución en forma secuencial, y para el revelado

proponen una modificación del reactivo de Dragendorff. Para

la confirmación de la benzoilecgonina efectuaron microcris

talización, T.L.C. e inmune ensayo.

XV.- Ioore J. 3. ( 62) presentó un: técnica para la detec

ción de ecgonina y benzoilecgonina, en muestras Íe cocaina

de trn.ico ilícito por C.G.L.

Empleo comoagente aerivatizante de las drOgas polares

N.0. bis trimetilsililacetamida con el fin de obtener los

corresponíientes trizetilsilil derivados. Enunciaaiezás

coniiciones óptimas ie trabajo comoasi también los progra

IVI.- Koontz S. y col. (47 ) proponen un nétoic pera la iden

tificación ie benzoilecgonin: a partir de orina por C.G.L.

El aislazientc ¿e l írng se efectuó con etanol pre

'° eturación de la muestra con mezcl; de fosfatos monoy
-. I.__.._ ..A . .- _ . 1.4...lipotaSicoe. '19““’131V¿:9335p-e:e proceaerse iio-1li
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zación fiel fluido y extracción a partir del material seco

con metanol. L purificación de los extractos se realizó

por T.L.C. preparativa, separando por raspado la silicagel

y eluyendo la droga con agua a 80°C.

El extracto acuoso fué evaporado a sequedai y la dro

ga derivatizada con dimetilformanida-dimetilacetal para su

análisis por C.G.L. Se describe además un procedimiento de

extracción y purificación por resina.de interc;nbio iónico,
ebilnente básico.L):

XVII.- Fish F. y ll’ilson '.'.-'.3.C. ( 20) efectúan el estuiio de

excreción de cocaina y sus metabolitos en hombres, empleando

cono técnica-analítica la cromatOgrafiaen fase gas-líquido.

Fira el c'islaziento ie cocaína ezplean éter etílico a pH8,

obteniáo por adición de solución saturada de bicarbonato de

Para el aislamiento de benzoilecgonina empleanuna téc

niCi de extrlcción contínua con cloroforno. L: determinación

la efectúan por C.G.L. previa derivatización de la droga con

diazonetano en medio etereo. Las curvas de calibración las

realizan por el agregaio de cantiíaies conocidas ie benzcil
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ecgonina a muestras normales de orin , las que son procesa

das en igual forma.

XVIII.- Moore J. H. ( 63) propone un método de detección de

ecgonina en orina, derivatizándola directamente en el cita

do fluido, obteniendo un producto extraíble, apto para ser

empleado en C.G.L. provisto de detector de captura de elec

El hecho de poseer el derivaío un halógeno en su molécu

la lo hacen apto para su empleo con detector de Clpturï de

electrones, dispositivo que increzent: lt SaniPiliÍ¿" del

procedimiento.

La técnica consiste en agregar agente derivatizsnte, a la orina

en relación 10:1; calentar durante unahora en b1ño a 103°C,
. - ' .y luego proceder a su extracelón con eter etílico.

IIX.- Graffeo u. P. y col. (24 ) analizan benzoilecgonina a

partir de orin: por cronatOgrafía líquido-líquido ¿e alta
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de masa.

La H.P.L.C. es empleaia comotécnica ie separación y
.. _I . ..

purificaclon, obteniéndose un extrecto apto para su aní11s1s

o G.C.-X.S. Par: H.P.L.C. usen columna de fase rev rsu,"S'd

siendo el eluyente un. mezcl: metanol-1gu: con programa de

elución. El detector empleado fué de U.V. a 254 nm. La frac

ción que contiene la benzoilecgonin: comienzaa eluirse a

los 17 mi* y se colectan a partir de ese nomento 4 nl. “stau ¿4.0

fracción se eluye sin que se reïistre nin:unx senzl en el

detector. LAsolución contenienío el metabolito es evapora

eno y a baja temperitura;

osteriormentees sililada conbistrinetilsililtrifluoaceta'd

mida y sometida a análisis por 3.3.4.3.3.

.¡1.- Jatlow 9.1. y col. (38 ) aeterzinzn cocaínï y cenzoil

ec30nina en orina por H.?.L.C.

Utilizan columna de fase revers: y comosolvente de

elución acetonitrilo 175 n buffer ie fosfato pH2.7, el de

tector ".V. 203 y 235 un. Le muestra conteniendo las dro
... .I . I .sonetiua a una extracelon prev1e con eter en medio

sulfúrico iiluído (Bi). L2 fase orsín'cz se descarta y la
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acuosa se alcaliniza por la adición de una cantidad deter

minada ie un1.mezcla de c1rbonato-bicarbon3to de sodio. A

continuación se extr e con el doble de su volumen con la

mezclü cloroformo-etanol 80:20. Se separ; la fase orgánica

y se evapora: el residuo se disuelve en metanol, para su

procesamientoulterior por vía crematográfica de alta pre

sión.

XXI.- Otros trabajos consultados relacionados con el tema,

son los efectuados por los autores que a continuación se

mencionan:

Akopayan, 0. R. (2).

Roerig, D. L. y col. (79).

Decato, L. y col. (15).

Gruas, J. E. y col. (23).

Hammer,R. H. y col. (25).

Jain, M. c. y col. (31) (32).

Jatlot, P. y col. (33) (34).

Jindal, S. P. y col. (39) (40).

Lewin, A. H. y col. (49).

Lindgren, J. (50).



Lowry W. T. y col. (51).

Miera, A. L. y col. (60).

Schmidt, H. L. y col. (81).

Street, H. V. y col. (86).

Wallace, J. E. y col. (95).

Werner, G. y col. (96).

Wheals, B. B. (97).



COCAIHA Y SUS DLRIVADOS

(Propiedades fisiooquímicas)

COCAINAMetil-benzoilecgonina
l H.5 H-tropane-2
ester

-carboxilic acid-3 -hidroximetil ester,benzoete

8 Azsbiciolo(32l)octane—2—carboxilioacid-3-hidro-8-metil

(Base): Punto de fusiónl98'C.

Alcohol,eter,clorofonmo,benceno ciclohexnno y otros sol

ventes orgánicos (soluble)

Agua (poco soluble)

Ultravioleta: en etanol

en SO4H2

maximos:233,214, 281 nn.

mínimoss217, 260, 279 nm.

máximos: 233 nm.

mínimos: 275 nm.

(Clorhidrato): Punto de fusión 197‘0

BENZOILECGONINA

Agua, alcohol (soluble)

Bter,cloroformo, eter de petróleo (casi insoluble)

Ultravioletat máximos: 233, 274 nm.

(Base): Punto de fusión:

Agua, soluciones

Etanol, metanol,
eter (debilmente

Cloroformo, eter

, m.

l95'C ,con descomposición

ácidos y alcalinas (soluble)
acetato de etilo, acetonitrilo,
soluble)
de petróleo (insoluble)
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ECCONIHA

(clorhidrato), Punto de fusión: 246-C

Agua (soluble)

Etanol,netanol (debilmente soluble)

Etes, cloroformo, acetona (insolublo)

IETILECEOÍIHA
(clorhidrato monohidrstado),Punto de fusiónl2121c

Formacristales prismáticos de etanol

Agua (soluble)

Etanol, eter, benceno, eter de petró
leo (poco soluble)



DROGAS. E INSTRUMENTALQoooooOc00.000.000-000000

I) DrogggI reactivoE..;.................................
ClorhidratodeCocaínaMerck..........................

Clorhidratode BenzoilecgoninaHerck..................

ClorhidratodeEcgoninaMerck;........................

Las drOgas y solventes empleados fueron de grado

analítico...............¿.............................
ggggtivo de Dragendorff: se prepara hirviendo 2,6 g.

de subnitrato de bismuto y 7g de ioduro de potasio,por

pocos minutos, en 25m1de ácido acético glacial. Dejar

durante una noche, filtrar para eliminar el acetato de

potasio y agregar 80ml de acetato de etilo por cada

20m1de filtrado. La solución ae almacena, protegien

dola de la luz. Antes de usar diluir 25ml de la solu

ción anterior con 25ml de ácido acético glacial y 60ml

de acetato de etilo (modificación introducida por la

Cátedra de Toxicología y Química.Legal F.C.E.ylí. U.B.A.).
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II) Instrumentals.............................................
Cromatógrafo en fase gaseosa Hewlett-Packard Modelo 5840A.

Cromatógrafolíquido-líquido de alta presión Varian

Modelo5.000.........n................................oo.
Evaporadorrotatorio al vacío MarcaF.B.R..............o.o
Agitadortipo VortexMarcaF.B.R....o...............o..;..

EspectrofotómetroCary118.............................d..
CentrífugaInternacionalModeloH...................J...o.
CentrífugarefrigeradaInternationalI.E.C................



I,-Incónvenientes en la recolección de muestras de orina.

Diseño de un diqugitivo para la recolección de las

muestras.

El objetivo primordial del presente trabajo lo cons

tituye el estudio del aislamiento, identificación y evalua

ción de los metabolitos producidos por degradación hidro

lítica de la cocaína (benzoilecgonina, metilecgonina y ec

gonina) a partir de orina de ratas intoxicadas en forma a

guda.

Para satisfacer esta exigencia básica fundamental,

es requisito de primordial importancia adoptar una norma

efectiva para la recolección de las muestras de orina, a

Justada a los propósitos mencionados, a fin de obtener va

lores fidedignos y reproducibles.

Con el empleo de jaulas metabólicas comunes, o bien

adicionándoles enrejados o filtros, se obtenían orinas al

tamente contaminadas con materia fecal, que producían la

elevación de su pHa valores incompatibles con la estabi

lidad de la cocaína, benzoilecgonina y metilecgonina. En



todos los casos las orinas recolectadas presentaban pHsu

periores a ll, condición altamente favorable para la hidró

lisis de los componentes antes mencionados.

Valanjú y col. (90 ) en su trabajo "Detection of bio

transformed cocaine in urine from drug abusers" prepararon

los testigos de ecgonina y benzoil—-ecgonina para smremple

ados en su técnica de aislamiento, adicionando cocaína a

una muestra de orina a pH 8,5 a temperatura ambiente por

24-48hs¡considerando las circunstancias antes especifica

das y dado que la degradación metabólica de la droga origi

na idénticos metabolitos]resultaría imposible distinguir
si los mismosprovienen de la transformación en el organis

mo, "in vivo" o bien por circunstancias extrañas.

Por tal motivo se diseñó en dispositivo que permitie

ra la recolección de la orina, eeparándola de la materia

fecal. Este implemento se acopló al embudode las jaulas

metabólicas, con lo cual fué posible rec0ger muestras de

orina no contaminadas, que acusaron un pH comprendido en

tre 6,3 a 6,8. Conlas modificaciones incorporadas, resul

tante de una exigencia de primerísima incidencia (muestras
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puras, no contaminadas) y en cuya concepción ha participa

do también la licenciada AnaMaría Pinet, ha sido posible

obtener material exento de todo componenteextraño, apto

para su ulterior procesamiento.

Ilo-Obtención 1 purificación de ecgonina.

El clorhidrato de ecgonina fué preparado en nuestro

laboratorio por hidrólisis de cocaína en medioácido clorhí

drico, por la siguiente técnica:

a 250 mg de clorhidrato de cocaína se adicionan SOml de

una solución de 01H 2 N y se calienta por un lapso de 36hs

sobre una plancha regulable a 80°C. A medida que se produce

la evaporación del agente hidrolizante, se repone éste.

Durante el período deecalentamiento, se retiran pe

queñas alícuotas de la solución, para comprobar la marcha

de la hidrólisis, (mediante técnicas cromatográficaa) la

que se completó a las 36 hs.

En la última etapa no se repuso el ácido evaporado,

sino que por el contrario, se permitió su concentración

hasta un volumen de 5 ml. Una vez frío, se Procedió a pre
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cipitar el clorhidrato de ecgonina por el agregado de 25 ml

de acetona. Se.centrifugó, decantó el líquido eobrenadante
y el precipitado fué repetidamente lavado con acetona y clo

roformo. Ia sal de ecgonina fué sacada a presión reducida.

A pesar de haber sido 1a ecgonina identificada por

LR. (en la Cátedra de Orgánica de ésta Facultad), la reso

lucion espectrofotométrica en el ámbito del ultravioleta

no permitió registrar las inflexiones especificadas en la

bibliografía.

Unode los primeros intentos fué realizar la purifi

cación de la ecgonina por cromatOgrafía en placa delgada

preparativa, pero no se obtuvo rendimiento satisfactorio.

Entre varias posibilidades se consideró recurrir a columnas

de celulosa. Dadoque en 1a bibliOgrafía no se halló nin

gunareferencia sobre el particular se iniciaron las prime

ras experiencias trabajando con papel cromatográfico Watman

3 M.M., ensayándose distintas mezclas de elución hasta lo

grar la más eficiente para separar ecgonina de su supuesta

impureza, benzoilecgonina.

Se ensayaron los solventes que se enumeran obtenién
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dose los siguientes valores Rf: R?
E BE

1) Metanol-cloroformo-amonfaco(50:50:0,5) 0,66 0,90

2) Cloroformo-amoníaco (99:1) 0,06 0,92

3) Metanol-amoníaco (99:1) 0,50 0,71

4) Cloroformo-metanol-amoníaco(50:5035) 0,59 0.39

5) Cloroformo-metanol-amoníaco(80:20:3) 0,15 0,82

Los cromatogramas fueron revelados mediante aspersión

con el reactivo de Dragendorff modificado, comprobándose que

se obtenía una mejor separación con las mezclas 2 y 5, eli

giéndose como eluyente la N° 5 por su mayor polaridad.

A continuación se utilizaron columnas de 18 cm de al

to por 0,7 cmde diámetro interno, las que se llenaron hasta

ll cm con 1,7 g de celulosa, luego de obturar el fondo de

ellas con lana de vidrio, sobre la celulosa se colocó un

disco de papel de filtro WhatmanN° l.

Las soluciones a cromatografiar se prepararon solubi

lizando 500 ug de ecgonina y benzoilecgonina en 0,5 ml de

la mezcla eluyente. De ambas se sembraron 0,25 ml.
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Las columnas se lavaron previamente con la mezcla e

luyente y posteriormente se sembró la muestra, la que se

dejó ingresar en la celulosa. A partir de ese momento,se

comenzóa eluir con porciones de l ml de la mezcla cloro

formo-metanol-amoníaco (8022023). La recolección de la mues

tra se comenzóen el momentode su introducción y se reali

zó colectando 20 fracciones de l m1 cada una, las que fue

ron luego evaporadas en rotavapor.

A continuación todas las fracciones fueron cromato

grafiadas en placa delgada, observándose después del reve

lado, que en las fracciones 3-4-5 y 6 solo aparecía benzoil

ecgonina y en las 9-10-11-12-13 y 14 solamente ecgonina.

En mérito a los resultados obtenidos, se decidió e

fectuar la recolección de dos fracciones. La primera de

7,5 ml que contenía la benzoilecgonina y la segunda de 7,5

a 15 ml correspondiente a la ecgonina, las que se rotularon

I y II respectivamente.

Ambasfracciones se evaporaron en rotavapor a seque

dad y el residuo obtenido fué tratado con solución de ácido

sulfúrico 0,1 N efectuando una resolución espectrofotométri
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ca contra un blanco de reactivos, en un dispositivo Cary

118 con registrador automático. Se obtuvieron de esta ma

nera las curvas correspondientes para la benzoilecgonina

y la ecgonina. Para la benzoilecgonina se trabajó en un

rango de O a 2, confirmándose la presencia del máximoca

racterístico a 232 nmy el de su coeficiente de extinción

de aproximadamente 400.

Para la eogonina se trabajó en un rango de sensibi

lidad de O a 0,1 confirmándose la presencia del "pico"

máximocaracterístico a 261 nmy determinándose aproxima

damente su coeficiente de extinción (E 1%, l cm 21) el que

no se halló registrado en la bibliografía consultada.

IIIJ-Técnicas ensaladas I modificaciones=

Se consultó la bibliografía especializada en busca

de técnicas de aislamiento, identificación y evaluación de

las sustancias en estudio.

En unïprimer intento y ya que en ese momentono se

disponía del instrumental adecuado, se eligieron comoensa

yo las técnicas de Bastos y col. ( 5 ) y Valanjú y col ( 90)
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para iniciar la parte experimental del presente trabajo.

Si bien el método propuesto por Bastos se comentó bre

Vementeen el capítulo de técnicaaanalíticas, se describi

rá aquí con más detalles indicando la forma en que se lle

vó a cabo su ejecución.

Se trabajó con 10 ml de orina a la que se le adicio

nó 500 ug de cada una de las siguientes drogas: cocaína,

benzoilecgonina y ecgonina. Se alcalinizó con 250 mg de car

bonato de sodio a fin de obtener un pH entre 8 y 9. A con

tinuación se agregó 5 ml de la mezcla cloroformo-etanol 3:

2. Se agitó en Vortex, se centrifugó y se separó por aspira

ción la capa clorofórmica que contenía la cocaína y otras

bases extraibles, en caso de estarpresentes. La fase acuo

sa-etanólica se saturó con carbonato de potasio anhidro,se

agitó en Vortex; se centrifugó y separó 1a fase etanólica

superior que contiene los metabolitos conjuntamente con gran

cantidad de impurezas de la orina.

Hasta aquí se realizó la técnica ajustandose a lo in

dicado por los autores, quienes a partir de los extractos

etanólicos procedena derivatizar a los metabolitos a fin
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de convertirlos en sus ssteres butílicos correspondientes.

Llegada a esta etapa y con el solo efecto de compro

bar la efectiva extracción de la benzoilecgonina y ecgoni

na, se intentó emplear el extracto etanólico para 1a reali

zación de una cromatOgrafía en placa delgada. Se eligió una

técnica cromatográfica que utiliza dos solventes de "corri

mientn’ en forma secuencial. El primero que desplaza

la cocaína con un Rf resultante de 0,90, fué el constituí

do por la mezcla acetato de etilo-metanol (170220) en cá

mara saturada de amoniaco de 1a manera usual. En este sis

tema los metabolitos y las impurezas de la orina permane

cen en el punto de siembra.

Unavez desplazado el líquido resolutivo hasta una

altura de 11 cmse retiró la placa, se secó al aire y a con

tinuación se introdujo en otra cuba conteniendo el segundo

solvente de desarrollo:cloroformo-metanol (50:50), también

saturada con amoniaco. Cuando el solvente hubo alcanzado

una altura de 7 cmse retiróla placa y una vez seca se re

veló con reactivo de Dragendorff modificado. En la placa

pudoobservarse a la cocaína aislada en el extracto cloro



formico, con su Rf correspondiente (0,90) coincidente con

el de su respectivo testigo, en cambio los metabolitos no

pudieron ser identificados por estar completamente enmas

carados u ocultos por productos de coextracción de la ori

na los que se colorean con el mismoreactivo cromogénico

(Placa l).

Se intentó, con extractOs obtenidos en forma análOga,

ensayar otros solventes resolutivos, pero en todos los ca

sos los resultados fueron deficientes.

Se intentó entonces realizar el aislamiento de las

drogas en estudio, empleandola técnica propuesta por Valan

ju y col. (90 ) que consiste en utilizar 25 ml de orina,

cuyo pH es ajustado a 8,5, por el agregado de hidróxido de

sodio lO N y buffer bicarbonato de pH 8,5.

La orina así preparada, conteniendo 500 ug de cocaí

naide benzoilecgonina y de ecgonina respectivamente se ex

trajo dos veces por agitación vigorosa con 75 ml cada vez,

de la mezcla cloroformo-isopropanol.1-2 dicloroetano(8:l:3).

Las fases orgánicas reunidas, son evaporadas y emplea

das para cromatografía en placa delgada, la que fue desa
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rrollada con el sistema secuencial indicado anteriormente.

(Placa 2)Los resultados obtenidos indicaron que si bien los

extractos presentaban menor pigmentación, el rendimiento

de extracción de los metabolitos era muypobre, ya que re

sultaba casi imposible visualizarloa en el cromatOgrama.

Para 1a cocaína se obtuvo en cambio, muy buen rendimiento.

En vista de lo anteriormente expuesto y lo antieco

nómico del método, después de varios intentos se decidió

descartar la técnica descripta. Se retornó entonces al mé

todo de Bastos y col. realizándose el aislamiento de las

drogas tal como, se había efectuado anteriormente. Ia opera

ción de derivatización se llevó a cabo siguiendo las indi

caciones propuestas por los autores.

A la fase etanólica proveniente del "salting out" se

le adicionó ácido clorhídrico 6 N hasta un valor de pHin

ferior a 7.

Para realizar la butilación se adicionó a la fase an

tes citada, 2 ml de l-butanol y o, 1 ml de ácido sulfúrico

concentrado, dejándose reaccionar por especio de 30' en un

baño de silicona a temperatura entre 120° - 130°.



Transcurrido el tiempo señaladorel tubo fué retirado

del baño, permitiendo su enfriamiento a temperatura ambien

te. Se adicionó a continuación S m1 de tolueno y la mezcla

fué trasvasada a un tubo limpio. El primer tubo fue lavado

con 5 ml de agua destilada que se unió luego a la mezcla

butanol-tolueno. E1 contenido del segundo tubo fué agitado

en Vortex; centrifugado y la fase tolueno descartada. La so

lución acuosa remanente fué saturada con bicarbonato de so

dio sólido y extraída con 10 ml de ciclohexano. Este extrac

to orgánico una vez separado y evaporada, se sometió a un

análisis cromatOgráfico en capa delgada en el sistema meta

nol-amoníaco (99-1), revelándose con iodoplatinato.(Placa 3).

A pesar de haberse desarrollado la técnica ajustando

se estrictamente a lo indicado por los autores en lo concer

niente a reactivos, metodología, volúmenes, tiempos tempera

turas, etc., no se obtuvieronresultados satisfactorios.

Los inconvenientes más notables encontrados fueron

la carbonización del extracto y la aparición en lOs croma

togramas, aún en los testigos, de manchas espúreas que in

dicaron alguna modificación en las moléculas de engonina y



benzoilecgonina (posible formación de dobles ligaduras y

arrastre de importante cantidad de impurezas.

Se supuso que estos inconvenientes se debían a la

evaporación de los solventes que producían una mayor con

centración del ácido sulfúrico. Para tratar de superar en

cierta medida estos problemas se incrementaron los volúme

nes de etanol y butanol y se adicionó en la boca del tubo

de reacción un pequeño condensador de aproximadamente 20cm

de alto con adaptación esmerilada. Este último fué diseña

do con un estrechamiento a fin de permitir la colocación

de un "manchón"de agua fría, el que se renovaba frecuente

mente-(Placa 4).

Estas modificaciones mejoraron los resultados lo que

pudoapreciarse en la placa cromatográfica respectiva la

que se procesó en forma similar a la Placa 3 variando sólo

la temperatura, ya que esta última se desarrolló en helade

ra a 4°C. Conel fin de poder realizar la evaluación de las

drogas en estudio, se intentaron resoluciones espectrofoto

métricas al U.V. de los correspondientes derivados butila

dos empleando comosolventes etanol y ácido sulfúrico 0,1N.
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Las resoluciones se realizaron empleandocomoblanco, ori

nas exentas de drogas y.procesadas en identica forma. Los

resultados obtenidos no fueron efectivos ya que las sustan

cias de coextracción impidieron tener datos coherentes.

Un dato importante de la metodología aplicada, tenien

do en cuenta, que se trabajó con blancos y testigos, fué

que el etanol empleando"salting out" extrae las drogas,

a partir de soluciones acuosas, con muybuen rendimiento.

Esta observación sirvió de punto de partida para que

a continuación se intentara purificar los extractos etanó

licos por tratamiento a través de columnas.

En primer lugar se resolvió ensayar la purificación

por pasaje a través de columnas conteniendo Celite.

Se preparó una pequeña columna con l g de Celita 545.

El extracto etanólico provenientes del “salting out"

fué disuelto en l ml de la mezcla cloroformo-isopropanol

1-2 decloroetano (8:1:3) y la solución fué colocada en el

tope de la columna de Celite. Unavez introducida completa

mente la muestra, comenzóa eluirse con pequeñas porciones

de la mezcla antes citada colectándoee 3 fracciones de 5ml
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cada una, las que fueron evaporadas en rotavaporá

Se tomó cada una con 50 ul de metanol y se sometió

a la cromatOgrafía en placa delgada. El mayor porcentaje

de los metabolitos apareció en las dos primeras fracciones

y muy poco en la última.

El resultado obtenido debe considerarse altamente sa

tisfactOrio, puesto que fué posible eliminar impurezas y

obtener los respectivos valores Ef de los metabolitos en

total coincidencia con los testigos: pero en oposición es

de destacar un reducido rendimiento.

Se desea aclarar que la elección del solvente cloro

formo-isoproPanol-l-Z,dicloroetano (6:1:3) fué realizado

luego de haber ensayado un gran número de otros solventes

y mezcla de los mismos con muymalos resultados.

Se efectuaron a continuación varios ensayos, tendien

tes a verificar los limites de sensibilidad de la técnica

descripta ya que en las pruebas precedentes se empleaban

concentraciones de 100 ug/ml de benzoilecgonina y ecgonina.

Se observó que en concentraciones de 25 ug/ml de cada

una de las citadas drogas no se revelaban estas considerán
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dose este límite muyelevado para su aplicación en casos

legales.

Se ensayaron entonces otros solventes de elución ta

les comometanol, que producía extractos muy impuros; mez

clas de metanol-cloroformo a distintas proporciones; pero

en todos los casos se eluían junto con las drogas sustancias

interferentes cuyos valores Br coincidían con los de los

metabolitos en examen.

Se intentó a continuación el empleo de aislamiento

por columna de amberlite XAD2.

En uno de los trabajos comentados en el apartado ti

tulado"Generalidadessobre técnicas analíticas" e identifi

cado con el N‘ XIII, los autores Naya, Nisra y muié (68 ),

mencionanhaber realizado el aislamiento de los metabolitos

de 1a (33) cocaina de orina y otros productos biológicos

de ratas previamente intoxicadas con dicho alcaloide, me

diante el empleo de resina de Amberlite XADz;Se intentó

reproducir dicha técnica a pesar de que Mulé, uno de los

coautores, manifestó en un trabajo publicado un año antes

a1 citado (55) la casi imposibilidad de aislar los metabo



litos hidrosolubles de la cocaína empleandodicha resina.

A su vez Koontz (47) observó que los productos de biotrans

formación de la cocaína pueden ser aislados por resina XAD2

a partir de soluciones de baja fuerza iónica, pero no a

partir de orina. Previamenteaislaron la cocaína de la ori

na con ciclohexano, destinándose luego el remanente de la

muestra para la extracción de los metabolitos hidrosolubles.

La orina fué filtrada a traves de lana de vidrio y

repetidamente pasada por una columna de Amberlite XAD2de

300 mmpor 25 mm, lavándose a continuación con lOO ml de

agua. El extracto acuoso se concentró a presión reducida y

baja temperatura, siendo denominadafracción N° l.

Los metabolitos absorbidos sobre la columna fueron

eluídos con metanol, hasta la desaparición de la radioacti

vidad.

Comoel presente trabajo no se realizó con droga mar

cada no se dispuso de ese parámetro de referencia, por lo

que se colectaron dos fracciones de 100 ml de cada una,

que se evaporaron en rotavapor y fueron sometidas a la cro

matografía en placa delgada. Placas 5 y 6.

En vista de no haberse obtenido ningún resultado y
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atento a lo expuesto por Koontz ( 47) respecto a la imposi

bilidad de aislar los metabolitos hidrosolublee directamen

te de la orina,ee intentó efectuar dicha experiencia prime

ro sobre el extracto etanólico proveniente del 'salting out?

y segundo, a partir de un extracto metanólico de las orinas

previamente sacadas a presión reducida. En ambos casos los
solventes fueron evaporadoey los extractos reconstituídoe

con agua. Las muestras, así procesadas, se sometieron al pa

saje por la columna de Amberlite XAD procediéndose en for2,

maanáloga a la descripta anteriormente. En este caso se

obtuvieron resultados igualmente negativos.

IV.-Emgleo del acetato de etilo comosolvente de extracción

de los metabolitos hidrosolubles.

De acuerdo con la tabla de eolubilidades de los meta

bolitos de la cocaína, la ecgonina base es soluble en aceta

to de etilo en la proporción de l en 75.

Ante esta referencia se utilizó el mencionadosolven

te comoagente para las respectivas extracciones.

Debido a que en los exámenes de rutina, se procesan

los metabolitos hidrosolubles en forma simultánea, en este
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.caso también se aplicó el mismosolvente para el aislamiento

de ecgonina y benzoilecgonina.

Se introdujeron 200 ug de cada una de las drogas an

tes mencionadas en tubos separados agregándose 2 ml de agua

destilada y cantidad suficiente de amoniacohasta pH9. A

continuación se efectuó un agotamiento en Vortex durante

2 min. con 3 ml de acetato de etilo. Después del centrífuga

do, las fases orgánicas fueron separadas, evaporadas en rota

vapor y aplicadas a una placa para cromatografía con sopor

te de silicagel G. El solvente de corrimiento porpuesto fué

cloroformo-metanol (75: 25) siendo la cuba saturada con

amoniaco de la manera habitual. Una vez alcanzado el solven

te una altura conveniente, se retiró la placa y una vez

seca fué revelada con el reactivo de Dragendorff modificado,

apareciendo en la misma/solamente las manchas correspondien

tes a los testigos (placa 7). Ante este resultado se repi

tió el ensayo con la variante de la saturación de la fase

acuosa con sulfato de amonio sólido. Se procedió en forma

similar a 1a técnica precedente pero después del agregado

de los 3 ml de acetato de etilo la fase acuosa fue saturada



con sulfato de amonio. Una vez lograda la saturación se pro

cedió a agitar, en Vortex, centrifugar, separar y evaporar

las fases orgánicas, las que ÍUeron luego sometidas a la

cromatografía en placa delgada. Esta variante analítica per

mitió comprobar que la benzoilecgonina se extraía con muy

buen rendimiento; en cambio la ecgonina no fué detectada.

En vista de los resultados obtenidos se decidió cam

biar el agente saturante, empleandoseen este caso carbona

to de potasio anhidro, procediéndose en todo lo demás en

forma análoga al ensayo anterior. En este caso se observó

una mácula muydébil en la zona correspondiente al RI de la

ecgonina; mientras la benzoilecgonina incrementó su recupera,

ción.(P1aca 8).

Conformeal éxito obtenido para la benzoilecgonina,

la que fué satisfactoriamente extraída a partir de agua, se

trató de aplicar la mismatécnica a muestras de orina a las

que.se les adicionó la droga en estudio.

Los ensayos se efectuaron en forma confrontativa

utilizando una muestra de orina norma1(B), orina adiciona

da de benzoilecgonina (M)y agua destilada conteniendo el



-103

mismo compuesto (T). Los volúmenes fueron de 5 ml y la can

tidad de droga agregada 100 ug que representaba una concen

tración de 20 ug/ml.

A cada tubo se le efectuaron 3 extracciones con 5 ml

de acetato de etilo cada vez. Los extractos una vez evapora

dos se disolvieron con 50 ul de etanol y se cromatografía

ron en placa delgada, empleandose comosolvente resolutivo

cloroformo-metanol (75: 25).

Comoen el caso anterior los resultados fueron óptimos

para el testigo pero en cuanto a la muestra, las sustancias

de coextracción de la orina impidieron visualizar en forma

neta la máeula correspondiente a la benzoilecgonina. Aunque

la diferencia de intensidad con las manchaspresentadas por

el blanco eran bien notorias resultaba imposible predecir

los problemas que se producirían con bajas concentraciones

de benzoilecgonina.

El objetivo siguiente fué, entonces, el lograr un sol

vente de resolución que separará al metabolito de los pro

ductos de coextracción de la orina.

Después de efectuar varios ensayos se comprobóque
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el sistema eluyente que ofrecía resultados satisfactorios

era el constituido por la mezcla metanol-cloroformo (75:25)

en atmósfera de amoniaco. (Placa9 ).

V.-Ebtudios tendientes al logro de solventes o mezclas para

el aislamiento de la ecgonina.

Ensayos previos indicaban que la ecgonina podía extra

erse con muybuen rendimiento a partir de agua con etanol,

empleando la técnica de "salting out" con carbonato de po

tasio, pero con orina los resultados era deficientes, por

la cantidad de impurezas coextraídas. Unicamente mediante

la butilación de los extractos pudo comprobarse la presen

cia del derivado de la ecgonina ( 5 ).

Los intentos originales realizados con la finalidad

de aislar la ecgonina se han resumido en los esquemas que

se detallan más adelante.

En todos los casos se trabajó con concentraciones de

cocaína, ecgonina y benzoilecgonina de 20 ug/ml y los volú

menes de elección para las muestras fueron de Sml de orina

de ratas, no intoxicadas.



PLACAS CROMATOGRKFICASQReferenciasz

Abreviaturas

C.- Cocaína

3.- Benzoilecgonina

E,- Ecgonina

Agentes revelantes

(1).-Dragendorff modificado

(2).-Iodop1utinato de potasio

Solventes de corrimienpg

1.- Acetato de etilo- metanol (170320), cuba saturada con amoniaco.

II.- Cloroformo-metanol (50:50), cuba saturada con amoniaco.

III.-Metanol—amoníaco (99-1).

IV.- Clorofonmo- metanol (75:25), cuba saturada con amoniaco.

v,- Cloroformo-metanol (25:75), cuba saturada con amoniaco.

Sustancias sembradas

1.-B1anco de orina

2.- Orina 4 C 4 B 4 E

3.- Agua + C +.B 4 E

4.- Testigos de C, B y E

5.- Idem l
6.- Orina 4 B 4 E

7.- Agua 4 B + E

8.- Testigo de B y E (sin butilación)
9.- Testigo de B

10.- Agua 4 E

11.- Testigo de E

12.- Orina 4 B

13.- Agua 4 B



PLACAS CROMATOGBÁFICAS PARA COMPROBAR LA EFICIENCIA DE

lLOS METODOS DE AISLAMIENTO

(ver referencias)

Placa 1' Placa 2

Placa 1: a) Extracción con cloroformowetanol (3:2)
b) Se separa la fase clorofórmica que extrae C.
o) Después de saturar con K2003, se separa el etanol que

extrae B+E.
Solventes de resolución: (en forma secuencial)

Í.- ¡hasta 11cm
II.— hasta 7 cm

Agenterevelante:(l)

Placalg: Extracción con mezclazcloroformomisopropancl-l-Qdicloro—
etano (82133)

Sclventes de resolución y agente revelante a idsm placa 1

¡”pánw. A



PLACAS CROMATOGBAFICAS PARA COMPROBAR LA EFICIENCIA DE

Lós monos DE AISLAMIENTO
(ver referencias)

{fix

w

Placa 3 Placa 4

Placa 3: Extracción de B 4 E con metanol, previa saturación con KQCO3, 1Derivatización mediante butilación.
Solvente de resolución: III
Agente revelante: (2)

Placa 4: Idem placa 3, con las modificaciones introducidas para la
derivatización

Resolución efectuada a 4’C¡



PLACAS CROMATOGRAFICAS PARA COMPROBAR LA EFICIENCIA DE

LOS METÜDOS DE AISLAMIENTO

(Vanreferencias)

Placa 5 Placa 6

Placa a Extraccion de C B E por empleo de la resina de amberlite9 i

XAD2(extracto acuosa)

Solventes de resolución=(en forma secuencial)
I.— hasta 11 cm
II." hasta 7 cm

Agente revelante: (1)

Placa 6: Extractos metanólicos precedentes de la elución de la resina o



PLACAS CHQMATOGBAFICAS PARA COMPROBAR LA ggICIENCIA DE

x Los METODOS DE AÏSLAMIENTO

(Ver referencias)

13 j 9 10 11 " 13 9 10 11

Placa? Plac358I

Placa’zg Extracción de B y E con acetato de etilo a partir de solu
ciones acuosas

Solvente de resolución: IV

Agente revelante: (1)
Temperatura ambiente

Placq_g; Extracciones de B:y E con acetato de etilo previa saturación
con K2C03

Solvente de resolución: IV

Agente revalunte: (1)
Temperatura ambiente.



PLACAS CROMATOGRAFICAS PARA COMPROBAR LA EFICIENCIA DE

LOS METODOS DE AISLAMIENTO

(Ver referencias)
.. ’ . , \; ,.

«x*" ¿Miu 923‘ +
.1 12 1'3 ,.._.2-___

Placa 9

Placa z Extracción de B con acetato de etilo previa saturación con CO3K2
Solvente de resolución: V

Agente reVelantezíI)y Í2)en forma secuencial
Temperatura ambiente

E.._____.___/



Los ensayos en forma paralela fueron realizados con

blanco de orina (B), con orina adicionada de las drogas (M)

y testigos de agua destilada conteniendo los metabolitos

en estudio (T). El análisis de los extractos por cromato

grafía en placa delgada permitió obtener conclusiones res

pecto de los resultados logrados.

Esguemas.

A) 1)

2)

3)

Extracción con ciclohexano, ajustando el pH a B con

solución de hidróxido de amonio al 20%. Se logra ais

lar la cocaína con un rendimiento cercano al 95%.

Saturación de la fase acuosa con carbonato de potasio

anhidro y extracción con acetato de etilo con lo que

se consigue aislar la benzoilecgonina.

La fase acuosa remanente ya saturada, se trata con

isopropanol.

El empleo de este solvente produjo extractos

más puros que el etanol, pero aún persistían sustan

cias propias de la orina que interferían en la identi

ficación de la ecgonina. Se ensayaron numerosos sol
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ventes de resolución, para lograr la separación de las

interferencias y la droga, pero no se obtuvieron resul

tados satisfactorios.

B) En este ensayo los pasos 1 y 2 se efectuaron en forma

C)

análoga al esquema A.

l) En este item, se propone el cambio del agente de ex

tracción. Para tal fin se preparó una mezcla de acetato

de etilo-isopropanol (1:1). Si bien este recurso permi

tió disponer de un extracto más depurado, persistía aún

apreciable material contaminante.

1)

2)

La cocaína es extraída nuevamente con ciclohexano man

teniendo las condiciones explicitadas en A.

La benzoilecgonina es extraída igualmente con acetato

de etilo, previa saturación con carbonato de potasio.

La saturación se efectuó en forma lenta y sumergiendo

los tubos en baño de hielo, a fin de neutralizar el

incremento de temperatura producido por el agregado

de carbonato de potasio, condición que podría inducir

la descomposiciónhidrolítica del mencionadometaboli

to.



3) La mezcla de solventes destinada a 1a extracción de

la ecgonina fué nuevamente modificada, llevándola a

las siguientes proporciones: acetato de etilo-isopro

Pan01 (3:1). Esta mezcla extrajo con buen rendimiento,

pero los extractos aunque aparentaban estar bastante

puros comopara lograr la identificación de la ecgo

nina por cromatografía en placa delgada, dieron lugar

a la aparición de falsas máculas coincidentes con el

Rf de la droga, en catorce sistemas de resolución

empleados.

Pese a los resultados obtenidos, resultaba innegable

que la técnica de extracción empleada para la ecgonina era

apropiada requiriéndose a continuación una buena técnica

de purificación.

Se pensó obviar el paso de aislamiento de la benzoil

ecgonina y realizarlo en forma conjunta mediante el empleo

de la mezcla acetato de etilo-isopropanol (3:1).

Simultáneamente se propuso aplicar una técnica de

"clean up" a fin de lograr extractos de mayor pureza.

Se ha hecho referencia al empleo de la columna de ce
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.lite, comoasí también los motivos por los cuales desistiose

de su empleo.

Otra alternativa la constituyó el empleode carbón

previamente tratado, tal comolo indica Meola (54 ). Este

autor manifiesta realizar la extracción de drogas a partir

de orina, incluyendo la cocaína y sus metabolitos, benzoil

ecgonina y ecgonina. Probada la técnica indicada, resultó

imposible eluír del carbon los metabolitos con los eluyen

tes propuestos por el autor} eter etílico y cloroformo-iso

propanol(50 : 10). Esta técnica emplea carbón tratado con

carbonato de sodio y es factible que los metabolitos pola

res con grupos carboxílicos libres, queden adosados a la

base y no puedan ser recuperados libres de las impurezas

de la orina, en el caso de usar solventes más polares.

VI.-Ensazos de otras técnicas de purificación.

Se prosiguieron los intentos para lograr un sistema

de purificación con cualidades tales que proporcionara ex

tractos puros y buena recuperación.

Con tal motivo se probaron columnas rellenas con dis

tintos "lechos" tales comoPlorisil, LH10, LH20,resinas
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de intercambio, Silicagel, Tierras de Fuller (8)(11)(87)(82)(1)

conjuntamente con eluyentes varios.

El que aparentemente cumplía los objetivos previstos

era el sistema Silicagel comosoporte y metanol comoeluyen

te.

A fin de establecer las óptimas condiciones operati

vas se prepararon columnas de variadas longitudes, comproban

dose que con una altura de 5 cm se lograba una buena puri

ficación.

Se prepararon tres columnas de 5 cm de altura por 0.7cm

de diámetro interno, destinándose una de ellas para el blan

co de orina ¡otra para la ecgonina y la restante para la
benzoileogonina. Tanto las drogas puras comoel blanco de

orina, se disolvieron en metanol y a continuación se reali

zó el tratamiento de las soluciones por las columnas, elu

yéndolas con el mismosolvente. Se colectaron veinte frac

ciones de l ml cada una.

Efectuada la cromatografía en placa delgada de las

fracciones obtenidas, pudo comprobarse que las drogas comen

zaban a eluirse a partir de la segunda fracción y continua
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ban hasta los 8 ml. La mayor cantidad de impurezas se elu

yó en el primer mililitro y algo en la segunda fracción.

Conun criterio similar y colectando para las segun

das fracciones, volúmenes de 0,2 ml, pudo comprobarse que

la benzoilecgonina comenzabaa eluirse a 1,2 ml y la ecgo

nina a partir de 1,6 ml.

Esta técnica mejoró muchola pureza de los extractos

pero aún aparecían en los cromatogramas débiles manchas en

los blancos que podían ser confundidas con las drogas en

estudio en especial para muybajas concentracionesVila-MMM.
Se realizaron ensayos tendientes a1 aislamiento de

la metilecgonina, metabolito producido por la hidrólisis

del ácido benzoico en la molécula de cocaína.

Efectuadoel rastreo bibliográfico tendiente a la ob

tención de las propiedades fisicoquímicas de dicha droga,

a fin de proyectar un esquema para su aislamiento, no pudo

lograrse ningúnaporte significativ0453)(55)(9)(26)(41).

El hecho de estar bloqueado el grupo carboxilo de la

molécula de ecgonina, indica la menor polaridad de la metil
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ecgonina respecto de la ecgonina,razón por la cual se inten

tó el aislamiento de la misma con solventes menospolares.

En un primer intento se trató de aislarla en forma

conjunta con la cocaína mediante el empleo de ciclohexano,

pero los resultados fueron negativos.

Tambiénfracasó el empleo de cloroformo y eter etílico.

En vista que para el posterior aislamiento de los me

tabolitos hidrosolublesjdebía procederse a 1a saturación

de 1a fase acuosa con carbonato de potasio se pensó que es

ta operación podría favorecer la extracción de la metilecgo

nina.

Se probaron entonces los agentes extractivas antes

citados, después de haber saturado, comprobándosela efecv

tividad del eter etílico, que extrae la droga con'buen ren

dimiento, pero conjuntamente con algunos productos normales

de la orina.

Después de haber fijado los parámetros operativos

para CGL,mediante el pasaje de la metilecgonina base tes

tigo, se efectuaron las corridas cromatográficas correspon

dientes a los extractos del blanco de orina y orina más droga,
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comprobéndose,la presencia de un pico interferente, con

un TRmuy próximo al del metabolito.

Se intentó entonces la purificación de los extractos

mediante tratamiento por columnade silicagel.

Comoen casos anteriores, las primeras tentativas se

hicieron en placa con soporte de silicagel HF, pués, aunque

se determinó la no absorbancia de la metilecgonina, a baja

longitud de onda, la localización de las interferencias por

observación al U.V. podían darnos luego la evidencia cuando

se revelara la placa con reactivos cromogénicos adecuados,

de las distancias entre la droga y las impurezas.

Se efectuaron varios ensayos comprobándose que el

sistema eluyente acetato de etilo-cloroformo-metanol-amoni

aco (70: 20: 10: 1) era el más apropiado, (76 ) para sepa

rar la metilecgonina de las interferencias.(Plaoas lO al 14).

El eluyente mencionadofué empleado para la purifica

ción de los extractos conteniendo la metilecgonina, después

de su aislamiento con eter mediante “salting out“.
El extracto etereo es evaporado a sequedad procedien

dose a continuación en la forma en que se indica.
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Se preparan columnas de silicagel de 6 cm de altura

y 0,7 cm de diámetro interno, las que son embebidas con el

solvente de elución adoptado: acetato de etilo, cloroformo

metanol-amoníaco (70: 20: 103,1). Una vez que el mismoha

escurrido completamente se siembra el extracto conteniendo

la metilecgonina, el que previamente se solubilizó con

0,25 ml de metanol.

Cuando la muestra hubo ingresado completamente, se

comienzaa eluír con el solvente citado.

La recolección del eluído se inicia en el momentode

introducir la muestra, descartándose el primer mililitro y

colectándose los tres mililitros siguientes que contienen

la metilecgonina. Las impurezas coloreadas presentes en el

extracto son claramente visualizadas en la parte superior

de la columna.

La fracción escogida se evapora en rotavapor y se la

disuelve en 50 ul de metanol para su posterior evaluación

por cromatOgrafía en fase gaseosa.

Hasta ese momentolos resultados fueron obtenidos Por

el empleo de cromatografía en placa delgada, excepto para la
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{Referencias}

Bustancia&¿sembradaa

(l).- Blancode orina
(2).- Metilecgoninatestigo
(3).- Metilectonina extraída de orina

Agentes revelantes
A.- Luz ultravioleta

3.- Dragendorff modificado

Solventes de corrimiento

I.- Clorofonmo

II.- Acetato de etilo

III.- Acetato de etilo-clorofonmo- metanol (70:30:2,5)

IV.- Acetato de etilo-cloroformo-metanol (50:50t2,5)

V.- Acetato de eti1o-cloroformo-mstanol-amoníaco (70:15:1511)

VI.—Acetato de etilo-cloroformo-metanol-amoníuco (7022021011) (’)

(') Solvente de corrimiento elegido.
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metilecgonina, pero teniendo en cuenta la efectividad de

las técnicas de aislamiento y purificación, se decidió

también ensayar métodos analíticos instrumentales para la

identificación y evaluación de las demásdrogas en estudio.

VIII.- Emgleode la cromatografía gas-líguido.

Consignaseque la aplicación de esta técnica resolu

tiva imponía ineludiblemente un previo plan de tareas que

incluía entre otras, los conocimientosteáricos y prácticos

necesarios, relacionados con el implemento antes mencionado.

A) El análisis cualitativo, fundamental en C.G.L. permitió

extraer información valiosa sobre concentraciones rela

tivas de los componentes investigados y tiempos de re

tención. De acuerdo al tipo de material del presente

trabajo y con la finalidad de lograr el óptimo de efi

cacia, el objetivo se centró sobre los siguientes puntos:
a) Elección de los rellenos de las columnas so orte

fase fija! v longitud de las mismas.
Consultada la bibliografía especializada sobre las

propiedades de los rellenos y dimensiones convenien
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tes de las columnas, se decidió ensayar las siguien

tes:

1) 10% o.v. 101 sobre Chromosorb W-HP- 100-120 mesh

columna de vidrio 1.200 mmpor 4 mm.

2) 3% O.V. 25 sobre Chromosorb Q 100-120 mesh; colum

na de vidrio de 1.800 mmpor 4 mm.

3) 5% O.V. 17 sobre Chromosorb W-HP 100-120 mesh: co

lumna de vidrio de 1.800 mmpor 4 mm.

4) 2% O.V. 101 sobre Chromosorb W-HP100-120 mesh,

columna de vidrio de 1.800 mmpor 4 mm.

Los rellenos y el llenado de las columnas se prepara

ron de acuerdo con las instrucciones del manual del

equipo.

Elección de las temperaturas.

De todos los factores que intervienen en los tiempos

de retención, es sin lugar a dudas el de la tempera

tura de las columnas, el más crítico sobre todo cuan

do se trabaja con programas de temperatura.

Debido a que las drogas aisladas de la orina pudieron
ser separadas unas de otras, se prefirió trabajar con
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cada una de ellas en forma isotérmica. Esto se reali

zó debido a que los programas resultaban muyextensos

y a medida que se incrementaba la temperatura, 1a lí

nea de base se desplazaba impidiendo visualizar los pi

cos con nitidez.

En otros casos fué necesario disminuir la temperatura

de la columna debido a la gran volatilidad de la drOga

(caso de la metilecgonina).

Elección del detector y gasfvector.

Comolas cantidades de las drogas que se esperaba re

gistrar en las muestras, estaban en el orden de los

ug, se decidió usar un detector de ionización de 11a

por sus caractema y, comogas vector nitrógeno'que

rísticas resultó muyeficiente.

Elección gg la tggperatura en el block definyección.

Se conoce la importancia de la temperatura de vapori

zación de las sustancias a analizar. ya que de la mis
ma depende la eficiencia del sistema y la forma de los

picos.
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Así bajas temperaturas producen picos anchos (baja e

ficiencia) y aparición de colas aún con el uso de co

lumnas adecuadas. Altas temperaturas producen fraccio

namientopirolítico de las sustancias con la consigui

ente aparición de picos pertenecientes a los nuevos

productos formados (fantasmas) o desaparición de las

drogas en estudio.

Elección de la temperatura del block de detección.

De acuerdo a las propiedades de las muestras en estu

dio se seleccionó la temperatura adecuada para evitar

condensaciones y obtener buenos resultados.

Después de haber optimizado las condiciones de traba

jo para el análisis cualitativo, siendo la meta bus

cada la evaluación en la orina de ratas intoxicadas

con cocaína, tanto de la droga original, comode los

productos de su biotransformación, se impuso la reali

zación del análisis cuantitativo.

Encromatografíagas-líquido, el análisis cuantitati

co representa un problema tan complejo comoel cuali

tativo.



La respuesta de un aparato es función de muchosfacto

res y no es siempre fácil lograr 1a señal registrada

en relación con la cantidad de muestra que ha pasado

por el detector. De todas maneras, para que una estan

dardización sea posible, la respuesta del detector de

be ser rigurosamente lineal en el ámbito de medida

donde se lo usará, resultando más conveniente la tarea

cuanto mayor sea ese ámbito.

Los detectores diferenciales respondena las variacio

nes de concentración de los elutos en la vena gaseosa

que los atraviesa.

Las áreas que ellos determinan están ligadas a la can

tidad de sustancia eluída según la siguiente relación.

Mi = Ki . Ai

Siendo Mi: masa de las sustancias que atravesó el de

tector.

Ki factor de proporcionalidad que tiene en

cuenta la sensibilidad propia del detector

hacia esa sustancia y la sensibilidad del

registrador.
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Ai: área del pico que le corresponde

E1 problema del análisis cuantitativo se basa en la de

terminación del área deltrazado y un factor de proporciona

lidad relativo al mismo.

En el presente trabajo la identificación y evaluación

de las drogas no polares (cocaina y metileogonina) fué de

fácil resolución por C.G.L.; en cambio la benzoilecgonina

y ecgonina debido a su alta polaridad, debieron ser someti

das a tratamientcs de derivatización. Se empleó para esta

operación el reactivo N.O. Bis-trimetil-silil-acetamida por

sus cualidades altamente reactivas.(62).

Operando en las condiciones que se detallan en el

apartado denominado "EsquemaOperativo“, se identificó y

evaluó el trimetilsilil derivado de la ecgonina en forma

satisfactoria: en cambio con el derivado de la benzoilecgo

nina no se obtuvieron respuestas reproducibles.

Se supuso que los problemas que presentaba la deter

minación de la benzoilecgonina se debían al hecho de que

al ser eluída de la columna de silicagel empleada para su

purificación, se coextraían sustancias inactivantes del
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reactivo derivatizante. El agente trimetilsililante emplea

do es inestable frente a dadores de protones, agua y alcoho

les, que lo transforman en hexametildisiloxano compuesto

este completamente inerte. Era lógico suponer entonces que

alguna sustancia con propiedades tales estuviese presente

en el extracto conjuntamente con la benzoilecgonina inhibi

endo en forma desigual la formación de los trimetilsilil

derivados.

IX.-Em21eode cromatografía líquido-líouidqggg alta grggiég.

Ante lo expuesto precedentemente, se decidió adoptar

otra técnica instrumental, para la evaluación de la benzoil

ecgonina.

Los extractos obtenidos, no eran aptos para ser aná

lisis por espectrofotometría U.V. ya que los productos de

coextracción de la orina interferían manifiestamente, dada

la imposibilidad de su total eliminación.

Se intentó entonces el empleode cromatografía líqui

do-líquido de alta presión.

Consultadala bibliografía especializada se considera

ron tres trabajos (24 ) ( 18) ( 38).
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El primero, empleaba dicha técnica instrumental como

métodode extracción y purificación para ser luego deter

minada por Gas-Masa. Los otros dos, empleaban la cromato

grafía líquido-líquido de alta presión, para su determina

ción.

Emtodos los casos las columnas de elección eran de

fase reversa, variando la composición de las mezclas elu

yentes.

El equipo utilizado en el presente trabajo, opera en

condiciones isocráticas y está provisto de un detector de

U.V. a 289 y 254 nm de longitud de onda.

Se trabajó con una columnade fase reversa rellena

con partículas de silicagel de 10u de diámetro, ligadas a

grupos octadecilo ( Micropak =3:-110, de 3o Cmde longitud

por 0,4 cm de diámetro interno), complementandose además

de una nrecolumna VIDASs.c., de fase reversa de 4 x 0,4 cm.

La resolución de una columna se expresa en función

de tres factores:

o<-1‘\ k‘\4/«)1w¡
eficiencia / selectividad /capacidad

B
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Es posible optimizar la resolución, variando cualquiera

de estos términos.

k' es función de la relación de volumen de la fase móvil

y 1a estacionaria de la columna

V : volumende la fase estacionaria.s

vs Vi = volumen de la fase móvil inters
k‘ = K (1)

Vm ticial y vol. "muerto" del ins
trumental.

Se define v = v + K. V (2)
B m s

El VR (vol. de retención) de un componente es igual

al volumen de retención de un componente no retenido (Vm)

más el volumenadicional de fase móvil requerido para eluír

el componente (K. Vs).

De (l) y (2) y teniendo en cuenta que
t‘q_ l = ¿ ' 'VR- tR x caudal k y aa idea
t m

del tiempo de retención.

t m = tiempo de retención de un compuesto no retenido.

aL-es una medida de la distancia de separación de los

Picos.
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t B - tm t’R2
o< = —-———Ái—-—-——-= —-—--- cuyo valor óptimo es

t R - t t'R
l m 1

:> 1,2

Teniendo en cuenta el trabajo de Graffeo y col. (24 )

la composición de la fase móvil elegida fué metanol-agua

(l + l). Las otras condiciones de trabajo fueron:

Caudal : 1,5 ml / min.

Temperatura 2 ambiente.

Programación = isocrática.

Detector: U.V. a 254 nm.

Consoluciones estandards de benzoilecgonina se deter

minóla sensibilidad del detector, trabajando con una ate

nuación de 0.08 y se comprobó que a concentraciones de 0,3ug/

m1se producían respuestas que permitían su identificación

y pertinente evaluación.

Este valor se eligió por considerarse adecuado a la

concentración de la droga presente en los extractos de orina

de ratas tratadas.

El tR de benzoilecgonina fue 6,4 minutos. A1 efectuar

una "corrida" con el extracto de un blanco de orina, se

comprobóque coincidente con el mismota de la droga se elu



fan sustancias de coextracción.

k' = = :. 3.
tm tm

Para aumentar el tR de la benzoilecgonina, (o sea

obtener un k‘ >> 3) se incrementó la proporción de agua .

El agua tiene mayor viscosidad que el metanol por lo

tanto al aumentar la proporción de la primera, disminuye

la velociiai de transporte de masa entre las fases y aumen

ta el tiempo de retención.

‘31A pesar e ensayarse varias mezclas con cantidades

e agua, no se logró una resolución satisfacto(J.crecientes

ria.

Se probaron entonces los eluyentes propuestos por

Jatow y col. ( 38 ) que consistían en 17%de acetomitrilo

en buffer de fosfatos pH 2,7 y la de Evans y col. ( 18 )

formada por: agua - acetonitrilo - metanol (8 = 1 = l),l%

de ácido acétido y E IA 0.3 Mapero en ninguno de los casos

fue posible identificar el pico de la benzoilecgonina libre

de las sustancias propias de la orina.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las
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mezclas metanol-agua, se decidió incorporar un tercer eol

vente: acetonitrilo. Se‘ensayaronvarias mezclas ternariaa

con estas sustancias en distintas proporciones, resultando

la más adecuada la constituida por agua - acetonitrilo - me

tanol (80 : 15 ; 5). El acetonitrilo tiene menorviscosidad

que el metanol. Comparandodos mezclas binarias agua - me

tanol y agua - acetonitrilo,conteniendo la mismacantidad

de agua se comprobó que con la segunda se incrementa

ba la eficiencia de la columnay disminuía el tiempo de re

tención (ta).

Conla mezcla ternaria seleccionada para el trabajo

se obtuvo para la benzoilecgonina un tRBE= 9,4 min.

Los componentes de la orina más polares se eluyeron

antes y se logró separar el componenteque interfería duran

te la elución.

t' 12
o( ____ ______ -' 1,3

t'RBE 9'4

El caudal se mantuvo en 1,5 ml/min del que resultó

una presión de operación de 170 atmósferas. El trabajo se

realizó a temperatura ambiente. Se empleó detector U.V. el
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que operó a una longitud de onda de 254 nm y con una atenuar

ción de 0.08.

Todos los solventes y reactivos utilizados fueron de

calidad grado analítico Merck. Los eluyentes fueron filtra

dos a través de membranafiltrante Milliporede 0,5 u de diá

metro de poro.
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ESQUEMA OPERATIVO ADOPTADO.

La técnica definitivamente adoptada para la realiza

ción del trabajo consta-de los siguientes pasos que se trans

cibren a continuación:

I)

II)

III)

H q
\_.l

v)

VI)

Tratamiento de los animales y recolección de las mues

tras.

Aislamiento y determinación de la cocaína.

Aislamiento y determinación de la metilecgonina.

Aislamiento de la ecgcnina y benzoilecgonina.

Evaluación ie la ecgcnina.

Evaluación de la benzoilecgonina.
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ESQUEMA DE LOS rnsos UEGUIDOS PARA EL AISLAMIENTO
DE LAS DROGAS EN ESTUDIO

{Aislamiento de la cocaína)

l 4_______ ciclohexano (8 m1)

E‘ ! €‘-—-- orina, pH=8 (5 m1)

I

(7'

Agítar en Verte: 2 minutos
.i

7
Dejar en reposo 10 minutos

v

Agitar en Verte: 1 minuto

V

Centrifugar 15 :inutos a 2000 rpm.

Colocar en "frizer" 2 horas _ g Dejar a temperatura ambiente 1 hora

7
Centrifugar a 2000 rpm.

Se separa la
\\\ fase orgánica (5 m1)

V
"T— Evaporar a presión reducida

(30'0)

La orin’ a otada L” T
. ? g ____? } Valorar cocaína en el residuose oastlna para \*// . 

el aislamiento y
deterninación de
los metabolitos
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(Aislamiento de lu metilecgonina)

Saturar con ¡2003 (anhidro)

traer dc: veces con 5 al de éter
etílico

[IDO

V

<_________I / Centrifnger a S'C ( 5 min. a 2.000 rpm.)

I ¿EN \\\\\>! ' orina: destinar p;ra aislamiento y
v . . . . ..- . determinación de ecgonzna oenzo:ineunir las fraCCio- _ y. ecgonina.nes etereas.

N/

¿vaporar a presión reducida ———-—+ Valorar nezil ecgsnina en e}
resicuo
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( Aislamiento de la benzoile onina la ec onina

Eltraer dos veces con 3 m1 de
—_—————————9acetato de etilo-isopropanol (3,1)

i<;?;\ orina agotadaen medio car
bonatado

Centrifugar

CZ)
' l;__.

,——-—>/
/ —-s

fase orgánica ‘¿_____ orina

\
<;Z____ algodón

¡va o . Disolver el residuorar a re- ______—: _. p . .p en 0.2 nl oe metanol— aión reuuCida a.__: ' \
/////< 25°C 

/

Purificar 6,1 nl'por Valorar benZOil
columna de silicagel GCGORÍDEPor HPLC

valorar ecgcnina
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I.- Tratamiento de los animales 1 recolección de las mues

tras o

En todas las experiencias se usaron ratas hembras

Wistar de 160 a 220 gramos de peso. Las ratas fueron inyec

tadas por vía intraperitoneal con clorhidrato de cocaína en

solución fisiológica, a razón de 20 mgpor

sado como cocaína base.

kg de peso expre

7::ante las ¿L horas subsiguientes r

colección ie Las _;eetrae, se las priví ie :oio allzento,

i;e:e:sáníoles atuniante agua.

Las ratas "central", recihiercn cantidaies equivalen

tes ie soluc1cr f'síológlca por la lena vía.

La recolecczón ¿e la orina se efectuó en envases cilín

iricos ie plástlco ie 7 c: ie altura por 2,8 Cmde diámetro.

31 pHde ‘as orinas, tanto ie las ratas inyectadas,

c023 ie los contrcles, acusó variantes comprendidas entre

5,3 y 5,8. En cuanta a la ízures1s en uno y otro grupo, mos

tró oscilaciones co*“reniiias entre 4,6 a 13,2 nl para el

lzpso antes señalaio. Cosígnase que se ha procesado un volu

zen mínimo de 5,0 nl cuanía los volúzenes superaban este va
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lor, utilizándose en cambio, la cantidad total recogida cuan

do era inferior a la expresada.

El bioterio en el que se realizaban las experiencias

fué climatizado entre 21°C y 23°C y provisto además de un

implementodestinado a dispensar luz artificial por el tér

mino de 12 horas.

Complementariamente se efectuaron comprobaciones des

tinaias a establecer el graio de hidrólisis de las sustan

cias e: estudio durazte el lapso ie recolección antes indi
“ n. ’ 3 L —-‘-' ' " a. 'cazo, incorporaniose a; elec.o ca“.1¿a:es conoczza; :e clor

[J wrecolección de las muestras, contenienio 5,0 ml de cri pro

veniente ie animales no tratados.

Estas observaciones analíticas permitieron comprobar

-—. :4 4L 'nw “4 ,1 79 :1, n ‘L- -e los compuesuosinco.po-acos, 50-0 -a coc-lna, “osura

_Iilrc.l:ico en las coniiciones del(1‘ {D m ¡.1 d' CD HLD O H Os:3 í): (D Ofims0 cf (D 'í ¡3‘.

(Dnsayo, en una proporción aprox'maúa al 10%de la cantidad

incorporada a la muestra de orina de refer ncia.

Agrégase que las nuestras ie orina p_avenientes de ra
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tas tratadas y del respectivo lote de testigos, fueron ana

lizadas de inmediato enlalgunos casos, mientras que, en otros,

se estabilizaron a muybaja temperatura (-20°C) para su ul

terior procesamiento.

II.- Aislamiento y determinación de 1a cocaína.

En tubos de vidrio Pyrex de 25 ml de capacidad con cie

rre esmerilaio, se colocan 5,0 ml de orina y se ajusta el
A n ‘ i I Q Q Q ' Q Qc- n u un :ñ:—4--_ — A 1: q —qnav- 1 _-—‘,—q—- -A .:.- S y, :y_ Ñ- v5.1-3 me vos.-- SV .a-_v—¡3 _-._v.fis- he a

-a“1c '1 :Ïf v 0-u. a. ¡,I- /‘Io

En...» Ñ a- -1n_- -LA .1 asas-,v- A; —v-Aavu*-v0" A v- ‘I’"D-fs; E- 3.:-:.__e-.vu ¡se yuva¿¿..5 Dv ¿Lcu-_..D-: a -C v -uú

l-' 9-1 ‘ .‘1 .- ¿_ 4- " 'J.o ** q _- ¿e c-c-ch:xano e -:.a_en.e 2611163, se ¿giga en

Verte: por 2 :in y se deja e: reposa ¿urante lO :in. T- e

observániose que el conteniio -el tubo aparece ezulsionaio.

Se centrífugó durante 15 :in a 2.000 rpz. A pes.r de

iel contenido ezulsionaio.

Quedaproseripto el agregado de cualquier sustancia o



- 143 

compuestosusceptible de anular la formación o persistencia

de emulsiones, reconociéndose únicamente cualquier recurso

físico atento a las exigencias que impone la metodología

extractiva. Por tal motivo los tubos se colocaron a -20°C

por espacio de 2 horas. A1retirar los tubos del "frizer"

el contenido aparecía totalmente solidificado. Se dejó en

reposo a temperatura ambiente durante una hora, comprobando

se al cabo de ese tiempo la separación nítida de ambas fases.

Se certrifugí nuevazente y separó la fase orgánica

tipo Pasteur provista de unamsuperior :eiia::e una pipet
M.-. :.- - .... .: ... -m 7-1 ¿A1 1. 9 ' 4-.pc¿ue“= 33.6 -= 50-:. -i ciclo-nex.no se transvaso a un .4

- . . lbo :e ensayo prcvzsto d ‘n embuio conteniendo en su vasta

gc una pequeña col"-na de algodón a manera de elemento fil

Este extracto se encuentra en condiciones de ser so

metido a la evaluación de la cocaína que se realiza por cro



- 144 

matografía en fase gas líquido.

E1 extracto evaporada se toma con 50 ul de cloroformo

y de esta solución se inyecta en el cromatógrafo una alícuo

ta de 4 ul.

Las condiciones de operación son las que se detallan

a continuación:

Coluzna: de vidrio de 1200 mmpor 4 mm.

Fase estacionaria: 2%G.7. 101 sobre Chromosorb W-HP100

1;.“ 1'22,-_v —----

A - .. ' A A ’ 4_ Q-AA nun w- “a-Ar Hr' v‘ "P"-38 ¡Cyv&- A... va.UR'Coav yy E- ..¡——¿..y

Velociiaí papel: l cz/tin.

Ziezco de retención: 2,93 - 2,93.

y 2)¡.4(Figuras 5'



Fie N95.

4 ‘áïúP

HP RUN a
RRER z

RT

2.9a
DlL FHCTOR:

¡5.7987 ——-a.-93

2

HP RUN H 6 HPR/3ñ/91
RREÑ Z

RT ÑRER RRER Z

2.99 1515998 188.989
DIL FRCTOR: 1.9898 E+ 9

SB'Ï.T_Ï—’;LÏ Ü.43"”'”

HP RUN N 5
RPEÑS?

Cromatograna 1| stundurd do cocaína 10 g/hl

Cromatogramu2| utnndurd de cocaina 1. g/ml, extraído de orina

Cromatogrunu 3| blanco do orinn



COCAINA

¿ri-1P. - ’¡_
. _ m———fi-fi7’-——‘——“’J Eiïu__"_——_—' . th__¿=5' 1.1:4 f1 .r)?

HP

HP RUN N
RRER Z

RT RPFR ÑPEÑ Z

2.98 972693 IJB.ÑBÜ

DIL FHCTÜR: 1.9995 E+ B

¿WHr-¿.93 . [Lay-a
23 8.91

HR

2.91

HP RUN fl IB ÑPR/3Ü/31
HRER Z

RT ÑREH RREH Z

2.91 452798 199.959
DIL FHCTÜR: 1.9999 E+ B

¿TRRT-=—-a-.»aa—-- " E1.aa

2.93

HP RUN 0 5 HPR/3B/81
HREH Z '

RT RRER ÑREH Z

2.93 123786? IBÜ.BÜB
DIL FÑCTÜR: 1.8088 E+ B

Cromatogrnma1| cocaína extraída do orina de ruta inventada con cocaína
Cronutogrumu 2| ¡dem 1

Cronntogrnna JI ¡den l
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III;- Aislamiento I determinación de la metilecgonina.

Los tubos conteniendo la orina, después de la completa

eliminación del ciclohexano, se introducen en un baño de hie

lo y se satura: en forma lenta con carbonato ie potasio pu

rísimo. A continuación se realizan dos extracciones con 5,0m1

de eter cada uno, con el objeto de aislar la metilecgonina.

Para facilitar la separación de las fases, se centrífuga en

lb (D \n.°C por espacio

que contienen la :etilecgcnina libre ¿e sustancias interfe



rentes. Estas fracciones se evaporan a sequedad en rotavapor.

Los extractos queaan así listos para la evaluación de

la metilecgonina que se realiza por cromatografía en fase

gas-líquido. Para su procesamiento se disuelven los extrac

tos en 50 ul de metanol, inyectandose 4 ul en el cromatogra

fo.

Las condiciones de trabajo son las siguientes:

Columna de vidrio de 1.200 mmpor 4 mm.

’IJ
l e estacionaria: 2€ O.V. 101 sobre Chrozosorb W-HÉICOp. Jl

Gas vector: nitrógeno 60 ml/min.

Detector: ionización de llama.

Tezperatura de la columna: 130°C.

Tezperatura del inyector: 250°C.

Temperatura del detector: 275°C.

Sensibilidad: 3.19“; a.f.s.

Velocidaá del papel: l cm/min.

Z‘iezpo de retención: 284 - 288.

(Figuras E' 3, 4 y 5)



ILTILHCCONIHA

SÏHRT

STOP

HP RUN fi 7
RREÑS?

HP RUN ü 22 DEC/11481HREH '/.

RT RREH RRER 7.

2. 93 985468 168. BBB

DIL FFICTUR: 1.8899 E'O 6

&¡%-—z-fi-__'T‘
3

HP RUNI DEC/ll/Sl TIME 1?: 13:49ÑREH 7.

RT FIRER HRER 7.

2.88 887696 198.588
DIL FHCTÜR: 1.0999 E+ B

Cromatogram 1: blanco de orina

Crmtogruma 2| standard de matilocgoninn 10 5/31

Cromatogrnna3| standard de meulecgonina 10 g/ml, extraido de orina



leILDCCONIIIA

STHRTt-Ü. 03
‘ ___J

l
fi(op/r

s HP RUN n 21 DEC/ll/Bl ,nnen z

RT nnsn nnen z

1.84 142233 5.345
2.?e asacua 14.494
2_33 1933399 79.661

DXL FACTOR: 1.6569 E+ a

SIRRT =——- l a.

:2 .33 ' ‘
1.35

2.73

HP RUN I 2
Fl 'I.REF!

RT RRER HREH 7.

1.85 188508 7.686
2,73 | 718609 26.713
2.96 1761088 66.231

DIL FRCTÜR: 1.3998 E+ B

Cmtograna 11 ¡culecgoninu enruída de orinu de ran, inventada con cocaína,
antes do ofectuur la purificuc16n

Cmtogram 2. ¡del 1
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MEPXLECOONINA

1.5TnRL-——

HP RUN fi
RREH Z

RT ÑREÑ RRHH Z

2-35 1327530 189.889
DIL FRCTÜR: 1.9868 E+ Ü

asmmvr 6.83 “.00

n

s HP RUN n 11
RREH z

RT RRFH nREn z

1.96 391988 11.207
2.34 2392333 88.793

DlL FHCTÜB: 1.5388 E+ a

3, STRRTr»g_33- .._.._.__._... -.__4: 8.89

RR 15‘
1.92 19*

HP RUN ü 6
nREfl Z

RT

1.92
2.8?

DlL FÑCTÜP= I.UÚUH E+ B

CromntOgrnnn1| metilecconinn extraída de orinn de ruth, inyectadu con cocaína,

dcnpuóuefectuar In purificación



IV.- Aislamiento de 1a ecgonina I benzoilecgonina.

La orina remanente, ya saturada con carbonato de pota

sio, es extraída dos veces con una mezcla de acetato de eti

lo-isopropanol (3:1) empleándose en ambos casos volúmenes

de 3 ml.

La extracción se realiza por agitación en Vortex agran

te 2 min, seguida por centrifugacíón y aeparación ie la fase

I - — — I . A 1p. a: «n n.- nar-q- ,- ..-,-—q — h!“ ---,..-qAme vVLL.-;‘-..í-53.. e V...°‘-.‘.&- -9 h 3.-- —-¡..O

q .:‘v- v'fivn-¡v- va C- o-An- vn A ha; ¡5’va '- oo v- P =«1-.-9. :-....‘3-9. 8X.I':.---C.. :9 --_8- -5... ¿ _ J 8.- -'.:. -‘3'

un. RI; “q .- .-—._‘ c...- o- “ha A3.. “¿gn-.cfi- Á... °q_o’--=;: T5.417.-.. l-nuL,e u... ._. —v -¿yy y»... G_--:-..v-v— y=_y---_-\...c .....

- . q I ., m- :e :etanc- pur15120 y



la ecgonina por cromatografía en fase gas liquid 0

Esta determinación requiere previamente una purifica

ción del extracto por tratamiento de éste a través de una

columna de Silicage1,emp1eáníose metanol como solvente de

elución.

La columnausada para este fin es de vidrio, de

de altura por 0,7
5, 4.... -'\ .. w-.. 1 _ -........;:una altura ie 3,; ci, Sii1c=gei gira cr-mau:ur-i

.A 'II'na 60-234 geek.

’ o ’ - ¿_* r:- - : _' “ -1 A-a ¿racczcn coiec.=;a \-: -,e _- a : _- =

. . ¡- —»-.'n‘ c. ¡In-nCierre es:er;¿a:e, se evapora z“ ro.a apcr J e:
1 - 1 n‘ 4--¿4 .: n¿ueso a un tubo especia; para ser ¿eri.;.-za-:

- - ' 1 r A -- ¿.- -4 empleazo para este fin es -a J.o sis . -e-_1=

¿a .. 1.- :1: .4 '_ e; ¿“EMMA .—:oa'v -.....-...-_, o“u:- ¿I -5 S - y—o-. bb! ---vvu.:‘. S .-’ V ¿“4%.6- L»

' ' ¿ . .. 9- - _Las condic10nes opera ivas para i: eva-i;:

A....,_ g .x ._ ra--- "9', ..-.. 'I-..::..\ a-.. ‘pecsc--na ,0- C-u¿5uOgP=.1=5;; ..1¿.*v, ac- -5:

f‘ ‘...,. ' ' ' a ._...veiiiia :e v;ir;o: l e, 2: CC“v .

pm:.2 ¿Fase estacion : 2%0.7. 101 sobre Chro:"*orb

Gasvector nitrógeno 63 :;/:in.

Detector: ionización de llaza.

cm de diámetro interno, contenienio



ECGOHINA

Í I l l
Y

23* 1 th:

HP RHN ü 2
ÑPFQC-ñ

emm r La;a;¿a_._—__‘—575r—_
:EEEE;:;___ 9.36

2 "c 1-!!21 ‘
a LIX

3.31
3.72

HP RUN k 6 SEP/IB/Bfl
RREH Z

RT HRER HREH Z

2.38 823683 91.5É6
3.31 75868 8.424

DIL FRCTOR= 1.8889 E+ B

—«flv-"¿L sig8.59

HP PUN h 6
HREÑ Z

R'T

2.43
DIL FRCTOR:

Grountogrnna 1| blanco do orina

g/nl, extraído de orinaCromn‘ogrumu ?I utondard de ecgoninn 10

g/nl, extraído de orinaCromatograna Jn standard de ocgoninu 10



ECGOHINA

"_Ñ __. D. ”;L
.._._.-._._.-r.= q-n ._¡».

SÏHRT.--———-———»-»——-w “¿L ¡LV U.U¿3.36
1.20

:1 HP 1.71
2.38

3.31
3.72

HP RUN e 9 TIME 14:53:54
RREH 2

RT RPER HRER z

2.33 479890 83.634
3.31 73868 12.352
3.72 23838 4.914

DIL FHCTÜR: 1.9999 E+ B

STRRT4*47 n ¡A ._ ¿59 9.95
3 1-21

a - 1.71
2.33

3.27

HP PUN a S SEP/IÜ/BB
RREÑ z

RT HREÑ ñREfl z

2.33 1832886 98.789
3.27 lüsrun 9.29l

IIIL FÑILTI'JPZ l.HBÜÜ E+ l'.‘

Cromntogrtmn la ecgoninn extraída do orina de rntu inyectado con cocaína
Cromnogrunu 2| idem 1

Cromutogrumu JI idem 1
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Aire: 300 ml/min.

Hidrógeno: 40 ml/hin.

Temperatura columna: 150°C.

Temperatura inyector: 250°C.

Temperatura detector: 275°C.

Sensibilidad: 3.10’9

Velocidad del.pape1: 1 cm/hin.

Tiempode retención: 2,35-2,40.

__— _. - I . —- \_ ¡V-Q --—n- A- ¿A “¡o- b:’-A--:fi-A--- :*¿—-v-—_=El. C -_-C,"O ¿7- u-É-hu... u: ¿5 y“..-_---=.u... .ao \ -_----— * . I,

- o - . - -.. - .. - . r:- "naa av- "av-'--‘v-:": -- a: -=="-.': c ': =-: "afl- C"¿JL --—-vu-v- n-..v.............- .-—¡-... n‘-v—.-_- .. -_ -v‘.—¿..-- u

:3 1x3,! A4‘QA-fiv-4 4; “Av- 1': ¿;a_— Ac -'vn‘w-——=—-4>';1:3 u- - lusy MVHZV--vv5v“-n‘o ya- -a wav-.v-n —..u-—a—--.-u.--s..- —O-O-I-'O

- v- -n Fxv- --— 1-- WQ‘A 'W sunt: vfl-w— 1-- 0 .. 39.. h. S:...-Avv ¿un -.’-—- ¡-¡vo

t n ' - ' - n - A.nas coniic10nes ‘e 2:3:35: son -as s:gu.en.e=.
a -- i ‘Hzfivo.:::a: kzcropori. -.
a. g - [fin Qu- _\¿- — b c- - - A n _ . _sc-ve:.e: agua-339.01..r--c-:e-a:-- \-- 9 -, c ,.
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Detector: de absorción U.V. a 254 nm.

Atenuación: 0.08

Volumende muestra inyectada: 10 ul.

Tiempode retención: 9,4.

Los testigos empleados comoreferencia, para la evalua

ción de las drogas en estudio, se prepararon adicionando can

tidades establecidas de las mismas, a orinas normales, que

luego se procesarcn cc: similar :etodología.
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COCAIHA

o 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,} 0,3
D

Valores porcentuales de excreción sn ratas íntoxicudas,
- . ,' ‘en forma aguda, con coca1na-(20 mgykg de peso)

GRAFICO N' 1

' 2,3 fl de exo.
>
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MET] LECC 0H1115

5o.
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I

Valorea_porcenïualas de excreción en ratas intoxicados , en
forma aguda, con cocaína (20 mg/kg de peso), expresados como
cocaínn.

¿EL 'I

.n ¡¡“ l;S ' 1,3 i’de exo.
p______________

I

o o; 0,2

GRAFICO 5° 3
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R E S U L T A D 0 S O B T E N I D 0 S

Valores promedio de excreción urinaria, expresados comoporcentaje

de las dosis de cocaína inyectada (20 mg/Ig vía intraperitoneal)

en ratas intoxicadas en forma aguda.(’)

g cesan. 0.2 - 0.3 7; 3:25. s- 1

Í sumarse-nn 8 - 9 í Graf. 1° 2

r mLEcacnxA 9.2 - 0.3 í Graf. ¡0 3

tocan“ 1.5 - 2 1 Graf.r 4

(’) Tales valores corresponáen a orina colectaCE durante 24 horas
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DISCUSION Y CQECLUSIONES

1,- El consumode estupefacientes, constituye una amena

za de primera magnitud contra la humanidad, ya que al no

tener fronteras, ni respetar escalas sociales ni edades'la
hace más vulnerable, provocando su lenta pero inevitable

decadencia.

La droga se instala comoun terrible flagelo, llegan

do furtivamente, destruyendo el cuerpo y la mente de quiet

nes caen víctima de sus garras. Se pierde la fé en Dios y

en los semejantes, produciéndose un estado de soledad, in

comunicación y fracaso.

La cocaína es una de las drogas que en la actualidad

va ganando terreno a pasos igant dos y a pesar de produ

cir exclusivamente dependencia psíquica, su empleoconfigu

ra extrema peligrosidad. Es factor desencadenante de gran

impulsividad, e induce actos delictivos manifestándose sus

efectos tóxicos por actitudes injustificadas y despropor

cionadas y pérdida absoluta de cualquier tipo de cont- l.

Por tales motivos se consideró de importancia la in
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vestigación de la drOga en seres vivos, aunque es necesario

tener en cuenta que el alcaloide, sufre una extensa biotrans

formación y que la detección de los metabolitos resultantes,

es otro problema de interés a considerar y en general de

especial significación, ante la ausencia de la drOgaorigi

nal.

Comoes de conocimiento la investigación de la draga

en su estructura original, en muestras de orina de sujetos

sometidos a jurisdicción criminal, resulta reiteradamente

negativa.

Esta informaciónanalítica es insuficiente en estos

casos, atento comoya se ha expresado, que la degradación

por via metabólica, conduce a derivados que ordinariamente

no se investigan ante la falta de una metodología técnica

menteviable.

El hecho de no encontrar cocaina en un análisis de

rutina, no excluye su administración en forma absoluta, si

no se investigan sus derivados metabólicos. La cocaína es

sensible a las condiciones del medioy a la acción hidro

lítica de ciertos sistemas enzimáticos, por lo tanto en an
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sencia de la droga original, la investigación de los meta

bolitos resulta pericialmente ineludible.

Varios fueron los grupos de trabajo que en los últi

mos años, se dedicaron al estudio de este tema y se presen

taron con tal motivo variados métodos analíticos, para 1a

investigación de cocaína y sus metabolitos.

La absorción, distribución tisular y la biotransfor

mación fueron también objeto de variados estudios.

Algunos autores ya mencionados, consideran que el prin

cipal metabolito en el hombrey animales es la benzoilecgo

nina, y en menor proporción la ecgonina, productos ambos

con marcadas propiedades hidrofílicaa.

Otros autores se refieren a la metilecgonina, comoel

principal producto de biotransformación en el hombre, resul

tado de la acción de las colinesterasas presentes en suero

e hígado.

Se menciona también una vía metabólica que implica la

N-demetilación, por acción de las enzimas microsomales he

páticas de los sistemas mixtos de oxidación de drOgas, sien

do el primer estadio la norcocaína, dando lugar posterior
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mente a la norbenzoileegonina y norecgonina° Se postularon

además comometabolitos menores N-hidrozicocaína, metilecgo

nidina, etilecgonina, p-hidroxicocaína, 6-hidroxicocaína,

7 hidroxicocaina y 6-7 dihidroxicocaína.

Tanto en el área asistencial, comoen el ámbito foren

se deben satisfacerse a menudo, comoya se expresara, reque

rimientos analíticos, tendientes a comprobaro excluir la

presencia de cocaína o derivados, en muestras de orina.

La degradación metabólica provoca comoes de conoci

miento. escisiones en la configuración de la droga original

que impiden su reconocimiento comotal con la metodología

corriente. Resulta en extremodifícil, atento a la labili

dad de la cocaína, frente a los sistemas hidrolíticos natu

rales, identificarla categórica e inexcusablemente, comolo

exige la prueba pericial o lo demandael servicio asisten

cial en casos de urgencia.

Es de importancia volver a resaltar que, después de

absorbida, la cocaína es eztensivamente degradada y que en

excreción por vía urinaria es íntima o nula.

En el área forense la búsqueda de cocaína en muestras
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biológicas data de varias décadas. Las primeras técnicas em

pleadas para su detección fueron colorimétricas(3,21) y cris

talográficas ( 61) que comoindica nuestra experiencia resul

tan engorrosas de aplicar sobre los extractos provenientes

de material biológico.

Con el advenimiento de las técnicas cromatográficas

en papelfií2glaca delgada (72 )(44 ) se posibilitó en mayor

grado la identificación de la droga, ya que empleandosol

ventes de distinto poder resolutivo pudimosen este traba

jo asegurar su presencia con mayorexactitud analítica.

La espectrofotometría U.V. ( 71) (61 ), contribuyó

notoria y fehacientemente en 1a identificación y cuantifi

cación de la cocaina, ya que posee una buena absorbancia e

inflexiones características, comopuede observarse en nues

tros gráficos.

La cromatografía en fase gaseosa ( l )( 89)(56 ), em

pleando distintos tipos de fases estacionarias, permitió

su identificación y cuantificación, llegando en algunos ca

sos, con detectores comoel N-FID ( 45)(ionización de llama

sensible a los compuestosnitrogenados) y de captura de elec



trones (35 )(36 ), a establecer su presencia en cantidades

de nanogramos.

Asimismola "derivatización" con agentes especiales

( 62)( 47) nos permitió ampliar el uso de la cromatografía

gaseosa, para la determinación de la cocaína y sus produc

tos de degradación o biotransformación.

El advenimiento de la cromatografía líquido-líquido

de alta presión, ( 24)( 18)( 38) constituyó también un va

lioso aporte para la eValuación de la cocaína y alguno de

sus metabolitos, siendo utilizado por nosotros especialmen

te para la benzoilecgonina.

Las posibilidades técnicas que aún puede brindar el

uso de variadas fases fijas y detectores son muyamplias y

prometedoras.

El empleo de cromatografía gaseosa, acoplada a espec

trometría de masa ( 40), constituye sin lugar a dudas el

metodo más confiable para la determinación de cocaína y sus

metabolitos. pero esta técnica instrumental, por su elevado

costo no está al alcance de todos los laboratorios toxico

lógicos y forenses.
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En vista de lo expuesto en los peráérafos anteriores

y de los resultados obtenidos en las investigaciones experi

mentales realizadas, cabe efectuar algunas consideraciones.

A) La cocaína comotal es excretada en mínimas proporciones,

por ser muy extenso su proceso de biotransformación que eu

madoen algunos casos a una mala conservación de la muestra,

podría inducir al error de considerar negativa la existencia

de la droga. Por ello sin excluir su búsqueda, resulta muy

recomendable la investigación de algunos de sus metabolitOs

mayores como la benzoilecgonina o la ecgnina.

Según los datos obtenidos en nuestras investigaciones,

la cocaína tal cual, sin degradar, se excreta en un porcen

taje de aproximadamente 0,2% a 0,3% de la dosis inyectada

(20 Ing/kg) dato este obtenido, manteniendo óptimas condicio

nes de almacenaje para evitar cualquier deterioro de la mis

ma. Estas precauciones no son tomadas en cuenta rutinaria

nmnte, cuando se envía la orina del intoxicado al laborato

rio, razón por la que en la mayoría de los casos su búsque

da resulta infructuosa.

Si bien, es de uso frecuente, la técnica de aislamien
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to por extracción directa, no es comúnel agente extractivo

empleado, ciclohexano, debido a lo engorroso de su manipuleo,

cuandose trabaja directamente sobre fluidos biológicos.

La fase operativa completamente implementada para ee

te trabajo, constituye un aporte, ya que el ciclohexano ex

trae la droga con un óptimo rendimiento (95%) y con gran pu

reza de los extractos.

En cuanto a la evaluación, realizada por C.G.L. las

condiciones operativas fueron escOgidas por nosotros, des

pués de numerosos ensayos para la concreción del presente tra

bajo.

B) Según pudimos apreciar, un buen porcentaje (del 8%al 9%)

de 1a cocaina inyectada, es excretada comobenzoilecgonina

(expresada comococaína).

La forma en que se realizó su aislamiento, con una re

cuperación de un 29%del metabolito presente en la orina, em
pleando la técnica de saturación salina, tiene la ventaja de

haber sido realizada con un solvente eztractivo que brindó

la posibilidad de evaluar la benzoilecgonina por H.P.L.C.

sin tratamiento previo.
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El hallazgo tanto del agente utilizado para el aisla

miento comodel solvente de elución, para la técnica instru

mental mencionadaconstituyó un esfuerzo que brindó satisfac

ciones.

C) Las técnicas implementadas para el aislamiento y evalua

ción de la ecgonina, fueron también fruto de arduos y labo

riosos ensayos.

Comose ha visto ya en capítulos anteriores y según re

gistra la bibliografía, los trabajos tendientes a la inves

tigación de la ecgonina son muyescasos.

Las propiedades altamente hidrofílicas de este metabo

lito constituyen sin lugar a dudas uno de los mayores proble

masque encuentra el analista para proceder a su extracción

de fluidos biológicos con alto contenido acuoso.

La implementación de la técnica de saturación salina

con carbonato de potasio y el uso de la mezcla acetato de e

tilo-isopropanol (3-1) nos brindó la posibilidad de recupe

rar el metabolito en un 70%.

La purificación de los extractos comoya se mencionó,

mediante tratamiento por columna de Silicagel, empleando como
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solvente de elución metanol, fué elaborado con miras a la

obtención de un material-apto para su posterior evaluación

mediante G.L.C.

Comoya está eobreentendido, una sustancia tan polar

comola ecgonina, debe ser derivatizada para ser determina

da por C.G.L. Para el presente caso, de entre varios ensayos,

realizados se escogió comoagente de derivatización la N0

bis-trimetilsililacetamida que proporcionóuna trimetilsilil

ecgonina, que respondió en forma satisfactoria a los fines

propuestos, habiéndose obtenido valores promedio de excre

ción del mismo de 1,5 a 2,0% de la dosis de cocaina inyecta

da (expresado comococaina).

En cuanto a la metilecgonina, droga menos polar que los

metabolitos antes citados, logramos extraerla con buen rendi

miento (Bofi) empleandola técnica de “saltingout' eaturando

con carbonato de potasio y utilizando comoagente extractivo

eter etílico.

El extracto así obtenido no fue apto para su determina

ción por C.G.L., razón por la que se debió concebir una forma

de purificación. Comoya se explicó en capítulos anteriores
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y después de varios ensayos, se comprobóque el tratamiento

por columna de Silicagel; empleando como agente de elución

una mezcla formada por acetato de etilo-cloroformo-metanol

amoniaco (70: 20: 10:1) producía extractos que permitieron

su determinación en forma indubitable.

E1 valor promedio de excreción determinado de este me

tabolito rue' de 0,20% a 0,30% de la dosis de cocaína inyecta

da (expresado comococaína).
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RECOMENDACIONES

IIg- Por lo tanto según nuestra experiencia proponemos,que

ante la ausencia de cocaína en 1a muestra, si la mismaa) po

see un pHinferior a 7, b) es de recolección reciente, c) y
si se la conservó a bajas temperaturas, la benzoilecgonina

debe ser sin lugar a dudas, el metabolito de elección para

ser investigado.

Si estas condiciones no se cumplen y la orina acusa

reacción alcalina y no ha sido convenientementerefrigerada

el metabolito elegido para su investigación debe ser la ecgo

nina.

Se propone asimismo, ya que este último metabolito de

la cadena hidrolítica no sufre posteriores modificaciones en

orina, efectuar un tratamiento alcalina a fin de transformar

en ecgonina, a los metabolitos intermedios que pudieran coe

xistir en la muestra.
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RAZONES QUE FUNDAMENTARON LA ELECCION DEL TEMA DE TRABAJO.

IIIv-El ejercicio durante años, de una tarea analítica-peri

cial y analítica- asistencial (emergenciastoxicológicas) nos

ha permitido comprobarlas limitaciones que ofrece la aplica

ción de la metodología usual comoaporte a la prueba exigida,

en sede judicial, para la certificación del delito de consu

mode cocaina, previsto en las leyes penales vigentes.

Asimismo, la falta de una información positiva, aún en

casos clínicamente comprobados, al margen de toda información

accesoria (por referencias policiales o de allegados) y en

los cuales, es evidente. se aguardauna certificación analí

tica por vía del laboratorio, señala, incuestionablemente, la

necesidad improrrogable de disponer de una técnica efectiva

para el reconocimiento de los metabolitos.

En todos los casos, el médico actuante espera confirmar

o excluir un diagnóstico presuntivc a través de la información

analítica, y un resultado negativo, comoes usual en nuestro
. . I . ‘ . .caso en que se investiga unicamente cocaína en su forma ori

ginal,no degradada,podría inducir dudas o confusiones con re
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percusiones sobre la conducta terapéutica a seguir, o la pe

nalidad a aplicar'más aún si la sintomatología acusada por

el usuario de la drOgacoincide o presenta características

comunescon las producidas por otras drogas excitantes o es

timulantes centrales.

Si es de nuestro conocimiento que existen limitadas po

sibilidades de identificar la cocaína tal cual en muestras

de orina y que, en cambio, es posible establecer o deducir

su presencia a través de sus principales metabolitos, debemos

agotar toda providencia analítica para satisfacer la confian

za que el médico, especializado o no, y el jurista, depositan

n nuestra capacidad y responsabilidad profesional, para ung.(D

mejor accionar específico.

Esta contribución tiende pues,a ofrecer una técnica

analítica veraz para la identificación de los principales de

rivados metabólicos de la cocaína, y es el resultado de un

exhaustivo trabajo investigativo en el cual ha sido necesario

repetir numerosos ensayos, a fin de lograr un método eficaz

y reproducible.

Comoresultado de este paciente esfuerzo ofrecemos a
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nuestros colegas, en especial a quienes deben afrontar este

problema de continuo, una metodología fidedigna y segura pa

ra satisfacer una exigencia analítica que, hasta la fecha,

resultaba en nuestro medio, inconclusa e inaccesible.

Su incorporación al trabajo diario de laboratorio per

mitirá emitir una información segura e indiscutible y de pro

funda significación clínica y médico-legal.

_/,t/jj/l

w/ÜQÜ



V

(A)

UI x/

- 181 

BIBLIOGRAFIA.

Achari, B. and Newcombe, E. (Gas Cromatograply of tropane

alkaloides. (SE-30 fase est.) Anal Abstracts gg (2) 1102

(1972).

Akopayan, 0.A.; Redko, O.M. Detecting ecgoninun: A meta

bolite of cocainun in a decomposed body. Sud. Med. Ekspert

(1974) Vol._l¿, 47-48 (URSS)._
I" ¿- “ -" "4. n :- —_' " - - . “A¿LllSan, -...; zar.ist-, s.-.-.;:su:er- :8L11:r,4.2.;

L ‘1 f" T l .J a. L .S‘ - AJ. 1P_;__i;s, a.-. n; izprove- .es. -cr coce.ns, :ctnaq¿s_one

Bastos, K.L.; Hoffman. Comparison of methods for detection

of amphetamines cocaine and metabolites. Journal cf
A...chromatographic science, Vol. 12, Icy. 197L, ZSV-ZBC.

Bastos, 1.1.; Hoffman,3.3. Detection ani identification

of cocaine, its metabolites and its derivatives. In S.J.

Kuls (ei., cocaine: Chemical, Biological, Clinical Social

and Treatment Aspects, 033 Press, Cleveland, Ohio, 1976,

p.p. 35-58.



6
V

7)

8
V

\() y;

¡.t ()
\_/

V
12

- 182 

Bastos, M.L.: Jukofky, D.;Mu1eJ.S. Routine identification

of cocaine metabolites in humanurine. Journal of Chromato

graphy Q2 (1974) 335-342.

Baker, P.T.; Mazess, R. Calciuzz unusual sources in the

highland peruvian diet. Science 142: 1466-1467, 1963.

Batlle, A.E. del C. Cromatografía con tamices moleculares.

1958, T.2d-V.6, pag.242-261.n. .VLEECIE E

Beilteins HandbuchDer Organischen Ch :ie.

Bergáoll :.s.; Dcty, D.ï. Chrozetcgrephyin the separation

ani detenzinaticn of the basic azino acids. Industrial and

Engineering Chemistry Vol. ¿g NUIO(1946)..

Berry, J.; Grove, J. Ingroveí Chromatographic Techniques

and their interpretation for the screening of urine from

hronatography. fi;drugs-dependent subjects. Journal of

(1971) 111-123.

Blake, J.W.; Ray, 3.5.; Noonan, J.S.; Murdick, P.w. Rapid

Sensitive Gas-Liquid chromatogra;hic screening procedure

for cocaine. Analytical Chemistry, Vol. QQ_N°g, February

1974, 210-211.



13)

14
V

15)

17)

18)

Bowman,W.C.; Rand, M.J.; West, G.B. Farmacología Edito

rial Jims- Barcelona, 1970.

Chamhochumbi,M.N., Efectos de la coca sobre el metabo

lismo basal en sujetos no habituados. Revista de Farma

cología y Medicina Experimental g; 94-113, 1949.

Decato, L. (Chi-Tan-Liu); Adler, F.L. Immunologie studies

on drug addiction: III artibodies reactive with cocaine

Inmunological Hethotds

lDuke, J.A. Nutritional

lam LUnpublished.

Dvorchik, B.H.; Miller, S.H.; Graham, W.P. Gas chromato

graphic determination of cocaina in whole blood and plasma

using a nitrogen-sensitive flame ionization detector.

Journal of Chromatography 135 (1977) 141-148.

Evans, M.A.; Morarity, T. Analysis of cocaine and cocaine

metabolites by high pressure liquid chromatography. Journal

of Analytical Toxicology, i (198€), 19-22.



V
19

20)

21)

22)

23)

25)

26)

— 184 

Fish, F.; Wilson, W.D.C. Gas Chromatographic determination

of morfina and cocaine in urine. Journal Chromatographyig

(1969) 164-168.

Fish, F.; Wilson, W.D.C.Excretion of cocaine and its

metabolites in man. J. Pharm. Phamac. 1969, gl, Suppl.

1355-1365.

Gettler, A.O.; Sunshine, I. Colorimetric Determination of

alkaloids in tissues by meansof metil orange. Analytical

Chemistry 22_(1951) 779-781.

Goodman, I.S.; Gilman, A. The pharmacOIOgicel basis of
ta

therapeutics. 5 . Ed. 1975.

Graes, J.E.; Watson, E. The G.C./M.s. determination of

Benzoilecgonine in urine following an extractive alkylation

technique. Journal of analytical toxicology, 2 (1978) 80-82.

Hammer,R.H.; Templeton, J.L.; Panzk, H.L. Definitive

G.L.C. Method of indentifying. Cocaine. Journal of

Pharmaceutical sciences Vol. Q;_N° lg, December1974,

1963. 1965.

Handbookof Chemistry and Physcs. Forty-ninth Edition 1968

1969. Published by Chemical Rubber Co.



V
27

28
V

31)

32)

33)

- 185 

Hanna, J.M.; Hornick, C.A. Use of coca leaf in Southen

Peru. Adaptation or pdáiction. Bulletin on narcotics Vol.

XXIXN°.l 1977 (53-74).

Hawks, R.L.; Kopin, I.J.; Colburn, R.W.; Thoa, N.B.

Norcocaine: A phanmacologically active metabolite of cocaine

found in brain. Life Sciences,_;2_(1974) 2189-2195.

V oHeim, -., Haas, A. Degradation by brain kidney liver and

:uscle. Arch. 31;. Path. ani Pherna:cl., 211,,458-61 (195€).

Inaba, 5.; tewart, B.J.; Kalow, W. Metabolism of cocaina

(5) 1978, 547-552.i. zan. Chez. Pharzsccl.

Jain, F.C.; China, 3.2. ; Budí, 3.3.; Sneatz, T.S.; Lenng,

W.’".J. Simultaneous deterzinaticn of cocaine and benzoil

ecgonine in urine by gas chromatography with on column

alkylation. Journal of Forensic Sciences. July 1976.

Jain, N.C.; Leung, W.J.; Budd, R.D.; Sneath, T.C. Thin

layer chromotographic screening and confirmation of basic

drugs of abuse in urine. Journal of Chromatography 112

(1975) 519-526.

Jatlow, P. Analysis of cocaine and its metabolites in



v34

35)

(M
0‘| V

37)

38)

- 186 

biological, clinical, social and treatment aspects CRCPresa.

Jatlow, P.I.; Bailey,'D.N. Gas-chromatographicanalysis of

cocaine in humanplasma with use of a nitrogen detector.

Clinical Chemistry, _2_1(1975) 1918-1921.

Javaid, J.I.; Dekirmenjian, H.; Brunngraber, E.G.; Davis,

J.M. Quantitative determination of cocaine and its metabolites

benzoilecgonine and ecgonine by gas-liquid chromatography,

Javaid, J.I.; Dekirmenjian, H.; Davis, J.M.; Schuster, C.R.

Deterzination of cocaine in humanurine, plasma ani red

blood cells by gas-liquid chromatography. Journal of

Chromatography. 152 (1978) 105-111.

Javaid, J.I.; Fischman, M.w.; Schuster, C.R.;Dekirmenjian,H;

Davis, J.M. Cocaine plasma concentration: relation to

physiological and subjective effects in humana.Science,

Vol. 202. 13 October 1978, 227-228.

Jatlow, P.J.;Van Dike, C.; Barash, P.; Robert, B. Measurement

of benzoilecgonine and cocaine in urine, separation of

various cocaine metabolites using reversed-phase high perfomance



39)

40)

41)

42)

— 187 

liquid chromatography. Journal of chromatography, 152 (1978)

115-121.

Jindal, S.P.; Lutz, T.; Vestergaard, P. Mass spectrometric

determination of cocaine and its biological active metabolite,

nor-cocaine, in humanurine. Biomedical mass spectrometry,

J: (1978) 658-6é3.

Jindal, S.P.; Vestergaar, D. Quantitation of cocaine and its

principal zetaïclite, bezzoilecgcnize :y GLS-massspectronetry

using stable isotope labeled analogs as internal standaros.

Journal of pharmaceutical sciences, Vol. 67, 5° É, June 1978.

Jong, A.w. Someproperties of the ecgonines and their esters

VI. Rec. Trav. Chim.LfiL. 55 (1942).

Just, W.I.; Boyer, J. The local anesthetic potency the

norcocaine, a metabolite of cocaina. Experentia,_;2 (1977)o
43) Kaistha, K.K.; Tadrus, R. Single and two-step extraction

and thiw-layer detection procedures for benzoilecgonine

(cocaina metabolite) alone or in combination with a wide

variety of commonlyabused drugs in urine screening programs.



44)

45)

48)

49)

- 188 

Journal of chromatography 135 (1977) 385-393.

Kempny,R.G. de; Paviolo, M.J.L.; De Simone, B.D. Identifi

cación de feniletilamina en extractos de vísceras. Anales

Asoc. Quim. Argentina, 21, 61-64 (1969).

Kogan,M.J.; Verebey, K.G.; Depace, A.C.; Resnick, R.B.;

Mule, S.J. Quantitative determination of benzoylecgonine

and cocaina in humanbiofluids by gas liquid chromatography.

NoAnalytical Chenistrï, V31. ¿9—

Kohn-Abrest. Precis de Toxicologie. (1934).

C¡JOíoontz, ; Besemer, D.; Mackey,N.; Phillis, R. tection

of benzoilecgonine (cocaina metabolite) in urine by gas

chromatography. Journal of Chromatography. 85, 1973 (75-79)

Lewin, A.H.; Parker, S.R.; Carroll, F.L. Positive identification

and quantitation of iaomeric cocaines by high performance

liquid chromatography. Journal of chromatography. 193

(1980) 371-380.

Lewis, J.H. Qualitative screening procedure for the detection

of benzoylecgonine in the urine of greyhounds. Journal of

chronatography. 196 (1980) 337-341.



50)

51)

52)

53)

— 189 

Lindgren, J. Guide to the analisis of cocaina and 1ta

metabolites in biological material. Journal of Ethnopharmaco

g (1981) 337-351.

Lowry, W.T.; Lomonte, J.N.; Hatchett, D.; Garriott, J.C.

Identification of two novel cacaine metabolitos in bile by

gas chromatography and gas cromatography/mass spectrometry

Journal ofin a case of acute intravenous cacaine overoose.

Analytical Toxicology, Vol. 3, Kay/June, 1979

Kaylát, P.; Bayer, I. Separation of cocaine benzoyleegonine

and ecgonine by paper chromatography. Journal chromatography

g (1965)187.

Manske, R.H.F.; Holmes, H.L. The alkaloida Chemistry and

Physiology.

54) Meola, J.M.; Vanko, M. Use of charcoal to concentrate

55)

56)

drugs from urine before drug analysis. Clinical Chemistry,

Vol. ¿9.2, N° _2', 1974.

Merck Index of Chemicals and Druggs.

Minden, D.L.; D'Amato, N. Simultaneous determination of

cocaine and benzzoylecgonine in urine by gas liquid



57)

58)

59)

60)

61)

62)

_190_

chromatography analyticul Chemistry. V01. ¿g N°_l;

November, 1977.

Miera, A.L.; Nayak, P.K.; Bloch, R.; Mule, S.J. Estimation
3and disposition of H benzoilecgonine and pharmacolozical

activity of somecocaina metabolites. Journal of pharmacy

and pharmacology,_g1_(1975) 784-786.

Miera, A.L.; Pontani, R.B.; Vadlaman, N.L. Metabolism of

norcaxenctiotice,

Miera, A.L.; Pontani, 2.3.; Mule, S.J. Separation of cocaina,
tu¿loresome its metabolites and congeners on glass sheets.

Journal of Chrometography._fil_(1973) 167-169.

Miera, A.L.; Pontani, R.B. Disposition and metabolism of

cocaine (dextro cocaine) in the rat. Drug metabolism and

disposition. V01. 2_N° é, 1977.

Montesinos, F. Metabolism of cocaine. Bulletin of narcotics

Vol. XVII_N°.3J 1965, 11-16.

Moore, J.K. Gas chromatographic detection of ecgonine and

benzoylecgonine in cocaine. Journal of chromatography, 101

(1974) 215-218.



‘63)

64)

V65

(H «H ‘J

(h a:
\—/

68)

69)

_

Moore, J.M. Detection of ecgonine in urine. Clinical Chemistry.

Vol. 21 N° 33 (1975) ¡1538-1540.

Mueller, M.A.; Adams, S.M.; Lewand, D.L.; Wang, R.I.H.

Detection of benzoylecgonine in humanurine. Journal of

chromatography 144 (1977) 101-107.

Mulé, S.J.; Miera, A.L. Cocaine: Distribution and metabolism

in animals. Office of drug abuse services (1976).

Chezioalbiological. clinical, social


¡vu-IA... treatment aspects. CRCPress Uniscience, 1976.

Haya, P.E.; Miera, A.L.; Patel, M.R.; Mulé, 8.5. Preparation

of raiiochemicelly pure ramdomlylabeled and ring labeled

3B -cocaine.Radiochem, Badioanal. Letters. 16/4/167-171.

Haya, P.K.; Misra, A.L.; Mulé, S.J. Physiological diaposition
1

and biotransformacion of “H cocaine in acutely and

chronically treated rats. The Journal Pharmacologyandexperimen

tal therapeuics. 221. 196, N03, 1976, 556-569

Parra, G.M.Acción in vitro de los Jugos digestivos sobre

1a cocaína. Thesis Fac. Farm. Bioquím. Lima, Perú (1956).



70)

71)

—J h) sI

73)

V74

75)

- 192 

Paviolo, M.L.; Pinet, A.M.; Aguirre, E.N.; Curt, E.Aiala

miento de la benzoilecgonina mediante técnica de salting

out, empleando comosolvente de extracción acetato de etilo.

Acta Bioquímica Clinica Latinoamericana Vol. XIV, N° 4, 1980.

Paviolo, M.L.; De Simoni, B.D.; Negro, E.N. Determinación

cuantitativa de cocaina en presencia de novocaina. Bioquímica

Clínica V01. V. N° El, 1971 (318-323).

Paviclo, 2.1.; De Simcni, B.D.; Negro, 3.3. Investigación

ie cocaina en presencia de sus adulterantes mas comunes.

Actes Prizer Congreso Toxicológico Argentino, TomoIII, 1971.

Paviolo, M.L.; Pinet, A.M.; Kempny,R.S. G. de . Investiga

ción en orina de ecgonina metabolito de la cocaina por cro

matografía en placa delgada. Expuesto en las II Jornadas

Quimicas Bonaerenses. Diciembre 1980.

Paviolo, M.L.; Pinet, A.M.; Elordi, I.; Kempny,R.S.G. de.

Detenminación de ecgonina por CGL.Presentado en las I

Jornadas Argentinas de Toxicología S.A.T. 24-25-26 de sep

tiembre 1931.

Paviolo, M.L.; Mecca, M. M. de; Oneto, M.L.; Kempny, R.S.G.de.



76)

NJ M,.

78)

V79

80)

- 193 

Análisis de benzoilecgonina en orina por cromatografía lí

quida de alta presión. Para ser presentado en El Congreso

del "TIAPT"a realizarse en Sevilla(España) en Septiembre
de 1982.
Paviolo, M.L.; Núñez, G.C.; Faletti, A.; Kempny,R.S.G. de.

Determinación de metilecgonina por CGL.Para ser presenta

do en el I°Congreso y 2° Jornadas Argentinas de la S.A.T.

4 al 7 de Agosto 1982, Rosario (Sta. Fé).

de. A: improved

ecgonine a cocaina

e: el Journa; of
‘ca. Yorkshire-England. Abril

Bisemberg, M.F. Acción de la coca y la cocaina en sujetos

habituados. Revista de Medicina Ehcperimental 3: 317-328 (1944).

Rderig, D.L.; Lewand, 3.; Mueller, K.; Wang, R.J.H. Methods

of Identification ani Confirmation of abusive drugs in

human urine. Jorunal of Chromatography, ¿lo (1975) 349-359.

Schmidt, H.L. and Werner, C.Synthetische eimbau von 140 in

(-) cocain (-) ekgonin und derivate. Radioaktive markierung



- 194 

von tropan-alkaloiden 1962, Bol. 653, 184-194.

81) Schmidt, H.L.; Werner, C. Dartellung von 3H-atropine und

3H-nor-coca1n, 1962 Bol. 656, 149-158.

82) Sohn, D. Preparatory procedures in screenig for drugs of

abuse“clean-up“ methods in current use. Journal of

chromatographic science. Vol. ;g_(1972) 294-296.

--\ . - a. .F ' C- un. -- n ._ - I ' ñ-;, -.ewa-., -.L.- .nsza, -.° --:e=3:*, 1.; ¿2-31, T. occaize
J. 1 a - __ q - _ _mesa:--;s:- CVCGZLEan: :crcocaine ¿yaroiyszs :4 ¿iver an:

54
V Stewart, D.J.; Inaba, 2.; Tang, 3.Z.; Kalow, W. Hydrolysis

of cocaina in humanplasma by cholinesterase. Life Sciences,

gg (1977) 1557-1564.

85) Stewart, D.J.; Inaba, 2.; Kalow, w. N-demethylation of

cocaine in the rat and in isolated rat hepatocytes: comparison

with aminopyrine demethylation. Journal of Pharmacology

and Experimental Therapeutics, ¿91 (1978) 171-177.

86) Street, H.V.; Vycudilik, W.; Machta, G. Gas liquid

chromatography of submicrogram amounts of drugs V. Journal



87)

88)

90)

91)

- 195 _

of Chromatography, 168 (1979) 117-124.

Sunshine, J. Methodoiogy for analytical Toxicology. CRC

Press, 1975.

Tapia Freses, A.; Gaviria, M.; Galvan, G. Influencia de 1a

cocaina sobre la actividad enzimática. La demostración histo

química de acetilcolinesterasa obserbaciones en tejidos de

rata albina. Boletin de la Sociedad Química del Perú, 1964.

Éurner, C.3.; Ea,Ch. Y.; ;;eehly, K.A. Constituents in

eryth*oxylum coca I: gas chromatogrephic analysis of cocaine

fire: trree locations in Peru. Bulletin on Narcotics Vol.

XIII. N0 1 197°

Valanjú, N.N.; Baden, M.M.; Valanjú, S.N.; Mulligan, D.;

Verma, S.K. Detection of biotrnasformed cocaine in urine

'Fro: drug abusers. Journal of Chromatography. Q1_(1973)

Valentour, J.C.; Aggarwal, V.; McGee, M.P.; Goza, S.W.

Cocaine and benzoylecgonine determinations in postmorten

samples by gas chromatography. Journal of Analytical Toxicology,

g, July-August, 1978.



92

93

95

95

97

V

)

V

)

V


van Dike, 0.; Barash, P.G.; Jatlow, P.; Byck, R. Cocaine:

plasma concentrations after intranasal aplication in man.

Science, ¿El (197g) 859-861.

Wallace, J.E.; Hamilton, H.E.; King, D.E.; Bason, D.J.;

Schweriner, H.A.; Harris, S.C. Gas-liquid chromatographic

determination of cocaine and benzoilecgonine in urine.

Analytical Chemistry. Vol. fi, N° 1 January 1978.

wallace, J.E.; Eazi ton, 5.3.; Schwertner, 5.; 'ing, 3.3.;

Mcïay, J.I.; Blum, K. Thin-layer chromatographic analysis

of cocaina and oenzoilacgonine in urine. Journal of

chromatography, ll4_(1975) 433-441.

Wallace, J.B.; Hamilton, H.E.; Christensen, J.G.; Shimek,

E.L.,Jr.; Land, P.; Harris, S.C.Anevaluation of selected

methods for determining cocaina and benzoilecgonine in

urine. Journal of Analitical Toxicology,dl_(1977) 20-26.

Werner, G.; Hackei, R.; Mohammad,N.; Seiler, N.; Udn Stürr,K.

Oxidation von tropan alkaloiden mit kalium mpermanganat.

Zur Chemic von Tropan Derivaten Bd. 708, 1967, 210-217.

Wheals, B.B. Forensic aspects of high-presure liquid



- 197 

chromatography. Journal of Chromatography 122 (1976) 85-105.

98) Willians, N.; Clonet; D.H.; Miera, A.L.; Mulé, S. Cocaine

and metabolites: relationship between pharmacologioal activity

and inhibitory action on dopaminauptake into striatal

synaptosomes. Prog. Neuro-psychopharmac. V01. ¿J 1977

265-269.

o9) Zapata Ortiz, B. Modificaciones psicológicas y fisiológicas

producidas por la coca y la cocaína en los co;ueros.

Revista de Medicina Experimental_2: 132-162, 1944.

100) Youngke, E. W. Tratado de Farmacognosia, pag. 628, 1951.


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Objetivos
	Introducción
	Metabolismo de la cocaína
	Técnicas analíticas existentes
	Cocaína y sus derivados (Propiedades Fisicoquímicas)
	Drogas, Reactivos e Instrumental
	Esquema operativo adoptado
	Discusión y Conclusiones
	Bibliografía

