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LINEA DE INVESTIGACION Y OBJETIVO DE LA MEMORIA

1 LINEA DE INVESTIGACION Y OBJETIVO DE LA MEMORIA

1.1 LINEA DE INVESTIGACION

El trabajo ha sido desarrollado en la linea de investigacion “analisis de drogas de abuso
en muestras de interés en los laboratorios forenses” dentro del Grupo de Investigacion
“Quimica Analitica Alimentaria, Ambiental y Clinica (FQM-302)”, cuya responsable es
la Dra. Ana M? Garcia Campafia y ha sido realizado bajo la direccion de la Dra. Carmen
Cruces Blanco y del Dr. Maykel Hernandez Mesa.

1.2 OBJETIVO DE LA MEMORIA

En los ultimos afios, el fendmeno de Sumision Quimica (SQ) ha cobrado gran interés,
siendo las drogas de abuso las més empleadas como arma, sobre todo en fendGmenos de
asalto sexual. Las catinonas sintéticas pertenecen a una familia de drogas ampliamente
usadas con estos fines, debido a sus propiedades y al vacio legal que existe para algunos
compuestos de esta familia, empleandose habitualmente en presencia de otras drogas,
sobre todo en presencia de cocaina.

La orina, la sangre y la saliva son las muestras bioldgicas mas analizadas en el campo de
la SQ debido a la facilidad de recogida de muestra y conservacion de las mismas. Sin
embargo, debido a la dificultad de las victimas para recordar lo ocurrido, a la baja
permanencia de muchas drogas en el organismo y a la gran variedad de sustancias que se
emplean, esta cobrando gran interés el analisis de este tipo de drogas en restos de bebidas
encontradas en la escena del delito, pues el andlisis de estas muestras puede ser clave para

la resolucion de un caso.

En los laboratorios forenses se necesitan técnicas de rutina econdémicas para la
determinacion de este tipo de sustancias en una amplia variedad de muestras. La tendencia
actual es recurrir a desarrollar métodos alternativos empleando técnicas miniaturizadas
gue van a consumir menos muestras y reactivos, por lo que, presentando las mismas

prestaciones, seran mas compatibles con la Quimica Verde.

——
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LINEA DE INVESTIGACION Y OBJETIVO DE LA MEMORIA

Teniendo en cuenta estas necesidades y el interés que los laboratorios forenses estan
mostrando en su aplicabilidad a muestras alimentarias, el objetivo de esta memoria es
poner a punto un método de deteccion y cuantificacién de dos catinonas sintéticas en
presencia de una de las drogas de consumo mas frecuentes, como es la cocaina, mediante
una técnica miniaturizada de cromatografia liquida capilar (HPLC-capilar) y como
sistema de deteccion la deteccion UV-Vis, muy poco estudiada en el campo de la
Toxicologia Forense y asequible para cualquier los laboratorio de rutina, para la
determinacion de catinonas sintéticas y cocaina en diferentes bebidas alcoholicas, que es

la forma més comun de ingesta de estas drogas para delitos de SQ.

Por otro lado, debido a la complejidad de las muestras bioldgicas, para llevar a cabo el
analisis de estas drogas en muestras de orina es necesario emplear tratamientos de muestra
muy eficaces, ya que hay que alcanzar limites de deteccion muy bajos (del orden de los
ug/L). Por ello, se ha decidido llevar a cabo unos estudios de tratamiento de muestra
preliminares para extrapolar el método desarrollado al analisis de los mismos compuestos
en muestras de orina, ya que estos tratamientos no son necesarios emplearlos en las
bebidas estudiadas y su conocimiento es de vital importancia en el campo de la

Toxicologia Alimentaria y Forense.
Estos objetivos se han llevado a cabo con la siguiente metodologia:

> Seleccion de drogas de abuso objeto de estudio: contactando con los laboratorios

forenses para realizar la seleccion de las drogas en base a la mayor demanda actual.

> Desarrollo de un método empleando la cromatografia liquida capilar con
deteccion UV-Vis.

> Evaluacion del tratamiento de muestra mas adecuado para el analisis de las

catinonas sintéticas y cocaina en bebidas alcoholicas.

> Caracterizacion de la metodologia de analisis propuesta para el analisis de drogas

de abuso en diferentes bebidas alcohdlicas.

> Ensayos preliminares para la aplicacion de la metodologia desarrollada a muestras

de orina.
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2 INTRODUCCION

2.1 SUMISION QUIMICA

Uno de los campos en los que se centra la Toxicologia Forense es la Sumisién Quimica
(SQ), término empleado por primera vez en 1982 por Poyenm Rodor, Jouve, Galland,
Lots y Jounglard para referirse a la administracion de sustancias a una persona sin su
conocimiento y teniendo como finalidad la de provocar una alteracion en su grado de
conciencia, vigilancia y capacidad de juicio. Actualmente, este término se ha ampliado a
los casos en los que se aprovecha dicha situacion para poder llevar a cabo un acto delictivo
como el robo, firma de documentos, comunicacion del numero confidencial de tarjeta
bancaria y sobre todo la agresion sexual de tal forma que, la victima puede estar dormida
0 despierta bajo el control del agresor, pareciendo complacientes a los ojos de testigos y

sin conservar ningun recuerdo [1].

A pesar de que la SQ no es un fenédmeno nuevo, desde finales de la década de los noventa
del siglo pasado estd cobrando mayor interés debido al aumento de denuncias y casos
publicados relacionados con delitos de agresion sexual. Ademas, también se han
registrado casos de SQ relacionados con la sedacion de nifios, personas mayores 0
enfermos que requieren una atencion constante por parte de sus familiares o cuidadores
[2-4].

La Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria y Productos Sanitarios (AFSSAPS) ha
propuesto la siguiente clasificacion para los casos de SQ [5]:

> Sumision quimica probada: La presencia de sustancias psicoactivas se detecta
mediante técnicas cromatograficas y la sintomatologia coincide con la cronologia de los

hechos producidos por dicha sustancias.

> Sumision quimica probable: Cuando se sospecha que ha habido una agresion pero
no se dispone de suficiente informacion clinica o los resultados analiticos no son

determinantes.

——
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> Vulnerabilidad quimica: Cuando la victima reconoce haber consumido sustancias

psicoactivas de forma voluntaria.

El fendmeno de SQ, cada vez acapara mas la atencion de los medios de comunicacion
social. Sin embargo, en el ambito profesional (personal sanitario, toxicélogos, forenses,
servicios sociales, servicio judicial, etc), su estudio sigue siendo bastante superficial, por
lo que en la actualidad es necesario llevar a cabo estudios para conocer, identificar,

prevenir y aconsejar a las posibles victimas [6].

La modalidad de SQ mas habitual es el uso de drogas como Facilitadores del Asalto
Sexual (DFSA), siendo este fendbmeno el méas estudiado desde el punto de vista
toxicologico. La droga mas empleada para este fendmeno es el alcohol, pero cada vez se
emplean mas otras como la cocaina, cannabis, ketamina, anfetamina, metanfetaminas,
GHB (acido oxibico), MDMA (éxtasis), burundanga, benzodiacepinas y otras drogas que
van saliendo al mercado con el objetivo de no ser detectadas. De tal forma que estas
sustancias se incorporan en bebidas como el café, refrescos, bebidas alcohdlicas y zumos
de frutas, e incluso en alimentos y productos de pasteleria. La victima consume estos
nutrientes de forma voluntaria pero la ingesta de los productos psicoactivos se lleva a
cabo en contra de su voluntad constituyendo un delito. Por tanto es de gran interés analizar
distintos tipos de muestra para determinar la causa de la intoxicacion, pues no siempre

estd muy claro el momento de la ingesta.

Debido a la dificultad para recordar lo ocurrido y detectar estas sustancias psicoactivas,
es muy dificil conocer el nimero real de casos de delitos producido por este fenémeno y
las propiedades de estas sustancias hacen dificil su prevencién. Sin embargo, ya hay
métodos desarrollados para la deteccion de algunas drogas basandose en la reaccion de

las mismas, como es el método del pintaufias que cambia de color en contacto con el GHT

[7].

Por todo esto, las sustancias empleadas para llevar a cabo delitos de SQ tienen las

siguientes caracteristicas [8]:

> Son sustancias faciles de obtener. Normalmente se obtienen en internet y tiendas
“Smart & Grow”. Las sustancias mas faciles de obtener son el etanol, algunos

psicofarmacos y sustancias ilegales de uso frecuente.
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> Son sustancias insipidas, inodoras, incoloras y muy solubles en medio acuoso.

> Pasan inadvertidas pues poseen una alta actividad cuando se suministran dosis
bajas. Ademas son sustancias que producen sintomas confusos y su diagndstico puede ser

confundido con una intoxicacion etilica u otro trastorno.

> Son sustancias de actuacion rapida y poca duracién para cumplir el objetivo en el
momento Yy sin levantar sospechas. La rapida absorcion de estas sustancias provoca que
la victima pierda el conocimiento o anule su voluntad sin darse cuenta de la intencion del
agresor y éste no tenga que esperar demasiado tiempo para cometer el acto delictivo. Por

otro lado, la rapida eliminacion del organismo dificulta mucho la investigacién del caso.

> Son sustancias que se administran de forma discreta a la victima, por ejemplo en
bebidas alcoholicas, permitiendo enmascarar el sabor y color a la misma vez que

potencian los efectos.

> Producen los efectos buscados por el agresor, que suelen ser: amnesia, sedacion
(para perturbar la capacidad de atencion) y desorientacion temporal y espacial de la

victima.

Se han identificado més de 50 sustancias empleadas en fendmenos de SQ. En la Tabla 1
se muestran algunas de estas sustancias, entre las cuales se encuentran las catinonas

sintéticas, sustancias objeto de este trabajo.

Cocaina y cocaina “crack” Heroina Ketamina
MDMA Morfina Escopolamina
(burundanga)
Metanfetamina Cannab|n0|d_es’y_cannab|n0|des LsD
sintéticos
Catinona y catinonas sinteticas Alcohol (EtOH) MDA

Tabla 1. Algunas drogas empleadas en fendmenos de SQ.

Debido a las bajas dosis que se suelen administrar, asi como las distintas propiedades
fisicoquimicas y la gran variedad de drogas que se pueden emplear, es normal que a los
laboratorios les pueda resultar dificil detectar su presencia mediante métodos analiticos

corrientes, siendo necesario emplear metodologias mas sensibles, empleandose siempre
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que se disponga de ellos, procedimientos validados. Entre las técnicas analiticas
recomendadas se encuentran las técnicas cromatogréficas y espectroscopicas [9].

La Toxicologia Analitica tiene como objetivo, en estos casos, la deteccion y
cuantificacion de las posibles sustancias que puedan estar implicadas en los casos de SQ
y la estrategia analitica a seguir dependerd del momento de la toma de muestra y del
incidente ocurrido, siendo la etapa de toma de muestra la responsable de gran parte del

éxito de la deteccion de estos casos [6].

Las muestras mas empleadas son la sangre y la orina debido a la simplicidad del analisis
y fécil disponibilidad de las mismas, siendo la orina la muestra preferida en comparacion
con la sangre debido a que permite un plazo de deteccion de aproximadamente 5 dias
(dependiendo del periodo de semidesintegracion de la sustancia ingerida y sus
metabolitos) [5]. Aun asi, muchas victimas no denuncian hasta pasados 20 dias de la
agresion, por lo que cada vez se tiende mas a analizar muestras de pelo ya que permite la
determinacion de sustancias psicoactivas una vez pasadas semanas o incluso meses del
delito, permitiendo incluso la diferenciacion entre consumo ocasional y cronico
analizando el pelo por mechones. El inconveniente del pelo es que requiere de técnicas

analiticas costosas y no todos los laboratorios cuentan con los equipos necesarios.

Por ello, distintas asociaciones de Toxicologia Analitica estdn haciendo hincapié en
recoger ademas de las muestras bioldgicas, muestras de la bebida o alimento sospechoso

de ser contaminado, si la victima puede aportarlos, pues facilitaria mucho la investigacion

[5].

En la Tabla 2 se muestran algunas sustancias de abuso que deben buscarse en la orina en
casos de sospechar que se ha producido un fendmeno de asalto sexual mediante DFSA
con el limite minimo de funcionamiento exigido (MRPL, del inglés: minimum required
performance limit) en cada caso, que se corresponde con el limite de deteccion minimo

que debe cumplir un laboratorio que se ocupe de casos de SQ.
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Sustancia psicotrdpica MRPL (pg/L)
Cocaina 50
Benzoilecgonina 50
Metilecgonina 50
MDMA 10
Anfetamina 10

Tabla 2. Algunas sustancias identificadas en la orina después de un delito de SQ y su MRPL [9].

Debido a que las catinonas sintéticas son un grupo de drogas emergentes y ain hay un
vacio legal sobre algunas de ellas, no se dispone de muchos métodos desarrollados para
la determinacion de estas sustancias psicoactivas en delitos de SQ. Sin embargo, se estan

publicando casos en los que se emplean catinonas sintéticas como DFSA [10].

2.2 TOXICOLOGIA FORENSE: ASPECTOS GENERALES

La Quimica Forense es una rama de las Ciencias Forenses que se encarga del “analisis,
clasificacion y determinacion de aquellos elementos o sustancias que se encontraron en

el lugar de los hechos o que pudieran relacionarse con la comision de un delito” [11].

La Toxicologia Forense es una rama de la Quimica Forense y es la encargada de aplicar
la ciencia para la resolucion de preguntas que se plantean en los procesos judiciales,
asociandose normalmente a estudios relacionados con los tribunales de justicia criminal.
Pero también se encarga del andlisis y la identificacion de medicamentos para el
mantenimiento de la legislacion de salud agricola, industrial y pablica convirtiéndose esta
ciencia en una herramienta multidisciplinaria en la investigacion de una amplia gama de
escenarios que implican los efectos potenciales de las drogas y sustancias quimicas en los

seres humanos y animales.

Uno de los grandes cientificos del Renacimiento Europeo, Paracelso (1493-1541) fue el
primero en definir el veneno postulando que “fodas las sustancias son venenos: no hay
ninguno que no es un veneno. La dosis correcta diferencia un veneno y un remedio”.
Hoy en dia la definicion de veneno es mucho mas compleja, pero se ha demostrado que
el enfoque de Paracelso es correcto. Ademas, este enfoque dio lugar a un interés en
estudiar las propiedades de los venenos desarrollandose asi la primera prueba de analisis

forense espejo de arsénico en 1836 por el quimico inglés Jame Marsh [12], cuyo objetivo
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era detectar el arsénico en muestras bioldgicas, ya que en esta época el arsénico era el
veneno favorito para cometer crimenes debido a que los sintomas de envenenamiento por

arsenico se parecen a los producidos por la bacteria del célera [13].

Actualmente la Toxicologia Forense abarca la determinacion de una enorme cantidad de
sustancias potencialmente toxicas. La toxicidad de estas sustancias se mide a traves de la
dosis letal media (DLso) que es la estimacion estadistica de la cantidad de una sustancia
toxica (mg/kg) por peso corporal, necesaria para matar al 50% de la poblacion, durante
un periodo de tiempo determinado y seguimiento en un periodo post-exposicion. En la
Tabla 3 se muestra la clasificacion de los toxicos atendiendo al tiempo de exposicion,

comportamiento analitico y segun los clasifica la Medicina Legal.

Clasificacion atendiendo a:

- Toxicidad aguda
- Toxicidad subaguda
- Toxicidad cronica

Tiempo de exposicion

- Compuestos gase0sos
Comportamiento analitico - Compuestos volatiles

- Compuestos inorganicos

- Compuestos organicos fijos (TOFs)

- Téxicos causticos
Medicina Legal - Toéxicos volatiles

- Metales pesados

- Sustancias Psicoactivas

Tabla 3. Clasificacion de los toxicos.

Dentro de los toxicos objeto de estudio de la Toxicologia Forense, se encuentran los
toxicos organicos fijos (TOFs), dentro de los cuales se engloban toxicos como los

plaguicidas, los medicamentos y las drogas de abuso.

Debido a que las drogas de abuso aparecen en todos los campos de trabajo de la
Toxicologia Forense, la sociedad demanda continuamente el establecimiento de nuevos
métodos de identificacion y cuantificacion en numerosas muestras tanto biologicas
(sangre, orina, pelo, saliva) como no bioldgicas (alimentos, medio ambiente, etc.). Es por
ello, que la Quimica Analitica se ha hecho imprescindible para el trabajo del toxicélogo

forense, ya que gracias a sus avances se consiguen identificar y cuantificar sustancias
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xenobidticas, asi como sus metabolitos, a bajas concentraciones y en cantidades minimas
de muestra, mediante el empleo de técnicas analiticas adecuadas, jugando un papel

fundamental en el diagnostico y a veces en la prevencion de delitos [14].

2.3 DROGAS DE ABUSO: GENERALIDADES Y CLASIFICACION

El hombre ha consumido desde tiempos inmemorables sustancias de plantas o productos
quimicos para huir de la realidad, hacer frente a los problemas o por la incapacidad de

hacer frente a dichos problemas, por placer o con fines médicos.

Alrededor del afio 5000 a.C., el alcohol fue empleado para dichos fines y en Egipto, en la
piramide de Sakkara, se hallan pinturas y figuras relacionadas con la elaboracion de

cerveza y datadas entre los afios 2000 y 4000 a.C. [15].

En 1920, en Estados Unidos, con la llegada de la Ley Seca, se prohibio la venta,
exportacion, importacion y fabricacion de bebidas alcohdlicas promoviéndose la
aparicion de un mercado clandestino dirigido por organizaciones mafiosas e
incrementandose las actividades criminales, por lo que en 1933 se derogd dicha ley y fue
después de la Segunda Guerra Mundial cuando los patrones de consumo cambiaron

incrementandose el consumo de alcohol por ocio.

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el término droga como
“toda sustancia que, introducida en un organismo vivo pueda modificar una o varias de
sus funciones” 'y se emplea para describir farmacos con preinscripcion y como sustancias
de abuso, siendo las drogas de abuso aquellas sustancias psicoactivas que no se emplean
con fines médicos y producen una alteracién en la percepcidn, en el estado de &nimo, en
la consciencia y en el comportamiento. Asi, la diferencia entre lo que hoy conocemos
como droga y farmaco viene determinada por el fin con el que se emplee. Ademas la
posesion de estas sustancias esta restringida por la ley debido a sus efectos perjudiciales
ya que, por ejemplo, los opiaceos como la morfina tienen uso terapéutico para aliviar el

dolor pero algunas personas lo usan de forma abusiva con fines no terapéuticos.

Como consecuencia del mal uso inicial de los productos farmacéuticos, como la

diamorfina, cocaina y anfetamina, las restricciones legales incrementaron y por
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consecuente la industria de las drogas ilicitas también, dando lugar a la aparicion de
mercados clandestinos y a la sintesis de una infinidad de sustancias psicoactivas con el
objetivo de evitar el peso de la ley. Muchas de las drogas de abuso son estimulantes del

sistema nervioso central (SNC), analgesicos, alucindgenos e hipnéticos [13].

Hoy en dia muchas sustancias psicoactivas estan prohibidas y sometidas a control ya que
se consideran sustancias de abuso tanto para fines recreativos como para fines delictivos

y otras como el alcohol, la cafeina y el tabaco se siguen comercializando legalmente.

En 1961 se llevd a cabo la primera Convencion Internacional de Sustancias Psicotropicas
y tanto en la Convencién de 1961 como en la de 1971 se clasificaron las sustancias
controladas en cuatro listas (Listas I, Il, 11 y 1VV) de acuerdo a su valor terapéutico y riesgo
potencial de abuso. Posteriormente, la convencidn de 1988 afiadid dos tablas en las que
se listan los precursores, reactivos y disolventes utilizados frecuentemente en la
fabricacion ilegal de sustancias psicotrdpicas. En Estados Unidos (EE.UU), la Ley de
Sustancias Controladas (con siglas en inglés CSA, Controlled Substances Act) de 1970

es la que clasifica las sustancias psicoactivas [16-19].

En la Tabla 4 se muestran algunas de las drogas de abuso mas comunes controladas en
la Convencidn de 1961 y 1971 en las Naciones Unidas, asi como las reguladas en EE.UU

por la ley de 1970.

Sustancia Psicoactiva Nacmr;gse;mldas Nauor;gs?;mldas EE.UU
Anfetamina - Lista Il Lista Il
Metanfetamina - Lista Il Lista Il
MDMA - Lista I Lista |
Cocaina Lista | - Lista Il
Benzodiacepinas - Lista IV Lista IV
Heroina Lista | - Lista |
Cannabis Lista | - Lista |

Tabla 4. Algunas sustancias psicotrdpicas controladas por las Naciones Unidas (NU) y en EE.UU.

Actualmente, hay ediciones mas recientes que recogen las listas actualizadas de
sustancias sometidas a fiscalizacion internacional comprendiendo estupefacientes,

sustancias psicotrdpicas y sustancias frecuentemente utilizadas para la fabricacion ilicita
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de los mismos. Estas ediciones incluyen las Listas Amarilla, Verde y Roja elaboradas por
la Junta Internacional de Estupefacientes con el fin de ayudar a los Gobiernos en
completar las estadisticas anuales sobre estupefacientes, las estadisticas trimestrales de
importaciones y exportaciones de estupefacientes y las previsiones de necesidades

anuales de estupefacientes.

Por lo tanto, dentro del término droga se engloban dos clases, las drogas licitas cuyo
manejo esta permitido bajo licencia, como es la morfina y benzodiacepinas y las drogas
ilicitas procedentes de laboratorios clandestinos, entre las cuales las mas comunes son la
anfetamina, metanfetamina, metilendioximetanfetamina (MDMA), dietilamida del acido
lisérgico (LSD), heroina, cocaina, cannabis y cannabinoides (Imagen 1). Por ello, su
analisis es muy importante en diferentes ramas de la Ciencia como la Medicina,
Toxicologia y también en control de dopaje, asuntos legales, pruebas para empleo o

supervision laboral y programas de rehabilitacion.

E HCJHH \_(\ ~CHy
CHy MNH- ,-*a,[,

Metanfetaming Anfetaming 12D
M=y
_f' ':\TH\-;-.L-_ C-?\‘ A
o / W, HC—N —0
2 o )
9, ‘:, ::\\ _ h o F\q;c‘
__C o o L=l =]

H.E CH o

Hetnina Cocaitia

Tetrahidrocannabinol (THC) Cannabinol (CBN) Cannabidiol (CBD)

Imagen 1. Estructura quimica de algunas drogas de abuso comunes.
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Debido a esta restriccion legal, en los ultimos afios aparece el concepto droga de disefio
o droga sintética, el cual hace referencia al conjunto de drogas sintetizadas en
laboratorios de forma clandestina con el propdsito de producir sustancias nuevas,
mediante variaciones en la estructura quimica de otras sustancias, generalmente a partir
de una anfetamina mediante adicion, modificacion o sustitucion de grupos metilos
consiguiendo una nueva droga con efectos similares a los de las drogas clésicas, o incluso

mas potentes, ademas de intentar evadir el peso de la ley [20].

En la Tabla 5 se muestra una clasificacion de las drogas de abuso atendiendo a su
naturalezay a su legislacion, asi como algunos ejemplos de drogas que se engloban dentro

de esos grupos.

LEGISLACION NATURALEZA
Licitas llicitas Naturales Sintéticas (o de disefio)
Cocaina . s
. . Catinonas sintéticas
Café Anfetamina . .
. Cocaina (metilona, a-PVP,
Alcohol Metanfetaminas .
. . Morfina mefedrona, etc)
Morfina Cannabis . .
. . . Catinona MDMA (Extasis)
Benzodiacepinas Cannabinoides . - e
. . . . Cannabis Cannabinoides sintéticos
Catinonas sintéticas Opio y opioides

Metanfetamina

Tabla 5. Clasificacion de las drogas de abuso.

2.3.1 CLASIFICACION DE LAS DROGAS DE ABUSO ILICITAS

La clasificacion de las drogas de abuso ilicitas no se basa en su estructura quimica sino
en los efectos fisioldgicos que éstas producen en el organismo, de tal forma que los

principales grupos de drogas de abuso ilicitas son los que se muestran en la Tabla 6 [21].
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Clasificacion Ejemplos
Estimulantes del SNC* Cocaina, anfetaminas
Depresores del SNC Alcohol, opio, opioides, benzodiacepinas

LSD, mescalina, psilocibina, algunos
alcaloides topanicos, triptaminas.
Cannabinoides Marihuana y derivados, hachis y derivados.

Alucindgenos

1° Generacion:

. . L Imipramina, desipramina, ciomiprmina,
antidepresivos triciclicos.

amitriptilina, nortiptilina.

Antidepresivos 2° Generacion: Maprotilina, mianserina, viloxacina
3° Generacion: Inhibidores Trazodona, nefezodona, fluoxetina,
selectivos de la recaptacion fluvoxamina, sertralina, paroxetina,
de serotonina (ISRS) citalopran
Hidrocarburos (aromaticos y halogenados)
Inhalantes fluorocabonos, 6xido nitroso y otros

anestésicos gaseosos.
Tabla 6. Clasificacion de las diferentes drogas de abuso ilicitas. * SNC (Sistema Nervioso Central).

2.3.2 COCAINA

La cocaina es un alcaloide encontrado en ciertas variedades de plantas del género
Erythroxilum (Imagen 2) y se distribuye practicamente por todo el mundo. Esta droga,
en su forma basica se conoce como “crack” y fue extraida por primera vez en la segunda
mitad del siglo XIX por Albert Niemann (Imagen 3) aunque el consumo de la hoja de

coca se remonta al afio 2000 a.C. en Chile y Pert con fines religiosos y sociales.

Imagen 2. Hojas de la planta Erythroxilum coca. Imagen 3. Albert Niemann

Fue a partir de su aislamiento cuando se expandié por Europa aumentando el interés
clinico por sus efectos estimulantes. Sigmund Freud, el padre del psicoanalisis, ademas

de consumir cocaina incidio en sus efectos terapéuticos como analgésico, trastornos
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digestivos, tratamiento de hipocondria y como tratamiento contra adicciones al alcohol y
la morfina. Incluso se llegaron a elaborar bebidas, preparados farmacéuticos y otras
formulas galénicas con cocaina. Un caso llamativo es el de la Coca-Cola® que se
comercializaba como bebida medicinal conteniendo cocaina o extractos de hoja de coca,

aunque actualmente este compuesto se ha sustituido por cafeina [22].

La cocaina a veces se encuentra con alta pureza pero es muy comudn encontrarla
combinada con otras sustancias. Estas sustancias, que hacen impura la cocaina, pueden
ser azucares como la glucosa, el manitol, la lactosa y cafeina para incrementar las
propiedades estimulantes reduciendo el contenido en cocaina, y analgésicos como la
lidocaina o benzocaina para reducir las propiedades analgésicas de la cocaina ya que ésta

tiene propiedades como anestésico y es un vasoconstrictor.

La cocaina enlaza la recaptacion de la dopamina transportadora en el SNC incrementando
la concentracion de dopamina y norefedrina. Como consecuencia se obtienen efectos
como la euforia, charlataneria, sentido de conciencia y placer, alcanzando estos efectos
de forma répida tras su consumo. Sin embargo, la sensacion de bienestar inicial suele ir
seguida por una depresion intensa [13]. Ademas, la cocaina se metaboliza muy rapido,
siendo su principal metabolito la benzoilecgonina, que se forma por la enzima
carboxilestirasa hepatica o simplemente por una hidrolisis, siendo un grupo metilo su
unica diferencia con la estructura de la cocaina. En la Tabla 7 se muestran algunos

productos de degradacién de la cocaina [23].

COOR,
CHy—
- O
|
8] R,
R1=CHjs )
R2=H Cocaina
Rli ’ Benzoilecgonina
R2=H
R1=H ) ) _ _
R2= CHs 2" - Metilbenzoilecgonina
Rl:CHZCH3 .
R2= H Cocaetileno
R1=CHjs ) ) )
R2= CH; 2’- Metilcocaina

Tabla 7. Estructura quimica de la cocaina y algunos de sus metabolitos.
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Debido a su alto potencial de abuso y dependencia, tanto la hoja de coca como la cocaina
se sometieron a fiscalizacion internacional mediante su introduccion en la Lista | de la
Convencion Unica de 1961 sobre estupefacientes. Sin embargo, en algunos paises se

sigue empleando con fines medicinales como anestésico.

En cuanto a las propiedades quimicas de la cocaina, asi como su estructura quimica, se
muestran en la Tabla 8. La cocaina es un éster metilico de benzoilecgonina que tiene dos

formas diferentes de presentacion: como una sal o como base libre.

Cuando la cocaina se presenta en forma de sal, normalmente como clorohidrato de
cocaina, es soluble en agua, y es en el agua donde se disuelve previamente a su consumo
por via intravenosa, aunque también se puede aspirar. Mientras que la forma de base libre
“crack” no es soluble en agua y se volatiliza cuando se calienta, por lo que normalmente
se fuma [24].

Debido a su polaridad (Log P), la cocaina como base es hidrofdbica siendo factible su

determinacion y cuantificacién por cromatografia en fase inversa.

A CHs
HyC—N O
0
9]
Formula
molecular C17H21NO4
1R-(exo0) -3-(benzoiloxi)-8-metil-8-
sils\ltgmg{iio azabiciclo[3.2.1]octano-2- metil
éster de acido carboxilico
pKa 8.6
Peso molecular 303.4
(g/mol)
Log P 2,28

Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas de la cocaina. Datos obtenidos de la plataforma Chemicalize.org.
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2.3.3 DROGAS LEGALES

El término droga legal se emplea actualmente para referirse a las drogas de disefio
obtenidas mediante la modificacion de estructuras moleculares de drogas ya existentes,

con el objetivo de evitar la ley ya que éstas atn no han sido controladas.

Aunque las drogas de disefio se conocen desde hace mas de 20 afios, el fendmeno de
drogas derivatizadas estd incrementado a gran velocidad debido al desarrollo de la
tecnologia, al bajo precio de la sintesis orgénica, disponibilidad de obtencidn de productos
para la sintesis y la facilidad de venta a través de internet. Este tipo de sustancias
inicialmente se consumen de forma involuntaria, ya que su consumo deriva de drogas
adulteradas. Sin embargo, el consumo voluntario de las mismas esta incrementando en

los altimos afios.

En los ultimos afios el incremento de casos publicados relacionados con este tipo de
sustancias psicoactivas ha llamado la atencién de las comunidades farmacéuticas,

quimicas, forenses, toxicoldgicas y analiticas [25].

Las drogas legales mas comunes se pueden clasificar en cuatro grupos atendiendo a cual

sea su componente activo (Imagen 4):

> Feniletilaminas: Son una clase de sustancias que llevan en el mercado de las
drogas desde hace mas de veinte afios, siendo las mas comunes en Europa la anfetamina,

metanferamina y MDMA (3,4-dimetoximetanfetamina).

> Triptaminas: Muchas de ellas se encuentran en la naturaleza pero también se
pueden producir de forma sintética. Las mas conocidas son la psilocibina y psilocina que
se obtienen de ciertos hongos indigenas en zonas tropicales del sur de América, México
y USA.

> Piperazinas: Muchos derivados de piperazinas son drogas muy populares entre
las que se incluyen antidepresivos, antihistaminicos y antipsicGticos como la cozapina y

olanzapina.

> Catinonas: La catinona (-)-a- aminopropriofenona, es el principio activo del khat

(Cathaedulis) y se aislé por primera vez en 1975 de las hojas del khat, un arbusto de hoja
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perenne y que ha sido usada tradicionalmente con fines medicinales por gente indigena
del este de Africa. La estructura de la catinona esta estrictamente relacionada con la
estructura de la anfetamina. La Unica diferencia es la presencia del grupo carbonilo en
posicién beta. Actualmente, las catinonas sintéticas son el componente mas coman en las

denominadas drogas legales.

Feniletilaminas Triptaminas Catinonas

Imagen 4. Estructuras de diferentes drogas legales.

El Centro Europeo de Control de Drogas y Adiccion (EMCDDA, del inglés European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Adiction) vigila una amplia gama de nuevas
sustancias psicotropicas, como los cannabinoides sintéticos, las catinonas sintéticas, las
fenetilaminas, los opioides, las triptaminas, las benzodiazepinas y otra serie de sustancias.
Entre 1997 y 2009, el nimero de sustancias notificadas oficialmente por el Sistema de
Alerta Temprana (EWS, del inglés Early Warning Sistem) del EMCDDA fueron 32
fenetilaminas, 22 triptaminas, 15 catinonas y 12 piperazinas. Mientras que en el 2014, la
lista de sustancias emitidas por la EMCDDA indicaba la presencia de 31 catinonas
sintéticas y 30 cannabinoides sintéticos [26]. En 2015 se detectaron 98 sustancias nuevas,

lo que eleva el nimero de sustancias nuevas vigiladas a mas de 560 [27].

Al contrario que ha pasado con las catinonas sintéticas, la sintesis de derivados de las
fenetilaminas y piperazinas ha ido decreciendo en los ultimos afios y se notifican menos

casos de estas drogas en Europa.

2.4 CATINONASSINTETICAS

Cathaedulis es un arbusto de hojas perennes cultivado en el este de Africa y en la
Peninsula Ardbiga cuyas hojas vy raices se conocen como khat. La catinona (S-(-)-2-

amino-1-fenilpropan-1-ona) y la catina ((+)- norpseudofedrina) son dos alcaloides

17

——
| —



INTRODUCCION

naturales presentes en la hoja del khat, normalmente en cantidades del 0,3% y 2,0%
respectivamente, siendo estos compuestos los principios activos de esta planta. Ambas
sustancias tienen una estructura quimica estrechamente relacionada a la estructura de la
anfetamina y la metcatinona, produciendo efectos similares pero con un potencial mayor
[28].

Las catinonas sintéticas son -andlogos de la catinona natural, estando todas compuestas
por una B-cetofeniletilamina como estructura base. En la Imagen 5 se muestra la

estructura de la catina y la catinona.

Catinona @ Catina CH

MHz : NH;

Imagen 5. Estructuras de Catinona y Catina, respectivamente.

Las catinonas sintéticas son un grupo muy reciente de drogas con carécter recreativo
conocido popularmente como sales de bafio principalmente en Estados Unidos, mientras
que en Europa se conoce como alimento para plantas o alimento vegetal. Estas drogas
forman parte de un amplio grupo conocido como drogas legales o nuevas drogas
psicoactivas (NPDs). Este tipo de drogas se venden principalmente en tiendas en forma
de polvos inodoros, blancos, amarillentos, marrones o cristales finos, aunque también se

venden con menos frecuencia en forma de pastillas o capsulas [29].

Aungque muchos productos adviertan en la etiqueta que nos son aptos para el consumo
humano, el objetivo es producir los mismos sintomas que los obtenidos con las drogas
ilegales como son la metanfetamina, la cocaina, la penciclina (PCP) o el acido lisérgico
de dietilamida (LSD). ElI componente activo en las sales de bafio son las catinonas
sintéticas, es decir, derivados sintéticos de la catinona para evitar su deteccion y el peso
de la ley, empleandose cada vez mas en delitos de SQ y por ello su determinacion es un

reto para la Toxicologia Forense.

La mayoria de las catinonas sintéticas se originan en China y en la India, aunque se
venden de forma legal en internet o en tiendas de tabaco y estaciones de servicio debido

a que estas sustancias no estan controladas [29]. En Europa el precio medio ronda entre
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18-25 €/g, siendo méas baratas que otras drogas que no son de disefio. En la Tabla 5 se

muestra la variacion del precio de algunas drogas de abuso comunes en funcién de su

pureza [30].
Droga Pureza b ecio (€/2.)
>64 91
Cocaina 50-64 72
36-50 52
26-36 46
>73 116
. 67-73 66
Metanfetamina 98-67 15
9-28 7
>49 37
. 27-49 25
Anfetamina 1297 10
1-12 7
>95 16€/pastilla
- ill
MDMA 68-95 9 €/pastilla

18-68 5 €/pastilla
<18 3€/pastilla
Tabla 9. Variacién del precio de algunas drogas de abuso en funcion de su pureza.

Dentro de este tipo de drogas, las catinonas sintéticas son el segundo grupo de sustancias
vigiladas por el EMCDDA, siendo detectadas por primera vez en Europa en 2004. Desde
entonces se han identificado 103 catinonas nuevas, 26 de ellas en 2015, vendiéndose
normalmente como sustitutos legales de estimulantes como la anfetamina, la MDMA 'y

la cocaina.

Los datos notificados al Sistema de Alerta Rapida de la UE apuntan a un crecimiento
continuado del mercado de drogas nuevas. En 2014, se incautaron mas de 8000 catinonas
sintéticas en Europa, siendo éstas el segundo grupo de sustancias incautadas, precedido
de los cannabinoides sintéticos, representando entre ambas mas del 80% de incautaciones

en esta fecha [27].

Por otro lado, la lista de ingredientes no indica la presencia de sustancias psicoactivas y
da poca informacion de seguridad. En conjunto, estos factores proporcionan una amenaza
para los consumidores e incrementa el riesgo y toxicidad asociada con el uso de productos

que contienen esta clase de sustancias.
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Desde 2007, que se obtuvo la primera evidencia de la mefedrona (4-metilmecatinona, 4-
MMC) y hasta finales de esa década, ésta fue la droga méas popular en EE.UU bajo
distintos nombres como Diablo XXX, MMCat, Meph o Burbujas. Esta droga es
controlada en Estados Unidos y en la Union Europea desde 2010, y como alternativa a la
misma aparecio en el mercado de forma legal la nafirona (naftilpirovalerona). Otro tipo
de catinona, MDPV (3,4-metilendioxiprovalerona) se detect6 por primera vez en 2006 en
Japon seguido de Alemania en 2007 y Finlandia en 2008, mientras que en Estados Unidos

y Polonia se detecto tras la prohibicion de la mefedrona en 2010.

En 2012, algunos derivados ya estaban prohibidos en distintos Estados de la Unién
Europea, como la mefedrona en Bélgica, Dinamarca, Alemania, Estonia, Irlanda, Francia,
Italia, Lituania, Rumania, Suecia, Croacia y Noruega. La metilona estaba prohibida en
Dinamarca, Irlanda, Rumania y Suecia, la butilona en Dinamarca, Irlanda, Rumania,
Suecia y Noruega y el MDPV estaba prohibido en Dinamarca, Irlanda, Finlandia y Suecia
[29].

En la lista | de la Convencidn de las Naciones Unidas de sustancias psicotropicas en 1971
se enumeran la catinona y metcatinona, mientras que la pirovalerona y anfepramona estan
en la lista IV [17]. Sin embargo, hay muchos derivados que ain no estan bajo control

internacional como es el caso de la pentilona y el a-PVP [31].

A pesar del incremento del consumo de las catinonas sintéticas se conoce muy poco
acerca de su quimica y su actividad biol6gica, presentando estos compuestos estructuras
similares a las de los derivados de la anfetamina. Ademas, anlisis moleculares indican
que las catinonas sintéticas son considerablemente menos lipofilicas y ejercen menos
penetracion hematoencefalica cuando se compara con su analogo derivado de la

anfetamina.

Por otro lado, debido a sus propiedades y a los efectos que produce, se suele emplear con
otras drogas ilicitas como son el éxtasis, el alcohol, la cocaina o el MDMA para la
comision de delitos mediante SQ, sobre todo en delitos de asalto sexual, provocando en
algunos casos la muerte. EI motivo de emplear sustancias mixtas dificulta la
determinacion de las mismas mediante técnicas analiticas al mismo tiempo que las van

introduciendo en el mercado [32].
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2.4.1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS CATINONAS SINTETICAS

Las catinonas sintéticas son B-cetoanfetaminas, siendo la estructura comun de las mismas

la mostrada en la Imagen 6.

|
R, N
R2

Imagen 6. Estructura de una catinona sintética. (R1, R2, R3 y R4 corresponden a los radicales que dan
lugar a las distintas catinonas sintéticas).

Por lo general, las catinonas se caracterizan por la presencia de un grupo carbonilo en la
posicion del atomo de Ca, es decir, el segundo carbono adyacente al &tomo de nitrogeno.
La presencia de este atomo de oxigeno con dos pares de electrones libres es el que
proporciona sus propiedades espectrométricas. Ademas, tienen otras propiedades dadas
por los sustituyentes en el anillo aromatico y/o en el Ca, asi como también puede tener
lugar una N-alquilacién o la incorporacién de un anillo con un nitrégeno, dando lugar a
una amplia variedad de catinonas sintéticas. En la Imagen 7 se muestran algunas de las

muchas catinonas sintéticas existentes [33].
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Imagen 7. Estructura de algunas catinonas sintéticas.
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Debido a su estructura, las catinonas sintéticas cristalizadas son solubles en agua, siendo
consumidas, muchas veces, disueltas en bebidas, otro motivo por el cual se suele emplear

en SQ.

En las Tablas 10 y 11 se muestran las propiedades fisicoquimicas de las catinonas

sintéticas estudiadas en este trabajo.

METILONA

H
O ~
<@)\(
O

Férmula molecular C11H13NO3
(RS)-1-(1,3-benzodioxol-5-

Nombre sistematico y1)-2-(methylamino)-1-

(IUPAC)

propanone
pKa 7,89
Peso molecular 207.23
(9/mol)
LogP 1,23

Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas de la metilona.
Datos obtenidos de la plataforma Chemicalize.org.

a-PVP

LA

Férmula molecular C11H13sNOs
Nombre sistematico  (RS)-1-fenil-2-(1-pirrolidinil)-
(IUPAC) 1-pentanona
pKa 7,89
Peso molecular 23133
(g/mol)
Log P 3,36

Tabla 11. Propiedades fisicoquimicas del oa-pirrolidinpentiofenona (a-PVP).
Datos obtenidos de la plataforma Chemicalize.org.

Se puede comprobar que las dos catinonas sintéticas estudiadas tienen un valor de pKa
cercano a la neutralidad, mientras que la cocaina (Tabla 4) muy frecuentemente presente
en las muestras derivadas de un proceso de SQ, y por tanto, estudiadas conjuntamente
con la metilona y a-PVP, tiene un pKa mas elevado, siendo estas drogas mas estables en

medio organico que en medio acuoso. Por otro lado, al igual que le ocurre a la cocaina,
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debido a sus valores de Log P, estas drogas se pueden analizar por cromatografia liquida

en fase reversa, siendo la metilona mas polar que la cocaina y el a-PVP.

2.4.2 ACTIVIDAD DE LAS CATINONAS SINTETICAS

Aunque aun no se sabe mucho acerca del mecanismo de accion de las catinonas sintéticas
sobre el cerebro humano, debido a la estrecha relacion estructural de las catinonas
sintéticas con la metcatinona, MDMA y otras anfetaminas, se sabe que presentan una
actividad similar, siendo potentes inhibidores de la monoaminatransferasa, dopamina
transferasa (dopamina transferasa, noradrenalina transferasa y serotonina transferasa), de
tal forma que su selectividad para actuar sobre una monoaminatransferasa y la potencia

con la cual actua, da lugar a la siguiente clasificacion [29]:

> Catinonas de cocaina-MDMA: mefedrona, metilona, etilona, butilona y
nafirona. Son inhibidores no selectivos de la captacion de monoaminatransferasa,
similares a la cocaina, con una afinidad sobre la dopamina transferasa superior a la

afinidad sobre la serotonina transferasa.

> Metanfetamina como catinona: catinona, metacatinona y flepedrona. Actla de
forma analoga a la metanfetamina y anfetamina inhibiendo la captacion y liberacion de

dopamina.

> Catinona pirovalerona: pirovalerona y MDPV. Son inhibidores de la absorcion
de dopamina maés potentes que la cocaina. Debido a que los pocos estudios acerca de la
farmacologia del a-PVP definen sus efectos similares a los del MDPV, se ha optado por

clasificarlo en este grupo.

En cuanto al metabolismo que sufren este tipo de drogas parece ser complejo, de tal forma
que tiene lugar una N-desmetilacion de la amina primaria, una reduccién del grupo ceto
a grupo hidroxilo y una oxidacién parcial de los grupos alcoholes y acidos carboxilicos,
produciendo los diferentes sintomas que pueden tener lugar segun la dosis administrada,
normalmente por via oral, pero también puede administrarse por via intravenosa o por

inhalacion.
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Debido a que los efectos de estas sustancias se comparan con los producidos por el
consumo de cocaina, anfetamina y MDMA, este nuevo tipo de sustancias psicoactivas
incrementa los efectos sobre el estado de alerta, la motivacion, energia, euforia,
excitacion, sociabilidad, intensificacion sensorial de experiencias, moderacion de la

excitacion sexual y reduccion del apetito e insomnio.

Pero el uso de estas sustancias lleva asociado consecuencias cardiovasculares,
consecuencias a nivel cognitivo, tales como la confusion y la desorientacion, sintomas
psiquiatricos como son la agresividad o incluso comportamiento criminal, sintomas
neuroldgicos como pesadillas, hipertermia, mareos o insomnio, deshidratacion, fallo renal

y fallo de higado, entre otras e incluso la muerte.

Las catinonas sintéticas empiezan a producir efecto entre los treinta y cuarenta y cinco
minutos después de su administracion y los efectos de deseo a partir de una hora tras la
ingesta. Sin embargo, los efectos secundarios producidos por el consumo de estas
sustancias psicoactivas pueden durar incluso dias y por ello, se emplean cada vez mas en
la comision de delitos, sobre todo en delitos de SQ en los que la victima ingiere de forma
involuntaria, normalmente disueltas en la bebida, una cantidad de estas drogas. La
finalidad del agresor es diversa, como conseguir la firma de un documento o la agresién
sexual [29,31,33,34].

2.4.3 METILONA

La metilona es un derivado -ceto del MDMA, cuya Unica diferencia es un grupo ceto en
la posicién B del anillo fenetilamina (Imagen 8). Fue sintetizada por primera vez en 1994
por los quimicos Peyton Jacob 111 y Alexander Shulgin como un antidepresivo y como
droga contra el parkinson inhibiendo la captacion de norepirefrina, dopamina y
serotonina. Esta droga es uno de los principales componentes de las denominadas drogas
legales comercializandose desde 2004 en internet y “smartshops” como sales de bafio,
abonos para las plantas, cachimbas y como ambientador con olor a vainilla, indicando

A) B)

@)

P
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Imagen 8. Estructura quimica de la Metilona y MDMA.
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gue no es apto para consumo humano. Incluso, su vacio legal ha sido usado por
narcotraficantes para adulterar o sustituir pastillas de MDMA, vendiéndose en muchos

casos bajo este nombre.

Aunque en sus inicios se usaba como antidepresivo, se observé que su uso proporcionaba
un bajén depresivo como efecto secundario en algunas personas y posteriormente se ha
demostrado que su uso abusivo, empleandose normalmente mezclada con otras drogas,

como la mefedrona, MDPV o la cocaina origina sintomas similares [35].

En 2005 esta sustancia empez0 a estar restringida por el Ministerio de Salud Publica
holandés, en tanto que en 2011 la Agencia de Control de Drogas (DEA, del inglés Drug
Enforcement Administration), la clasifico en la Lista | de sustancias controladas
temporalmente, junto con la mefedrona y MDPV, siendo en 2013 cuando quedaron

incluidas permanentemente en dicha lista [17].

En cuanto a los efectos producidos por la metilona, como consecuencia de su consumo se
ha comprobado que provoca taquicardia, agitacion, alucinaciones, hipertension e incluso

la muerte.

2.4.4 o-PIRROLIDINPENTIOFENONA (a-PVP)

La a-pirrolidinopentiofenona (a-PVP), también conocida como Flakka, fue desarrollada
y patentada en 1960 por Boehringer Ingelheim como un estimulante del sistema nervioso
central, pero no se le ha prestado atencion hasta hace unos afios que empezé a introducirse

de forma acelerada causando numerosas intoxicaciones.

La estructura quimica del a-PVP es similar a la 3,4-metilendioxipirovalerona (MDPV),
ya que es un derivado de ésta, y su Unica diferencia es la eliminacion del grupo 3,4-
metilendioxi (Imagen 9). No hay muchos datos disponibles acerca de su toxicidad, pero
ha sido detectada como una de las denominadas drogas legales, actuando como inhibidor
de la recaptacion de norepinefrina y dopamina, mostrando una inhibicién de norepirefrina
y un poder estimulante superior o igual al de la cocaina. Ademas de estos efectos, se sabe
que provoca la aceleracion de la velocidad cardiovascular, ansiedad, paranoia, psicosis,

arritmia, deseo sexual, aumento del estado de alerta, infarto de miocardio e incluso la
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muerte, amnesia, dolor de cabeza, convulsiones, temblores, parkinson y espasmos

musculares.

Los efectos ocurren aproximadamente tres cuartos de hora después de su ingesta (via oral,
nasal, intravenosa o incluso fumada) manteniéndose durante las siguientes ocho horas, o

incluso dias [34].

Los efectos causados, asi como la rapidez con la que esta droga produce esos efectos junto
con el bajo precio al cual se comercializa hace que habitualmente se emplee en fendmenos
de SQ, ya sea sola 0 mezclada con otras catinonas sintéticas u otras drogas como la
cocaina o el MDMA, por lo que es de gran interés forense el desarrollo de métodos

sencillos y robustos para su determinacion.

@) Q @)
0~ * N N
SO

MDPV a-PVP

Imagen 9. Estructura quimica del MDPV y o-PVP

Una vez la MDPV fue clasificada como droga ilegal por la DEA, se desarroll6 como
respuesta la a-PVP, una catinona de segunda generacion, produciendo una entrada
repentina y explosiva dentro del mundo de las drogas ilicitas comercializadas como una
alternativa legal no solo del MDPV, sino como alternativa a otras drogas como la cocaina,
metanfetamina y MDMA. Este acontecimiento ha tenido especial incidencia en barrios
pobres debido a su bajo precio, comercializandose normalmente en forma de polvos o
cristal en cépsulas y en productos comerciales indicando que no son aptos para consumo
humano [34,36].

El abuso de esta droga se ha identificado tanto en Europa como en Estados Unidos,
Australia, USA y Japon. Ademas, en Estados Unidos la DEA en 2014 clasificé esta droga
temporalmente en la Lista I, ya que produce la misma accién farmacologica que el
MDPV. Sin embargo, la Convencion de las Naciones Unidas aun no la ha registrado en

ninguna de las listas de las sustancias psicotropicas prohibidas [34].
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2.5 METODOS PARA LA DETERMINACION DE CATINONAS
SINTETICAS Y COCAINA

En los ultimos veinticinco afios se han producido muchos avances en las técnicas de
deteccion, identificacion y cuantificacion de estas sustancias en fluidos bioldgicos,
teniendo como consecuencia la mejora de los resultados analiticos obtenidos. Algunas de
las técnicas empleadas actualmente se muestran en la Tabla 12, siendo los métodos
cromatogréaficos los mas comunes en Toxicologia Analitica aunque hay que tener en

cuenta diversos factores a la hora de escoger el método analitico [37].

Principio Técnica
Quimico Test colorimétrico.

Cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), cromatografia en capa fina (TLC).
Electroforesis capilar en zona (CZE), electrocromatografia
Electroforético capilar (CEC), cromatografia capilar electrocinética micelar
(MECC).

Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo de
polarizacidn fluorescente (FPIA), etc.

Etanol - alcohol deshidrogenasa, paracetamol -
arilceramidaamidohidrolasa

Tabla 12. Técnicas empleadas actualmente en el analisis de drogas de abuso.

Cromatografico

Inmunoensayo

Ensayo con enzimas

La cromatografia de gases (GC) es la técnica analitica mas empleada para el andlisis de
drogas y otros venenos organicos, sobre todo desde la introduccién de detectores
selectivos como el detector de ionizacion de llama (FID) o el de captura de electrones
(ECD) y sobre todo acoplada a un detector de masas (MS) que permite identificar los

compuestos de forma inequivoca.

Hay estudios mediante los cuales se determinan las catinonas sintéticas y sus derivados
mediante cromatografia de gases acoplada a un detector de masas [38-40], siendo la
cromatografia de gases la técnica mas empleada para el analisis cuantitativo de las drogas
legales, debido a la capacidad de volatilizarse de las mismas. Sin embargo, estos
compuestos no siempre se detectan haciendo uso de ésta técnica debido al limite de
deteccion que presenta y a la posible pérdida de la misma de la sustancia, e incluso esta

técnica no es tan efectiva para aquellas drogas con una capacidad de volatilizacion menor,
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por lo que se ha ido ampliando su estudio empleando la cromatografia de liquidos [23,41-
48].

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha ampliado en numero los
compuestos analizados en Toxicologia Analitica desde 1970, ya que la cromatografia de
gases se limita al andlisis de compuestos volatiles y estables hasta una temperatura
aproximada a 350°C [13].

Hay que destacar, que aunque el a-PVP se conoce desde 1960, hasta hace pocos afios no
se le ha prestado mucha atencion, por lo que en la actualidad hay pocos métodos sensibles
y robustos que determinen esta sustancia psicoactiva. En la Tabla 13 se muestran métodos
de analisis que se han llevado a cabo para la determinacion de diferentes catinonas

sintéticas y cocaina en muestras que presentan gran interés en fenémenos de SQ.
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Analito Matriz Técnica UIrrie e 3t LoD Referencia
muestra
15,7, 13
Cocaina Red Bull, Coca-Cola, Pepsi EESI-MS/MS Sin tratamiento de (ng/!_) [49]
muestra (respectivame
nte)
. . . . SPEy
Cocaina, benzoilecgonina Orina HPLC-UV LLE 125 (ng/L) [44]
Cocaina, benzoilecgonina,
2-metiicocaing, 2- Orina HPLC-UV SPE 20 (ng/L) [23]
metilbenzoilecgonina,
cocaetileno.
MDPV, Metilona, a-PVP, Sangre, plasma, orina, humor
metedrona, mefedrona, angre, pie ' T GC-MS Digestion enzimatica y
. vitreo, fluido cerebroespinal, L - [31]
butilona y . . LC-MS derivatizacion
. bilis, tejidos homogeneizados
3-fluorocatinona
“White Rush”, “White Gierls
Bath Salt” “JET”, “Recharge”,
MDPV, MDPBP, 4- EMC, Ocean Burgt S IY,OEY Wave”, Extraccion y disolucion
4-PVP. 4- MEC. etcatinona Doves Original”, “Doves GC-FID _en metanol. i [32]
' 3-MPI5P " Ultra” “Exotix Super Strong”, HPLC-MS/MS Ajuste de pH con HCI
“Dynamite NRG” “Diablo 6M y NaOH 1M

XXX “Space Trips Ultra”,
“Cosmic Blast”
Tabla 13. Métodos de anélisis de catinonas sintéticas, sus metabolitos y cocaina, asi como el tratamiento de muestra empleado y los limites de deteccidn y cuantificacion
obtenidos. Abreviaturas: MDPBP (3",4"-metilendioxi-a-pirrolidinobutiofenona), 4-MEC (4-metiletcatinona), MPPP (4" -metil-a-pirrolidinopropiofenona, LLE (extraccion
liquido-liquido), SPE (extraccion en fase sélida).
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MDPV, 4- FMP
metoxetamina,
desoxypipradol, 4- FMC,

INTRODUCCION

4-MMH, 4-HO-MET, Orina LC-MS/MS Dilucion 0,1 (ng/L) [46]
MDAI, MABP,
metedrona
DNEFE| Licor, cerveza, vino blanco
fluitracezepam y - : : GC-MS Dilucién 714 (ng/L) [50]
spirit y un refresco (J20)
temazepam
. . Bebida alcoholica basada en d-SPE con 0,02-0,1
9 Benzodiazepinas crema de Whisky LC-MS QUEChERS (mg/L) [47]
Metanfetamina,
metcatinona, bupedrona,
mefedrona, MDMA, Orina GC-MS Extraccién con KOH 25 (ug/L) [10]
MDA, MDBD, metilona,
FMC, MDAI
MDMA feniciclidina 1,00;
' ' Orina CE-DAD DLLME 4,50;4,40 [51]
LSD
(ng/mL)
MDPV, o-PVP, a-PBP Pelo LC-MS LLE O'Ofn rr‘T?/ 10 [48]
Cocaina, 1510
benzoylecgonina, Orina CE-ESI-MS SPE (ng/mL) [52]

ecgonina, cocaetileno

Continuacion Tabla 13. Métodos de anélisis de catinonas sintéticas, sus metabolitos y cocaina, asi como el tratamiento de muestra empleado y los limites de deteccion y
cuantificacion obtenidos. Abreviaturas:4-FMP (4-flluoranfetamina), FMC (3-fluormetcatinona), 4-OH-MET (4-hidroxi-N-metil-etiltriptamina), MABP (a-metilamino-
butirofenona), MDA (5,6-metilendioxi-2-aminoindano),MDA (tenamfetamina), MDBD (1,3-Benzodioxolil-N-metilbutnamina) a-PBP (a-pirrolidinobutiofenona), d-SPE
(extraccion sélido-liquido dispersiva), EESI-MS/MS (lonizacién por electroespraynanoextractiva con espectrometria de masas en tandem.
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2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA CAPILAR

El problema de los sistemas de Toxicologia Analitica es la deteccion fiable de un amplio
rango de compuestos en una muestra pequefia (orina, sangre, restos de alimentos, tejidos,

etc.) con una alta sensibilidad.

Hasta la fecha, la técnica mas empleada para la cuantificacion de drogas de abuso en los
laboratorios forenses es el acoplamiento GC-MS vy, en algunas ocasiones, el potente
acoplamiento de la cromatografia de liquidos de alta resolucion con espectrometria de

masas (HPLC-MS) disponible en muy pocos laboratorios de referencia.

La LC presenta muchas ventajas en el analisis de drogas debido a su capacidad para
acoplarse a distintos detectores y posibilidad de analizar muestras no volatiles. En la
Tabla 14 se muestran las ventajas y desventajas que presenta la cromatografia de liquido

en el analisis de drogas [37].

Ventajas Desventajas

Separaciones rapidas y eficientes. Alto precio de hardware e infraestructura.

Permite el analisis de moléculas polares y de
alto peso molecular que no pueden ser
analizadas mediante GC
Sensible y selectivo empleando detectores no
destructivos como UV y fluorescencia.

Resuelve relativamente pocos picos en un
rango de trabajo.*

Elucion independiente del peso molecular.

Permite la inyeccion de muestras acuosas El gradiente de elucién a veces da problemas.

Sélo los detectores de ED, fluorescencia y
MS proporcionan una sensibilidad
comparable a los detectores de GC aunque
presentan buena selectividad.

Bajo coste de analisis

Técnica robusta debido a los Influencia de muchos factores externos en la
empaquetamientos de la columna basados en eficiencia de la separacion (volumen de
la silice trabajando con eluyentes polares 0 inyeccion, disolvente de inyeccion, volumen
apolares. muerto, etc.).
Relativamente facil de automatizar Problemas de coelucion de compuestos.

Tabla 14. Ventajas y desventajas de la cromatografia liquida en el anélisis de drogas. *Hoy en dia este
problema se ha solventado con la cromatografia de liquidos de ultra-alta eficacia (UHPLC).

La tendencia actual es recurrir a desarrollar métodos alternativos empleando técnicas

miniaturizadas que van a consumir menos muestras y reactivos, por lo que, presentando
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las mismas prestaciones, seran mas compatibles con la Quimica Verde. A lo largo de los
afios se han desarrollado diferentes columnas de LC con diferentes didmetros y longitudes

dando lugar a la clasificacion que se muestra en la Tabla 15 [53-56].

Clasificacion Diametro interno (mm)
HPLC 3-5
uHPLC 0,5-1
HPLC capilar 0,1-0,5
nano-HPLC 0,01-0,1
HPLC tubular abierta 0,005-0,05

Tabla 15. Diferentes modalidades de la LC en funcién del diametro interno de la columna.

La cromatografia liquida capilar es una técnica miniaturizada cuya principal caracteristica
es la reduccion del diametro interno de la columna con la consecuente disminucion en el
consumo de disolventes que componen la fase mavil y por tanto contribuyendo con los
principios de la Quimica Verde [57]. Ademas, presenta otras ventajas frente a la
cromatografia liquida convencional como es el aumento en la resolucién de los picos y

selectividad, asi como limites de deteccién menores.

Las columnas de HPLC capilar se caracterizan por poseer diametros internos que varian
en el rango 0,1-0,5 mm. Esta reduccion del diametro frente al HPLC convencional, ha
presentado como ventaja una disminucion en el flujo de fase mavil que pasa a través de
la misma y a que se consiguen altas presiones a temperaturas mas bajas. Como
consecuencia un aumento en la durabilidad de la columna, pues al pasar menos fase movil
se desgasta menos. Ademas, mejora la eficiencia de la columna cromatogréafica debido a

la baja dispersion que se produce y baja resistencia al flujo para la transferencia de masa.

Otra ventaja de la reduccion del diametro interno de la columna es la inyeccion de menor
volumen de muestra sobre todo cuando se trabaja en casos de Toxicologia forense,
alimentaria o ambiental, inyectandose volumenes de muestra en el rango de 1- 100 pL,

segun cual sea el diametro interno de la columna.

El sistema de bombeo de fase movil proporciona un caudal preciso, reproducible y

constante, ademas de una amplia gama de caudales.

En este trabajo se ha empleado un sistema Agilent basado en la serie 1200 que esta
compuesto por una bomba binaria que permite un caudal de flujo en columna méaximo de

20 uL/min. Ademas emplea un sistema de division de flujo o “Split” que desvia parte de
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la fase mavil que se estd bombeando para que no llegue a la columna. El inconveniente
es que el “Split” se produce una vez producida la mezcla de las fases moviles, por lo que
no se puede reutilizar estos disolventes y pasan directamente al bidén de deshechos. Este
tipo de bombas pueden mantener velocidades de flujo constantes independientemente de
cudl sea la presion del sistema y por lo tanto permite trabajar en gradiente de
concentracion de fase movil. En la Tabla 16 se muestra una comparativa entre la

velocidad de flujo empleada en las distintas modalidades de cromatografia liquida.

Clasificacion Caudal (uL/min)
HPLC 2500
HPLC capilar (0,5-1)-100
nanoHPLC (0,05-0-1)-1

Tabla 16. Velocidad de flujo en funcion del tipo de LC.

La monitorizacion de la sefial analitica obtenida tras la separacion cromatografica
mediante cromatografia liquida capilar se puede llevar a cabo empleando los mismos
detectores que para la cromatografia liquida convencional, siendo el detector de absorcién
UV/Vis uno de los mas empleados debido al amplio rango de longitudes de onda que
abarca (195-700 nm) y al bajo coste de esta técnica, siendo de facil acceso por parte de
los laboratorios de rutina. No obstante, presenta como desventaja el problema de la
selectividad, siendo necesario por ello la aplicacion de procedimientos de limpieza muy
eficaces. Esta técnica, se emplea habitualmente en muchos campos como la industria

alimentaria, farmacéutica y ambiental, entre otros [58-61].

Hasta la fecha esta técnica esta poco desarrollada en el campo de la Toxicologia Forense,
pero debido a las grandes ventajas que presenta y a la necesidad de disponer de técnicas
alternativas a las ya existentes para mejorar el consumo de disolventes y el coste que esto
conlleva, es objetivo de este trabajo desarrollar un método de HPLC capilar empleando
como sistema de deteccion un detector UV/Vis para la determinacion de drogas de abuso
en diferentes muestras de interés forense, como son las muestras alimentarias y

bioldgicas.
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2.7 TRATAMIENTO DE MUESTRA

Una de las etapas mas importantes del proceso analitico es el tratamiento de muestra, pues
en la mayoria de las muestras hay muchos compuestos que interfieren en la medida

analitica, siendo muy pocas las muestras que se pueden analizar directamente.

El tratamiento de muestra por lo tanto tiene un doble objetivo: la extraccion de los analitos
de la matriz estudiada para poder cuantificarlos y llevar a cabo una preconcentracion de
aquellos analitos que se encuentren en concentraciones traza y requieran de dicha

preconcentracién para poder cuantificarlo.

Dentro de los tratamientos de muestra empleados habitualmente para la determinacion de
catinonas sintéticas en muestras alimentarias y ambientales se encuentran la extraccién
en fase sélida (SPE) y la extraccion liquido-liquido (LLE) [38].

La tendencia actual es el desarrollo y empleo de tratamientos de muestra rapidos,
econdémicos y que consuman una menor cantidad de disolvente organico, disminuyendo
asi la contaminacion ambiental y consiguiendo preconcentraciones mayores. Entre estas
técnicas se encuentran principalmente la microextraccion liquido-liquido dispersiva
(DLLME) y la extraccion mediante QUEChERS (del inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, y Safe, que significa Rapido, Fécil, Barato, Efectivo, Robusto y
Seguro) [62].

En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio comparativo de tres tratamientos de muestra
para la determinacion de las drogas de abuso objeto de estudio. Los procedimientos
empleados han sido: SPE, DLLME y QUEChERS, ampliamente usadas para el analisis

de toxicos en muestras alimentarias, ambientales y bioldgicas.

2.7.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La SPE, es una de las técnicas mas empleada como tratamiento de muestra para el analisis
cromatografico desde que se introdujo a finales de los afios setenta, teniendo como
objetivo llevar a cabo un proceso de preconcentracion de trazas, asi como eliminar
interferencias presentes en la muestra mediante una etapa de limpieza (“clean-up”) y

almacenar compuestos en disolucién o volatiles y permitir la derivatizacion de aquellos
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compuestos que lo necesiten. Esta técnica se basa en la retencion, sobre un adsorbente
solido, de los analitos de interés, disueltos en una muestra liquida y se lleva a cabo en seis
etapas: acondicionamiento del cartucho (activacion de los grupos funcionales del
adsorbente), lavado y equilibrado del cartucho, carga de la muestra, lavado, elucion y

secado.

La selectividad de una extraccion esta relacionada con la capacidad del adsorbente de
discriminar entre los analitos de interés y los otros compuestos presentes en la matriz. Por
lo tanto, la separacion va a depender de: la estructura quimica del analito, las propiedades

del adsorbente y la composicion de la muestra [63].

Una de las ventajas de la SPE es la reduccion del empleo de disolventes organicos
respecto a otros tratamientos de muestra asi como el evitar las emulsiones que se pueden
generar mediante la extraccion liquido-liquido. Aunque en los ultimos afios se han
desarrollado técnicas miniaturizadas que emplean menor cantidad de disolvente orgéanico

que ésta. En la Tabla 17 se describen las etapas en las cuales tiene lugar la SPE [64].

Etapa Principio
Activacion de los grupos funcionales de adsorbente pasando un
disolvente o mezcla de ellos a través del cartucho. Los discos
fritados que contienen el adsorbente también se solvatan
convenientemente. Se lleva a cabo con un disolvente fuerte
(MeOH, MeCN, normalmente) seguido de un disolvente débil
(disolvente en el cual se ha preparado la muestra) para equilibrar
la fase estacionaria.
Tras la adicion de la muestra, los analitos quedan retenidos en la
Carga de la muestra superficie del adsorbente, mientras que los interferentes quedan
menos retenidos o incluso nada.
Pasar un disolvente o mezcla de los mismos a través del cartucho
para eliminar cualquier interferente.
Eliminacién de la interaccion analito-adsorbente pasando un
Elucion de los analitos disolvente que interaccione mucho con el analito y poco con los
interferentes.
Se seca la fraccion eluida de elucion para concentrar los analitos
Secado de la muestra y posteriormente se recompone en un disolvente apropiado para
el analisis.
Tabla 17. Etapas de la SPE.

Acondicionamiento del
cartucho

Lavado del cartucho

35

——
| —



INTRODUCCION

2.7.2 EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

En los ultimos afios, el interés por la miniaturizacion de los tratamientos de muestra se ha
incrementado notablemente. Dicho interés se traduce en el empleo de disolventes menos
contaminantes y en el empleo cantidades mas pequefias de disolventes organicos,
cumpliendo de esta forma con los principios de la Quimica Verde, y por lo tanto,
aumentando la seguridad y disminuyendo el coste de los procesos en comparacion a los

métodos convencionales de extraccion liquido-liquido.

DLLME fue introducida por Assadi y colaboradores en 2006 [65] y desde entonces ha
sido ampliamente usada para el andlisis de tdxicos organicos como los pesticidas y las
drogas de abuso en distintas matrices entre las que se encuentran las matrices alimentarias
y bioldgicas [38, 51, 58, 60, 66-70] debido a que es una técnica simple, rapida, con bajo
consumo de disolventes y reactivos. Ademas, este tratamiento de muestra permite obtener
valores altos de recuperacion de los analitos, asi como llevar a cabo una preconcentracién
de los mismos, lo cual es muy beneficioso para el analisis de elementos traza. Por todo
ello, la DLLME tiene un gran interés en el campo de la Quimica Analitica.

La extraccion liquido-liquido se basa en la inyeccién rapida de una muestra acuosa que
contiene a los analitos en un disolvente extractante y un disolvente dispersante, en
proporciones adecuadas. Esta inyeccion produce una dispersion que origina la formacion
de gotas de extractante dispersas en la muestra acuosa, facilitando asi la extraccion de los
analitos ya que la transferencia de éstos de la fase acuosa a la fase orgénica se ve
favorecida por la creacion de las gotas de extractante que da lugar a una gran area
superficial entre éste y la fase organica. Posteriormente las dos fases se separan por
centrifugacion, ya que ambas fases tienen distinta densidad, pudiéndose recoger la fase
orgénica conteniendo a los analitos [71-72].

2.7.3 METODO QuEChERS

El método QUEChERS es otra de las técnicas miniaturizadas que esta teniendo gran interés

en la actualidad.
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Fue introducida por Anastassides y colaboradores en el 2003 publicando un método que
reducia notablemente el nimero de pasos en el desarrollo de la extraccion y consumo de
materiales y disolvente, en comparacion a los métodos convencionales, para el analisis
de plaguicidas en vegetales. EI nombre de esta técnica es un acrénimo que refleja sus

principales ventajas: rapida, sencilla, barata, efectiva, robusta y segura [73].

El método QUEChERS es un sistema de extraccion en fase solida dispersiva (ASPE) que
se lleva a cabo en dos etapas principalmente: la primera consiste en una extraccion simple

y la segunda, en una limpieza mediante extraccion en fase solida dispersiva (ASPE) [74].
1° Etapa: Extraccion simple

Se lleva a cabo una extraccion con un disolvente organico en presencia de diferentes sales,
normalmente sulfato de magnesio anhidro (MgSO4) y cloruro sédico (NaCl), que
proporcionan una adecuada separacion de fases. A continuacion se lleva a cabo la

centrifugacion para separar fisicamente las dos fases.
2° Etapa: dSPE

La segunda etapa del procedimiento corresponde a una etapa de limpieza o “clean-up”
que se lleva a cabo mediante la dSPE, de tal forma que se trata la muestra obtenida de la
primera etapa con sales y un adsorbente que retiene los componentes de la matriz sin
retener los componentes de interés, es decir, limpia la matriz de interferentes. Se agitan
en un voértex para homogeneizar y facilitar la separacién. Mediante centrifugacion, se

separa el adsorbente de la disolucion.
3° Etapa: Ajuste de pH

Algunas muestras requieren un ajuste de pH previo a su analisis mediante GC-MS o LC-
MS para proporcionar una mejor sensibilidad, no siendo necesario para otros tipos de

detectores.

Hasta la fecha se han publicado estudios que emplean este tratamiento de muestra no solo
en vegetales, sino también en muestras alimentarias procedentes de los animales y
muestras biologicas, entre otras. Ademas, gracias al éxito de esta técnica para la
extraccion de plaguicidas en una amplia gama de frutas y verduras, se ha adoptado un

método normalizado europeo para la determinacion de plaguicidas [75]. Ademas, este
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método esta siendo evaluado por multitud de laboratorios para validar métodos para un
gran nimero de analitos en una gran variedad de muestras, entre los que se encuentran
las drogas de abuso [47, 76-78].

Como se deduce de lo tratado hasta el momento, en el campo de la Toxicologia Analitica,
bien enfocada a la Toxicologia Alimentaria o Forense, la puesta a punto de métodos
rapidos, sencillos y econémicos para el andlisis de sustancias toxicas, como las drogas

legales ampliamente utilizadas en la sociedad actual, son de vital importancia.
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3 REACTIVOS Y MATERIAL

Todos los reactivos empleados en este trabajo son de grado analitico y los disolventes de
grado HPLC. El &cido férmico (98-100% v/v) fue suministrado por Merck (Darmstadt,
Alemania), mientras que el acetonitrilo (MeCN), metanol (MeOH), cloroformo, acetona
y 2-butanol se adquirieron en VWR International (West Chester, Pensilvania, EE.UU).
El acido acético, tetracloroetileno, el diclorometano y el dibromometano se adquirieron
en Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). El amoniaco (NHs) fue suministrado por Panreac
(Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia). El cloruro sodico (NaCl) y el sulfato magnésico
(MgSO4) fueron suministrados por Panreac-Quimica (Madrid, Espafia). Ademas, los
sorbentes empleados en la extraccién d-SPE han sido C18 y PSA, suministrados por
Agilent Technologies (Waldbronn, Germany), y Z-Sep®, suministrado por Supelco
(Bellafonte PA, USA). El agua empleada a lo largo de todo el trabajo ha sido agua
ultrapura (18,2 mQcm™) obtenida mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EEUU).

Los compuestos objeto de estudio en este trabajo, metilona (2- metilamino-1-(3,4-
metilendioxifenil)propano-1-ona), o-PVP (1-fenil-2-(pirrolidin-1-il)pentan-1-ona) vy
cocaina ((1R,2R,3S,5S)-3-(benzoiloxi)-8-metil-8-azabiciclo[3.2.1.]Joctano-2-carboxilato

de metilo) se adquirieron en Sigma-Aldrich (Tres Cantos, Madrid, Espafia).

A partir de disoluciones estandar de 1000 pg/mL de cada catinona en MeOH y de cocaina
en MeCN, se prepar6 una disolucion intermedia en MeOH que contenia 100 pg/mL de
cada compuesto. Esta disolucién se conservo a 4°C en un frasco de vidrio topacio para

evitar su exposicion a la luz.

Las muestras de bebidas alcoholicas (ron, vodka y whisky) objeto de analisis se

adquirieron en un establecimiento comercial de Granada.

Para la evaluacion del tratamiento de SPE, se emplearon cartuchos Oasis® HLB de 60
mg de relleno, 3 mL de capacidad de carga de muestra y 30 um de diametro de particula.
Se adquirieron en Waters (Miliford, Masachusetts, EE.UU).

El filtrado de todas las muestras se ha llevado a cabo en filtros de nylon (0,22 um x 13
mm) suministrados por Bonna-Agela Technologies (Wilmington, DE, USA). Durante el
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tratamiento de muestra se emplearon tubos falcon de 15 mL de capacidad y viales de 4

mL, ambos suministrados por VWR International (West Chester, Pensilvania, EE.UU).
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4 INSTRUMENTACION Y SOFTWARE

El método de separacion de las catinonas sintéticas en presencia de cocaina se ha llevado
a cabo en un equipo de HPLC capilar serie 1200 acoplado a un detector de UV/Vis
(Imagen 10) comercializado por Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA). Los
datos fueron tratados con el software HP ChemStation (version A.09.01) y los
cromatogramas obtenidos fueron editados con el software Grapher (version 8.7.844).

Imagen 10. Sistema HPLC capilar acoplado a un detector UV/Vis.

Ademas se ha empleado una columna de fase reversa Zorbax XDB-C18 (150 x 0,5, mm,

5 wm de tamafo de particula) suministrada por Agilent Technologies.

Tanto para la preparacion de las disoluciones de patrones, como para el tratamiento de
muestras, se ha empleado un agitador Vértex-2 Genie (Scientific Industries, Bohemia,
NY, EE.UU). Ademas para el tratamiento de muestras de orina se ha empleado una
centrifugadora Universal 320R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany), un agitador
mecanico (modelo 384 de Vibromatic; Noblesville, USA) y un sistema de evaporacion
de nitrégeno EVA lift (VLM GmbH, Bielefeld, Alemania).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 IDENTIFICACION DE LOS PICOS CROMATOGRAFICOS

Para llevar a cabo la separacion cromatografica de las tres drogas de abuso objeto de este
trabajo se ha empleado una columna Zorbax XDB-C18 (150 mm; 0,5 mm; 5 um).
Inicialmente se procedié a la identificacion de los tres analitos (metilona, a-PVP y
cocaina) en el cromatograma obtenido en las condiciones establecidas inicialmente a
partir de los espectros de absorcion UV obtenido para cada uno de los picos
cromatograficos registrados. Se propuso el gradiente de separacion indicado en la Tabla
18 en el cual se emplea agua como fase acuosa (A) y acetonitrilo (MeCN) como fase
orgénica (B), variando el porcentaje de MeCN desde un 5% hasta un 95% en 20 minutos,
y volviendo a las condiciones iniciales consiguiendo la elucion de los analitos en 30

minutos.

T(iﬁ]rinngo %A %B
0,00 95,00 5,00
5,00 95,00 5,00
8,00 80,00 20,00
10,00 50,00 50,00
15,00 30,00 70,00
20,00 5,00 95,00
24,00 5,00 95,00
26,00 95,00 5,00
30,00 95,00 5,00

Tabla 18. Gradiente inicial seleccionado.

La velocidad de flujo se estableciéo en 7 puL/min y el volumen de inyeccion en 5 pL,
manteniendo la columna termostatizada a 20°C. Para la monitorizacion de la sefial se
empleo un detector UV seleccionando como longitud de onda 230 nm para la cocaina y
la metilona y 254 nm para la monitorizacion del a-PVP [79,80].

En la Tabla 19 se muestran los espectros UV obtenidos tras la inyeccién individual de un
patrén de cada analito conteniendo una concentracion de 3ug/mL, comprobandose que la
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metilona y la cocaina presentan su maximo de absorcién a 230 nm, mientras que el a-

PVP lo presenta a 254 nm.

Espectro UV/Vis Amax
120 —
©
S 80 —
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0 \ \ \ \
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220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)
120 —
©
2
§ 80
o
a-PVP 2 254
40
0 : ‘ : ‘ : ‘ ! |

220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)

Tabla 19. Espectros UV/Vis obtenidos para la cocaina, metilona y a-PVP.

Para confirmar la identificacion de cada analito en el cromatograma obtenido bajo estas
condiciones de separacion, se llevd a cabo la inyeccion de patrones individuales con una
concentracion de 3 pg/mL y se comparé el tiempo de elucion obtenido con el

cromatograma inyectando la mezcla de analitos.

Con este gradiente de elucién se consiguié la separacion cromatografica mostrada en la
Imagen 11 identificandose las tres drogas objeto de estudio en este trabajo.

43

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

Cocaina
150 —

140 —|
B 254 nm
130 —|
- 230 nm
120 —|

110 —

100 —

90 —

80 —

70 —

60 —

Absorbancia (mAu)

50 —

40 —| Metilona

30 — alfa-PVP

20 —

10 —

0o —

a0 T T T T T \ \ \

5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Imagen 11. Separacion cromatografica obtenida empleando como fase mévil acuosa (A) agua y como fase
mdvil organica (B) MeCN.

5.2 OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

Con el objetivo de conseguir una separacion con buena resolucién de las tres drogas de
abuso objeto de estudio, asi como un método analitico robusto, se optimizaron los
parametros que afectan a la separacion cromatografica: gradiente, fase maévil, volumen

de inyeccion, velocidad de flujo y temperatura.
Como criterio para seleccionar los valores 6ptimos se evalud la eficacia de pico obtenida
en el estudio de cada una de las variables estudiadas.

5.2.1 ESTUDIO DE LA COMPOSICION DE LA FASE MOVIL

a) Estudio de la presencia de acido en la fase mdvil acuosa.

Con el objetivo de conseguir una separacion eficaz, se evalud la presencia de un &cido,
asi como el porcentaje en volumen del mismo, en la fase mévil. Debido a la gran
diferencia en la naturaleza de las drogas objeto de estudio, la fase mévil organica escogida
ha sido el MeCN vy el gradiente con el que se ha evaluado la presencia de acido en la fase

movil es el mostrado en la Tabla 18.
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En primer lugar se evalu0 la naturaleza del &cido a emplear, comparando la eficacia de
los picos obtenidos, que viene definida por los platos tedricos (N) obtenidos, cuando se
emplean &cidos de distinta fortaleza. Por un lado se estudid la adicion de 0,05% de &cido
acético (pKa= 4,76) en la fase acuosa, en tanto que también se evalud la adicion de 0,05%
de &cido formico (pKa=3,74) en la fase acuosa. Los resultados obtenidos se muestran en
el Grafico 1, observando, que en presencia de acido, la eficacia de la cocaina y a-PVP
es mayor, mientras que la eficacia de la metilona es mayor en ausencia de &cido. De los
acidos evaluados, el &cido formico es el que proporciona mejores resultados. Ademas, en
la Imagen 12 se comprueba que en presencia de acido el orden de elucion de la cocaina

y la metilona se invierten, en comparacion a la Imagen 11.

# Agua:MeCN i Agua (0,05% é&cido acético): MeCN
i Agua (0,05% é&cido férmico): MeCN
300000
250000
200000
150000

Eficacia (N)

100000
50000

0 S — —

Metilona Cocaina a- PVP

Grafico 1. Comparacion de la eficacia de los picos obtenida empleando como fase movil: agua y MeCN;
agua conteniendo 0,05% (v/v) acido acético y MeCN; y agua conteniendo 0,05% (v/v) acido férmico y
MeCN. *Eficacia obtenida inferior a 10000 platos teéricos.
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Imagen 12. Separacion cromatografica de las dos catinonas sintéticas y la cocaina cuando se emplea
como fase movil (A): agua conteniendo 0,05% acido férmico (v/v) y (B): MeCN. La sefial se ha
registrado a 230 nm (cromatograma negro) y 254 nm (cromatograma rojo).

A la vista de los resultados obtenidos y llegando a un compromiso entre las eficacias

observadas, se procede a emplear adcido formico adicionado a la fase acuosa.

b) Optimizacion del porcentaje de acido formico presente en la fase mavil

acuosa.

Dado que se ha seleccionado el &cido férmico para adicionarlo a la fase acuosa en la

separacion de los tres analitos, se procede a la optimizacion del porcentaje del mismo.

Para ello, se evaluaron los siguientes porcentajes en volumen de acido férmico en la fase
acuosa: 0,01%, 0,05%, 0,10%, 0,25% y 0,50%.

Los resultados obtenidos se muestran en el Grafico 2, observando que a mayor porcentaje
de &cido la eficacia de los picos es mayor. Sin embargo, al adicionar un 0,50% de &cido
formico, el pico cromatografico de la metilona no se resuelve practicamente en el

cromatograma obtenido del analisis de un patréon de 2 pg/mL en agua.

Por lo tanto, la concentracion Optima de acido formico seleccionada para adicionar a la
fase acuosa ha sido del 0,25% (v/v).
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Gréfico 2. Eficacia obtenida en la evaluacion del porcentaje de acido en la fase movil acuosa (A) para la
metilona, cocaina y a-PVP. La eficacia de la metilona cuando se emplea 0,50 % &cido férmico (v/v) no se
muestra puesto que no se consigue resolver su pico cromatografico.

c) Evaluacion de la presencia de &cido en la fase mdvil organica.

Una vez optimizada la concentracion de &cido formico presente en la fase acuosa, 0,25%
(v/v) se estudi6 la posibilidad de afiadir esta misma concentracion a la fase orgénica. El
principal objetivo de esto es mantener constante la concentracién de acido a lo largo del
analisis, ya que si no se afiade acido a la fase organica, la concentracion de &cido variara
segun varie el gradiente de elucién. Para ello, se comprueba la eficacia de los picos
cromatograficos correspondientes a los tres analitos, en presencia de un 0,25% (v/v) de
acido férmico, también en la fase organica. Como se observa en el Grafico 3, se
obtuvieron resultados de eficacia similares, aunque los de la metilona y a-PVP
aumentaban y la cocaina perdia algo de eficacia. Por lo tanto, se optd por trabajar en
presencia de un 0,25% (v/v) de acido férmico tanto en la fase acuosa como en la fase
organica de MeCN. En la Imagen 13 se muestra la separacion cromatografica obtenida
empleando la fase mdvil establecida para las condiciones iniciales de gradiente, flujo,

temperatura y volumen de inyeccién propuestas inicialmente.

Metilona Cocaina a-PVP
__ 2000 285000 100000
£ 1500 Z 265000 = 80000
o] = 60000
g 1000 G 245000 £ 40000
£ 500 g 2
& 0 & 225000 20000
205000 0
MeCN 0,25% Mech MeCN 0,25% MeCN MeCN 0,25% MeCN
acido férmico 4cido férmico 4cido férmico
(v/v) )
iy . (vfy). A, /v, .
Compaosicon fase movil organica Composicion fase mavil organica Composicion fase movil organica

Gréfico 3. Comparacién del nimero de platos teéricos obtenidos (N) para cada una de las catinonas
sintéticas y para la cocaina cuando se emplea como fase movil organica MeCN y MeCN conteniendo
0,25% (v/v) acido foérmico.
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Imagen 13. Separacion cromatografica obtenida cuando se emplea como fase movil (A) agua
conteniendo 0,25% (v/v) acido formico y como fase mévil (B) MeCN conteniendo 0,25% (v/v) acido
formico. La sefial se ha registrado a 230 nm (cromatograma negro) y a 254 nm (cromatograma rojo).

5.2.2 ESTUDIO DEL GRADIENTE DE ELUCION

Con la fase movil consistente en una fase acuosa conteniendo un 0,25% (v/v) de &cido
formico y la fase organica compuesta por MeCN conteniendo un 0,25% (v/v) de acido
férmico, se procedio a estudiar el gradiente de elucidon que permita separar los analitos
con una alta eficiencia y en el menor tiempo posible. Las condiciones cromatograficas
empleadas para este estudio fueron las iniciales: un flujo de 7 uL/min, 20°C y 5 pL de

volumen de inyeccion.

De este estudio se concluyé que las condiciones de inicio del gradiente de elucion afectan
mucho a la eficacia de la metilona, de tal forma que cuando las condiciones iniciales
contienen un porcentaje igual o superior a un 10 % de fase organica, este analito eluye
con mayor eficacia, incrementando la eficacia con el incremento del porcentaje de fase
orgénica inicial. Por otro lado se observa que la cocaina y el a-PVP no eluyen hasta que
en el gradiente de elucion se alcanza un 95% de fase organica, asi como la cocaina
coeyluye con un pico interferente presente en un blanco de muestra. Debido a que los

analitos estudiados presentan una naturaleza quimica distinta, el principal objetivo del
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estudio del gradiente es alcanzar una buena separacion cromatografica en el menor tiempo

posible, asi como separar la cocaina del pico presente en el blanco con el que eluia.

Ademas, y debido a que el tiempo que tarda en alcanzarse el equilibrio de distribucién
del sistema tras cada anélisis es muy importante para la reproducibilidad de la separacion
cromatografica, se procedio a evaluar el tiempo de equilibrado comprobando que la
presion al principio y al final del analisis fuera la misma. De esta forma se consiguio el

equilibrado en 36 minutos.

De los estudios del gradiente de fase movil durante la separacion, se obtuvo que la mejor
separacién cromatografica se alcanzaba empleando el gradiente mostrado en la Tabla 20.
Por tanto, la separacion comienza con un flujo de fase mévil con un 10% de fase organica
(B) que se mantiene durante los cinco primeros minutos, un porcentaje de B que se
incrementa a lo largo del andlisis hasta llegar al 95% de B a los veinte minutos. Estas
condiciones se mantienen durante cuatro minutos para lograr la elucién total de los
compuestos estudiados. Posteriormente, el % de B se disminuye a las condiciones
iniciales, manteniéndose durante diez minutos, el cual es el tiempo requerido para el
reequilibrado de la columna. En la Imagen 14 se muestra la separacion cromatografica

obtenida en estas condiciones.

i Flujo Presién maxima
T(Is:innp;o 0B (pL/:ﬁn) (bar)
0 10 7 400
5 10 7 400
8 20 7 400
10 50 7 400
15 70 7 400
20 95 7 400
24 95 7 400
26 10 7 400
36 10 7 400

Tabla 20. Gradiente de elucion de los analitos en la separacion cromatografica.
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400 —
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— 254 nm

Cocaina

300 —

alfa-PVR

200 — Metilona ‘

Absorbancia (mAu)

100 — ‘

‘ \ \ \ ‘ \
8 12 16 20
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Imagen 14.Cromatograma obtenido para las tres drogas de abuso empleando el gradiente de
concentraciones escogido y registrandose la sefial a 230 nm (cromatograma negro) y a 254 nm
(cromatograma rojo).

Por otro lado, y con objeto de establecer un método sencillo, también se evalud la
posibilidad de trabajar en modo isocratico, en vez de emplear un gradiente de
concentracion de la fase movil durante la separacion. Para ello, se estudié la separacion
de los analitos manteniendo constante el porcentaje de fase organica (MeCN conteniendo
0,25% (v/v) acido férmico) durante todo el analisis, de tal forma que se evalud la
separacién cromatografica trabajando con un 60% y un 70% de fase organica,

respectivamente.

Trabajando en modo isocratico los analitos no eluian debido a la naturaleza de los mismos
y a la gran cantidad de disolvente organico que necesitan. Por lo tanto, finalmente, se opt6
por llevar a cabo la separacion de estos compuestos empleando un gradiente de
concentracion de la fase movil.

5.2.3 OPTIMIZACION DEL CAUDAL DE FASE MOVIL

La velocidad de desplazamiento de los analitos a través de la fase estacionaria juega un

papel muy importante para definir el ensanchamiento de los picos y por tanto, la eficacia
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del sistema cromatografico. Con el objetivo de optimizar este parametro, se llevo a cabo
un estudio de la eficiencia de los picos cromatograficos obtenidos cuando se emplean
caudales de 6, 7, 8, 10 y 12 pL/min de fase mévil, manteniendo constantes las condiciones
iniciales de temperatura y volumen de inyeccion (20°C y 5 uL, respectivamente) y
empleando el gradiente de elucion y la composicion de fase mdvil optimizados

previamente.

Para este estudio se empled una disolucién acuosa conteniendo a los tres analitos en una
concentracion de 2 pg/mL, asi como se midi6 un blanco de agua aplicando los distintos
caudales de fase mdvil estudiados para comprobar si el interferente que anteriormente

coeluia con la cocaina eluye en tiempos distintos cuando se modifica dicho caudal.

En el Gréfico 4 se muestran las eficacias obtenidas para cada uno de los analitos a los
distintos caudales de fase mavil estudiados. Los resultados obtenidos muestran que al
aumentar el caudal de la fase movil la eficacia de pico de la metilona empeora, a la vez
que mejora la eficacia del a-PVP y la cocaina, teniendo como valor 6ptimo un caudal de
10 uL/min y 8 ul/min, respectivamente, ya que la cocaina a partir de un flujo de 10
puL/min coeluye con el interferente. Este interferente solo aparece cuando la sefal se
monitoriza a 230 nm. Por tanto, no importa que coeluya con el a-PVP, dado que la sefial
analitica para este analito se monitoriza a 254 nm. Debido a que se observé que cada
analito presentaba una eficacia de pico 6ptima a un flujo distinto, fue necesario llegar a
una opcién de compromiso entre las eficacias de los mismos. Dado que la eficacia de pico

de la metilona era inferior en todos los casos, se seleccion6 ésta como factor limitante.

Metilona Cocaina alfa PVP
6000 200000
o Z 50000 Z N
'S 3000 5 00000 3
S 2000 2 i i 2
H 1000 MOV i H 20000
6 7 g 10 12 6 7 g8 10 12 & 7 g8 10 12
Caudal (nL/min Caudal (pL/min Caudal (uL/min)

Gréfico 4. Eficacias de los picos obtenidas para cada uno de los analitos cuando a distintos caudales de
fase movil.

En la Tabla 21 se muestra como disminuyen los tiempos de retencién de los tres analitos

a medida que se incrementa el caudal de la fase movil.
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Tr (Min)
6 pL/min 7 pL/min 8 pL/min 10 pL/min 12 pl./min
Metilona 7,07 7,47 6,25 5,57 4,92
a-PVP 19,24 18,30 17,06 15,74 14,82
Cocaina 18,86 17,97 16,77 15,41 14,45

Tabla 21. Variacion de los tiempos de retencion (Tr) en funcion del caudal aplicado.

Por otro lado, de la medida de los blancos se observa que la linea base es la mismay el
interferente siempre eluye al mismo tiempo de retencion, por lo que, teniendo en cuenta
estos resultados y llegando a un compromiso entre los mismos, se estima como caudal de
fase movil 6ptimo 8 pl/min, ya que con este caudal, aunque la metilona pierde un poco
de eficacia con respecto a los caudales de 6 y 7 uL/min, la cocaina y el a-PVP consiguen
un aumento notable de la eficacia. En la Imagen 15 se muestra el cromatograma obtenido

cuando se aplica el caudal 6ptimo elegido de 8 puL/min.

230 nm Cocaina
300 —| — 254 nm

200 —

Metilona

Absorbancia (mAu)

100 —

8 12 16 20
Tiempo (min)

Imagen 15. Separacién cromatografica obtenida cuando se emplean 8 ul/min como flujo de fase movil,
regristrandose la sefial a 254 nm (cromatograma rojo) y 230 nm (cromatograma negro).

5.2.4 OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA

La temperatura de la columna puede afectar a los pardmetros cromatograficos de la
separacién, como es el tiempo de retencién y la eficacia de pico. Por ello, es un factor a

evaluar en la optimizacion de un método.

Inicialmente, se propuso que la columna estuviera termostatizada a 20°C y su estudio se

Ilevé a cabo analizando una disolucion patron de 2 ug/mL en agua, empleando como fase
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movil acuosa agua con 0,25% (v/v) de acido formico y como fase organica, MeCN con
0,25% (v/v) del mismo acido, 8 ulL/min de caudal de fase mévil e inyectando 5 uL de

disolucion patron en el equipo.

En un principio, se estudid el efecto de la temperatura cada 5°C en el rango de
temperaturas entre 20 — 35°C, observandose que la eficacia de pico de la metilona y la
cocaina aumenta cuando aumenta la temperatura, mientras que la eficacia del a-PVP

disminuye a partir de 25°C, tal y como se muestra en el Grafico 5.

cocaina a- PVP

122000
. b
< 118000 Z 102000 © b
'S 116000 ° =
S 114000 g 100000
W1120000 £ 98000 °

110000 96000 .

20 25 30 35 40 94000
20 25 30 35 40

Temperatura (°C) - . €c)
emperatura

metilona

00 .
=3
S 4100 e
(&)
§ 3900 o
W 3700

3500 @

20 30 40

Temperatura (°C)

Gréfico 5. Efecto de la temperatura en la eficacia de los picos cromatogréficos correspondientes a los
tres analitos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, hay que llegar a un compromiso entre el
aumento de la eficacia de pico de la metilona y la cocaina a altas temperaturas y la pérdida
de eficacia de pico que conlleva esta condicion para el a-PVP. Ademas, se observo en
analisis sucesivos que una alta temperatura provocaba la degradacién de la cocaina. A
pesar de que la eficacia de la cocaina y la metilona aumenta con la temperatura, con
objetivo de evitar la degradacion de la cocaina, se va a mantener la columna a 20°C, es
decir, la misma que se habia escogido como temperatura de partida para la optimizacion

del método.
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5.2.5 REOPTIMIZACION DEL GRADIENTE DE ELUCION

El gradiente de elucion establecido previamente (Tabla 20), se modifico tras la
optimizacion de los parametros cromatograficos con el objetivo de simplificar el
gradiente de concentracién de la fase movil. De tal forma que el gradiente final es el que
se muestra en la Tabla 22, alcanzando el 95% de fase organica en 20 minutos y alargando
el analisis hasta los 36 minutos para conseguir el reequilibrado de la columna. En la
Imagen 16 se muestra la rampa del gradiente de composicion de fase mévil a lo largo del

anélisis.

tiempo %ofase % fase
(min)  organica acuosa

0 10 90
% of Solvent A1 (Agua)
5 10 90 % of Solvent B (ACN)
10 50 50 -
15 50 50 -
21 95 5 7
a0-
24 95 5 0
26 10 90 - =
36 10 90 0 5| 1IU 1|5 2IU 2I5 SIU mlin

Imagen 16.Rampa del gradiente de composicion,
donde se muestra el porcentaje de cada fase
movil durante todo el anélisis.

Tabla 22. Gradiente de concentraciones 6ptimo para
la separacion cromatografica de metilona, a-PVP'y
cocaina.

5.2.6 EVALUACION DEL MEDIO DE INYECCION

Una vez optimizado el gradiente, se evalu6 la influencia del medio de inyeccion de la
muestra en la sefial analitica. Para ello, se inyectd la muestra en las condiciones iniciales
del método, es decir, 90:10 (v/v) de agua:MeCN conteniendo 0,25% (v/v) &cido formico,
observandose que la sefial analitica de la metilona empeora bastante, por lo tanto, se

mantiene el agua como medio de inyeccion.
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5.2.7 OPTIMIZACION DEL VOLUMEN DE INYECCION

El volumen de inyeccion se evalud con el objetivo de incrementarla altura de los picos
para la misma concentracion de analito, mejorando la sensibilidad del método. Para ello,
se analiz6 con las condiciones de gradiente, flujo y temperatura 6ptimos, una disolucién
estandar de 200 ug/L de cada uno de los analitos, evaluando los volumenes de inyeccion
siguientes: 4, 5, 6, 7 y 8 uL Los resultados obtenidos se muestran en el Grafico 6,
observandose un aumento lineal de la altura de pico al aumentar el volumen de inyeccion.
Debido a esto, y a que no se observan pérdidas en la eficacia de pico, el volumen de

inyeccion éptimo se fijo en 8 pL/min.

60 -
50 -

40

30 ¢ Metilona
20 - o ¢ Cocaina

s ¢ alfa PVP

Altura

10 -

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Volumen inyeccién/pL

Grafico 6. Representacion de la altura de pico obtenida cuando se inyectan 4; 5; 6, 7y 8 uL de muestra.

5.2.8 RESUMEN DE LA OPTIMIZACION DE VARIABLES DEL METODO
CROMATOGRAFICO

Llevado a cabo todo el proceso de optimizacién de las variables que afectan a la
separacién cromatografica, en la siguiente tabla (Tabla 23) se presenta un resumen de
todos los valores dptimos fijados para la separacion y determinacion simultanea de las

tres drogas de abuso en estudio.
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Columna Zorbax XDB Diox C18 (150 mm x 0,5 mm x 5 pum)
Temperatura de la columna 20
(°C)
Caudal (pL/min) 8
Volumen de inyeccién (uL) 8

c ici6n de la f Vil A: Agua (0,25% (v/v) acido férmico);
omposicion de fa fase movi B: MeCN (0,25% (v/v) &cido férmico)

0-5 min ( 10% B); 5- 10 min (10- 50% B); 10- 15
min (50% B); 15-21 min (50- 95% B); 21- 24

Gradiente de elucion : )
(95% B); 24- 26 min (95- 10% B); 26-36 min

(10% B)
Longitud de onda (nm) de 230 (cocaina y metilona);
monitorizacion de la sefial 254 (a-PVP)

Tabla 23. Resumen de lo valores 6ptimos para el establecimiento del método de cromatografia liquida
capilar con deteccién UV para la separacion cromatografica de metilona, a-PVP y cocaina.

5.3 CARACTERIZACION DEL METODO CROMATOGRAFICO EN
MUESTRAS ALIMENTARIAS

Aunque las muestras bioldgicas sean las més analizadas en fendmenos de SQ, debido a
la baja permanencia de las drogas en el organismo y a la gran variedad de drogas de abuso
que se pueden emplear, distintas asociaciones de Toxicologia Analitica estan haciendo
hincapié en recoger ademas de las muestras bioldgicas, muestras de la bebida o alimento
sospechoso de ser contaminado, si la victima puede aportarlos, pues puede resultar clave
para la resolucion del caso [5]. Por ello, se va a evaluar la aplicabilidad del método
desarrollado en bebidas alcoholicas, que es el medio mas comun para llevar a cabo delitos

de SQ, ya que el alcohol potencia los efectos de las drogas, ademas de enmascararlos.

Para demostrar la validez del método y su aplicabilidad para el andlisis de estas drogas de
abuso en bebidas alcohdlicas, se establecid la recta de calibrado con patrones y en
presencia de matriz, con muestras fortificadas de ron, asi como los parametros de calidad
de dicho método: limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), rango lineal,

precision y veracidad.
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5.3.1 ESTABLECIMIENTO DE LA CURVA DE CALIBRADO Y PARAMETROS DE
CALIDAD

En primer lugar se estableci la funcion de calibrado empleando patrones conteniendo las
tres drogas de abuso objeto de estudio. Asi mismo, se establecieron los parametros de
calidad del método: LOD, LOQ y rango lineal.

Las curvas de calibrado (Gréafico 7) se determinaron a partir de las sefiales analiticas
obtenidas (&reas de pico) en el analisis de disoluciones estandar a cinco niveles de
concentracion: 80; 160; 320; 800 y 1600 pg/L. Dichos niveles de concentracion se
escogieron de acuerdo a los niveles estudiados en la bibliografia [38, 47, 50] y las
disoluciones se prepararon a partir de la disolucion intermedia de 100 pg/mL de cada
analito, preparandose dos disoluciones estandar por cada nivel de concentracion e

inyectandose cada una por triplicado.

o-PVP METILONA
3500 3500
3000 y=1,8307x-28,892 f§ 3000 Y =2,0036x- 76,697 .-"'
o) 2_ o R?=0,9981 .-
82500 R2=0,9979 .- 82500
000 2000 .
§1500 o '51500 e
51000 51000
500 ._.0 500 @
0o @ o le®
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Concentracion (pg/mL) Concentracion (pug/L)
COCAINA
2000
y =1,013x + 5,852 .9
91500 -
(%] 2 _
2 R2 = 0,9994
31000
© o
o -
¢ 500
._.0'
0o @
0 500 1000 1500 2000

Concentracion (ug/mL)
Grafico 7. Rectas de calibrado en patrones.

Los parametros estadisticos calculados mediante regresion por minimos cuadrados, asi

como los valores del rango lineal, LOD y LOQ se muestran en la Tabla 24. Los LODs y
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LOQs se obtuvieron considerando las siguientes relaciones: 3 veces la relacion

sefial/ruido (S/R) y 10 veces la relacion S/R, respectivamente.

Analito Ordenada Pendiente R? LOD  LOQ Rango lineal

(ng/L)  (molL) (ng/L)
Metilona 76,70 2,00 0998 665 2218  22,18-1600
Cocaina 5,85 1,01 0999 407 1356  13,56-1600
a-PVP -28,89 1,83 0998 1,66 552 5,52-1600

Tabla 24. Parametros estadisticos y de calidad del método cromatografico propuesto.

Los limites de deteccion y cuantificacion alcanzados con este método varian entre 1,6-
6,6 y 5,5-22,2 ug/L, respectivamente. Ademas, el coeficiente de determinacion (R?)
obtenido para cada una de las drogas de abuso estudiadas confirma la relacién lineal de

la sefial analitica obtenida (area de pico) en el rango de concentraciones estudiado.

Los resultados obtenidos muestran que el método propuesto para la determinacion de
cocaina y catinonas sintéticas posee una gran sensibilidad a pesar de emplear un sistema
de deteccidon UV/Vis, el cual se considera tradicionalmente como un sistema de deteccién

poco sensible.

También se establecieron las rectas de calibrado en presencia de matriz, empleando para
ello muestras de ron dopadas, a cinco niveles de concentracion: 1,6; 3,2; 6,4; 16; y 32
ug/mL. Las muestras se doparon con concentraciones relativamente altas de analitos, de
acuerdo a la bibliografia consultada, debido a que, para que las drogas produzcan efecto
con fines de SQ, las concentraciones presentes en ellas no pueden ser demasiado bajas y

hay que estudiar la linealidad a niveles altos de concentracién [47, 50].

Teniendo en cuenta que las muestras eran diluidas 20 veces antes de ser analizadas, las
concentraciones finales en los viales analizados fueron: 80, 160, 320, 800 y 1600 pg/L,
respectivamente. Se prepararon dos réplicas por nivel de concentracién y cada una fue
analizada por duplicado. La funcion de calibrado se establecié considerando las areas de
pico en funcidon de la concentracion de cada analito en la muestra y en el vial de analisis.
En el Grafico 8 se muestran las rectas de calibrado obtenidas, comprobandose que, el

coeficiente de determinacion (R?) en los tres casos es superior a 0,99.
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Graéfico 8. Rectas de calibrado en presencia de matriz. A) Representacién de la sefial analitica
frente a la concentracion de drogas en disolucion. B) Representacion de la sefial analitica frente a la
concentracion de drogas presente en la muestra.

Los parametros estadisticos y los pardmetros de calidad se han calculado de forma similar
al calibrado en patrones. Los resultados obtenidos para el calibrado en presencia de matriz
teniendo en cuenta la concentracién de analitos en el vial de andlisis se muestran en la
Tabla 25.
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LOD LOQ Rango lineal

Analito Ordenada Pendiente R?
(ng/L)  (ng/L) (ng/L)
Metilona -125,23 2,02 0,998 8,95 29,84 29,84-1600
Cocaina -48,07 1,13 0,994 5,03 16,77 16,77-1600
a-PVP -43,57 1,82 0,998 3,11 10,37 10,37-1600

Tabla 25. Parametros estadisticos y de calidad del método cromatografico propuesto en presencia matriz
teniendo en cuenta la concentracion de analitos en el vial de analisis.

El estudio del efecto matriz se ha realizado mediante calculos estadisticos comparando la
pendiente, ordenada y varianzas de las rectas de calibrado establecidas con patrones y en
presencia de matriz. Del estudio estadistico se obtiene que las pendientes son iguales. Sin
embargo, para la metilona, las varianzas no se consideran iguales y para el a-PVP las
ordenadas de ambas rectas tampoco se consideran iguales. Por lo tanto, para el estudio de
la veracidad se ha decidido emplear la recta de calibrado establecida en muestras de ron,

con el fin de descartar la existencia del efecto matriz.

5.3.2 ESTUDIO DE LA PRECISION DEL METODO

La precision del método se evalu6 en términos de repetitividad y reproducibilidad. La
repetitividad proporciona la precision intradia y se evalud en un mismo dia aplicando el
procedimiento cromatografico establecido a tres muestras de ron (réplicas
experimentales), a tres niveles de concentracion, y cada una de ellas analizada por
triplicado (réplicas instrumentales). Los niveles de concentracion de cada analito

evaluados para este estudio fueron 80, 320 y 1600 ug/L.

La reproducibilidad del método proporciona la precision interdia y se evalud durante
cinco dias distintos aplicando el procedimiento cromatografico cada uno de los dias a una
muestra de ron (réplica experimental), a los mismos niveles de concentracion a los que se
estudio a repetitividad del método, y analizando esta muestra por triplicado (réplicas
instrumentales). En la Tabla 26 se muestran los resultados expresados en términos de
desviacién estandar relativa (DER) de las areas de pico. Se observa que tanto para la
precision interdia como para la precision intradia los resultados obtenidos fueron
inferiores al 10%, por lo que se considera que el método proporciona resultados muy

buenos.
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Metilona a-PVP Cocaina
Repetibilidad (DER%) (n=9)

80 pg/L 4,72 3,81 3,66
320 pg/L 1,22 1,03 4,18
1600 pg/L 1,76 1,93 1,29

Precision interdia (DER%) (n=15)

80 pg/L 6,24 5,95 7,95
320 pg/L 6,96 5,40 7,62
1600 pg/L 8,09 8,50 7,53

Tabla 26. Estudio de precision para el método propuesto.

5.4 ESTUDIO DE LA VERACIDAD DEL METODO

Para evaluar la veracidad del método se llevaron a cabo estudios de recuperacién de estas
drogas de abuso en diferentes bebidas alcohdlicas ampliamente utilizadas en fenémenos
de SQ. Las bebidas estudiadas fueron un ron procedente de dos fabricantes distintos,
siendo uno de ellos el empleado para caracterizar el método; ademas de vodka y whisky.

Los estudios de recuperacion se llevaron a cabo dopando estas muestras con una mezcla
de las tres drogas objeto de estudio en dos rangos de concentraciones (6,4 y 32 pg/mL),
siendo la concentracion en el vial 320 y 1600 pg/mL. Cada nivel de concentracion se
prepar6 por duplicado e inyect6 tres veces cada uno. Las recuperaciones se calcularon en
términos de veracidad, mediante la comparacion de la concentracién obtenida, calculada
mediante la recta de calibrado en presencia de matriz, con las concentraciones teoricas
que deberian tener tras haber aplicado la dilucion correspondiente. Dichas recuperaciones
dependeran de la variabilidad del método, aceptandose las recuperaciones cuyo rango de
incertidumbre sea £20% en la concentracion mas baja y £15% en la concentracion mas
alta [81].

En la Tabla 27 se muestran las recuperaciones obtenidas para cada una de las bebidas
estudiadas a los diferentes niveles de concentracion. Considerando que la recuperacion
ideal es del 100%, se obtienen valores aceptables, ya que todos se encuentran dentro de
los limites que establece la ley, que son +20% en el nivel de concentracion mas alto y
+15% en el nivel de concentracién mas bajo [81], a excepcion del whisky que, en el nivel

mas alto de concentracion no se encuentra dentro del rango establecido.
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Recuperaciones (%0)

Concentracion (ng/L)  Metilona a-PVP Cocaina

Ron (fabricante 1) 320 96,82+6,97 110,00+6,01  109,28+2,12
1600 108,97+6,71 105,47+7,21  109,81+0,64

Ron (fabricante 2) 320 92,35+550 101,48+4,52  104,37+8,28
1600 101,36+3,74  96,48+6,92  102,04+10,88

Vodka 320 88,99+1,69 107,31+4,51  107,47+0,63

1600 95,92+2,90 102,11+6,72  107,06+7,28

Whisky 320 91,92+4,52  103,03+2,12 99,46+5,14
1600 76,94+5,88  91,9245,88 87,81+0,43

Tabla 27. Recuperaciones obtenidas en muestras de Ron, Vodka y Whisky dopados con distintas
concentraciones de metilona, a-PVP y cocaina.

En la Imagen 17 se muestran los cromatogramas obtenidos del andlisis cromatografico

de cocaina y catinonas sintéticas en muestras de ron, whisky y vodka, respectivamente.

200 — 200 —

Cocaina
A) C) Cocaina
- 7 230 nm
230 nm 254 nm
254 nm 160 —
150 —
) bl —~
< 5120 —
£ £
@ 100 — s i
2 alfa-PVP 2
g | g o0
é Metilona ‘ 2
9 2 - Metilona
< 50 | \
“ \ 40 —| ‘\
4 H i ‘L A
I A
J\M o L S
0 0 —
I I I I I I I I
8 12 16 20 8 12 16 20
Tiempo (min) Tiempo (min)
200 — B 200 —
) Cocaina D) Cocaina
7 230 nm —
254 nm 230 nm
254 nm
150 — 150 —|
5 B B
E 2
g 100 % 100 —|
o =
g 2 alfa-PVP
] 4 alfa-PVP s ’
2 | g |
2 .
< 50 | ‘ 2 Metilona ‘
50 — ‘
1 “ | ‘\
, }\WJ ‘V\\'n_,_' {\ Hv‘\
] | NN
o M
I I I I
8 12 16 20 \ \ \ \
Tiempo (min) 8 12 16 20

Tiempo (min)

Imagen 17.Cromatogramas obtenidos del analisis de catinonas sintéticas y cocaina mediante HPLC
capilar- UV/Vis a 254 nm (cromatograma rojo) y 230 nm (cromatograma negro), en diferentes bebidas
alcoholicas: A) Ron (fabricante 1); B) Ron (fabricante 2); C) Vodka; D) Whisky.
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5.5 ENSAYOS PRELIMINARES PARA LA APLICACION DEL METODO
PROPUESTO A LA DETERMINACION DE LAS DROGAS DE ABUSO EN
MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras bioldgicas (sangre, orina, saliva) son las matrices mas empleadas para el
andlisis de drogas en fendmenos de SQ, ya que ademas de su disponibilidad y facil acceso,
informan del consumo reciente de dichas drogas. La orina, ademas presenta la ventaja de
tener una ventana de deteccion mas amplia. Por ello, en 1999 la Sociedad de Toxicologos
Forenses estadounidense (SOFT, del inglés Society of Forensic Toxicologists) propuso
la orina como muestra de eleccion en estos casos, aunque tiene la limitacion de ser

detectada s6lo en un periodo que oscila entre 12 horas y 5 dias [5].

Teniendo en cuenta esto, que la orina es la matriz biolégica mas analizada en fenémenos
de SQ, se ha aplicado el método desarrollado para el analisis de catinonas sintéticas en

presencia de cocaina a esta muestra.

Debido a que en la orina las drogas se encuentran ya metabolizadas, la concentracion de
las mismas en esta muestra sera muy inferior a la cantidad consumida. Es por ello, que,
ademéas de un método sensible y robusto para la determinacion de las mismas, el
tratamiento de muestra es uno de los aspectos criticos para la determinacion de estos
compuestos a niveles de traza. El empleo de sorbentes permite llevar a cabo una
preconcentracién de los analitos en muestras complejas, asi como una extraccién rapida

y reproducible.

Teniendo en cuenta la importancia del tratamiento de muestra, en este trabajo se
evaluaron distintos procedimientos de extraccion y se realizaron estudios para una futura
optimizacion de un tratamiento de microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME)
en orina, para el andlisis de las dos catinonas sintéticas objeto de nuestro estudio en
presencia de cocaina, una droga de consumo habitual junto con las anteriores en

fendmenos de SQ.

Los estudios de tratamiento de muestra se llevaron a cabo evaluando las recuperaciones
obtenidas, teniendo en cuenta que no siempre seran del 100% ya que la recuperacion
dependera de la eficacia de la extraccion de los analitos. Ademas, en toxicologia forense,
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el porcentaje de recuperacion no es tan fundamental como que tenga una precision muy
buena, es decir, que sea reproducible y tenga unos limites de deteccién y cuantificacion
bajos, aceptandose recuperaciones, normalmente superiores al 80 % y cuya DER sea
inferior a +15% [81].

5.5.1 EVALUACION DEL TRATAMIENTO DE MUESTRA

Para el analisis cromatografico de las drogas de abuso objeto de estudio se evaluaron los
siguientes tratamientos de muestra: SPE, extraccion empleando el método QUEChERS y
DLLME.

El estudio del tratamiento de muestra, para los tres procedimientos indicados, se llevé a
cabo aplicando cada procedimiento a dos muestras de orina dopadas con 500 ug/L, un
blanco y un blanco dopado, que consiste en un blanco de orina que tras el tratamiento de
muestra se dopa con la concentracion de analitos que posee la muestra al final de dicho
tratamiento. Tanto el blanco dopado como las muestras se doparon con la disolucion

intermedia que contenia los analitos.

Con el objetivo de poder llevar a cabo un estudio comparativo de los tratamientos de
muestra estudiados, el volumen de muestra tratada fue la misma en los tres estudios, asi
como la concentracién con la cual se dop6 la muestra y el volumen en el cual la muestras

se reconstituyeron tras el analisis.

Los procedimientos llevados a cabo para la evaluacion de los tres tratamientos de

muestra estudiados se describen a continuacion.
a) Procedimiento SPE

Este tratamiento de muestra se llevo a cabo empleando cartuchos de balance hidrofilico-
lipofilico Oasis® HLB de 60 mg de particula y 3 mL de capacidad. En la Imagen 18 se

muestra un esquema del procedimiento SPE.
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Imagen 18. Esquema del procedimiento SPE.

En primer lugar, se acondiciond el cartucho con 1 mL de MeOH y 1 mL de agua.
Posteriormente se procedi6 a cargar 2 mL de la muestra de orina dopada con los analitos
con una concentracion de 500 ug/L. Para el lavado del cartucho se adicioné al mismo una
mezcla de agua y MeOH en una proporcion 95:5 (v/v) y la elucién de los analitos se
realizé adicionando 2 mL de MeOH que se recogieron en viales de 4 mL y se secaron en
una corriente de nitrégeno liquido a 40°C. Posteriormente se recostituyeron en 700 pL de
agua. Una vez reconstituida la muestra, ésta se filtrd6 en un vial de cromatografia
empleando un filtro de nylon de 0,22 um de tamafio de poro y 13 mm de tamaiio de filtro,

y se llevod a cabo el analisis en el equipo de HPLC capilar-UV/Vis.

Empleando este tratamiento de muestra, la muestra aparece muy sucia (Imagen 19) y no
se pueden identificar los analitos, por lo que este tratamiento de muestra queda descartado
para posteriores estudios.
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Imagen 19. Cromatograma obtenido del anélisis cromatogréafico de las catinonas sintététicas y la
cocaina cuando se emplea SPE como tratamiento de muestra y registrandose la sefial a 254 nm
(cromatograma rojo) y 230 nm (cromatograma negro).

b) Procedimiento QUEChERS

Este tratamiento se lleva a cabo en dos etapas: en la primera se produce la extraccion de
los analitos gracias a la adicion de sales y un disolvente organico y la segunda etapa es
una etapa de limpieza (“clean-up”) en la cual se emplea un sorbente para mejorar la

eficacia de la extracciéon y limpieza de la muestra (Imagen 20).
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Imagen 20. Esquema del procedimiento QUEChERS llevado a cabo.

Se trataron dos muestras de orina dopadas con los analitos y dos blancos de orina, uno de
ellos se dopé al final del tratamiento para estudiar la recuperacion de los analitos obtenida

empleando este tratamiento de muestra.

En primer lugar se adiciond a un tubo falcon de 15 mL de capacidad 2 mL de orina, en el
caso de los dos blancos, y 2 mL dopada con 500 pg/L de cada analito en el caso del
analisis de las dos muestras dopadas. A continuacion se adicionaron 5 mL de MeCN como
disolvente extractante y una mezcla de sales (0,5 g NaCl y 0,5 g de MgSQO4) para
deshidratar y favorecer el intercambio de los analitos de la fase acuosa a la fase orgéanica.
Posteriormente se agitaron las mezclas durante 30 segundos y se centrifugaron a 5000

rpm durante 10 minutos.

La etapa de limpieza se llevd a cabo adicionando 150 mg de MgSOsy 25 mg de un
sorbente (C18, PSA o Z-Sep*) a 4 mL del sobrenadante obtenido tras la centrifugacion.
Posteriormente, cada uno de los tubos se agitdé mecanicamente durante 5 minutos y se

centrifugaron durante 10 minutos a 5000 rpm.

Por ultimo, se recogieron 3,5 mL del sobrenadante que se secaron en una corriente de N>

a 40°C, se reconstituyeron en 700 puL de agua y se filtraron en viales de cromatografia
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empleando filtros de nylon de 0,22 pm de tamafo de poro y 13 mm de tamafio de filtro

previamente al analisis cromatografico.

Con el objetivo de estudiar la eficacia de este tratamiento de muestra, asi como estudiar

la eficacia de aplicar la etapa de limpieza se realizaron los siguientes estudios:

> Se aplico el procedimiento QUEChERSs explicado anteriormente empleando tres
sorbentes distintos: Cig, PSA (Primary Secondary Amine) y Z-sep*.

> Se aplico el procedimiento QUEChERS eliminando la etapa de limpieza, es decir,

se aplico solo la primera etapa del procedimiento explicado.

Del estudio de este tratamiento de muestra se observo que s6lo se conseguian recuperar
el a-PVP y la cocaina. Ademas, del estudio de la eficacia de la etapa de limpieza se
comprueba que empleando en esta etapa PSA o Z-sep* como sorbente el efecto matriz
disminuye obteniéndose cromatogramas mas limpios. Sin embargo, empleando C1s como
sorbente en la etapa de limpieza, los resultados no mejoran. Del estudio de los sorbentes
se comprueba que el Z-sep™ es el que consigue una mayor limpieza de la muestra, aunque
al igual que el PSA y Ci1g no consigue limpiar la muestra de los compuestos mas polares
que coeluyen en los primeros diez minutos con la metilona. En la Imagen 21 se muestran
los cromatogramas obtenidos en este estudio donde se comprueba que el sorbente que

consigue una mejor limpieza de la muestra es el Z-Sep™.
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Imagen 21. Cromatogramas obtenidos del andlisis cromatogréfico de una muestra de orina dopada con
los analitos empleando el método QUEChERS como tratamiento de muestra y empleando diferentes
surfactantes y registrando la sefial a 254 nm (cromatograma rojo) y 230 nm (cromatograma negro).

c) Procedimiento DLLME

El procedimiento DLLME [82] estudiado se muestra en la Imagen 22. Se llevé a cabo
afiadiendo 2 mL de orina dopada con 500 pg/L cada analito, a excepcion del blanco en el
que se empleo orina en ausencia de drogas de abuos, en un falcon de 15 mL al cual se
adicionaron 2 mL de agua y 1 mL de amoniaco, este ultimo para evitar la precipitacion

de sustancias presentes en las muestras de orina.

A continuacién, se procedid a formar la dispersidn afiadiendo rapidamente, con una aguija,
una mezcla que contenia 800 puL de cloroformo (disolvente extractante) y 1,5 pL de
MeOH (disolvente dispersante). Posteriormente se agito y centrifugd durante 10 minutos
a 5000 rpm y 25°C para separar la fase acuosa de la organica con los analitos extraidos.

69

——
| —



RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez separadas ambas fases, se recogieron los 800 pL. de fase organica conteniendo
los analitos y se secaron en una corriente de N2 a 40 °C. Finalmente la muestra se
reconstituy6 en 700 puL de agua y se filtrd en viales de cromatografia utilizando filtros de
nylon de 0,22 um de tamafio de poro y 13 mm de tamario de filtro. Finalmente se llevo a
andlisis en el cromatografo de liquidos capilar acoplado a un detector UV/Vis y se

monitorizd la separacion a 254 nmy 230 nm.

2m o SO0ML Formacion Agitacion Centifugacion
i ispersi6 rpm, 10 min
Orina 15 ulL MeOH dispersion p
A n
-:- - -
i~
b, -
HPLC Filtrar Reconstituir Secado de la muestra Recogida de la
capilar en 700 plL de en una corriente de N2 fase organica
UV/Vis agua a 40 °C con los analitos

Imagen 22. Esquema del procedimiento DLLME llevado a cabo.

Empleando este tratamiento de muestra se consiguio recuperar los tres analitos objeto de
estudio, asi como una mayor limpieza de la muestra. En la Imagen 23 se muestra un
cromatograma de un blanco de orina y una muestra dopada, en el cual se pueden ver los

tres analitos en estudio.
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Imagen 23. Cromatogramas obtenidos del analisis cromatografico cuando se emplea DLLME como
tratamiento de muestra, monitorizando la sefial a A) 230 nmy B) 254 nm. ) Muestra de orina dopada y
I1) Blanco de orina.

La eleccion del tratamiento de muestra a seguir se llevo a cabo atendiendo a las ventajas
y desventajas de cada uno de las técnicas estudiadas, asi como las recuperaciones y

limpieza obtenidas.

En la Tabla 28 se muestran las diferentes caracteristicas de cada una de las técnicas
estudiadas y los resultados obtenidos, observandose que sélo se consiguen recuperar los
tres analitos empleando como tratamiento de muestra la DLLME ademas de conseguirse

una matriz mucho mas limpia que empleando la SPE 0 QUEChERS.

A la vista de los resultados obtenidos, en este trabajo se ha realizado un estudio para
mejorar un tratamiento DLLME para el anélisis mediante cromatografia liquida capilar
de catinonas sintéticas en presencia de cocaina en muestras de orina empleando como

detector un sistema de deteccion UV/Vis.
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Duracion . Recuperacion  Coste del
tratamiento* Contaminacion . . Limpieza
(min) analitos tratamiento
SPE
(Empleando
cartuchos . . Muestra
Oasis® =25 Media - Coste medio poco limpia
HLB 60 mg;
3mL)
Muestra
Bajo coste del P00 limpia
QUECHERS ~35 Baja o-PVPy aterial y  durantelos
cocaina disolventes primeros 8
minutos a
A=230 nm
a-PVP, Bajo coste del Mayor
DLLME =35 Muy baja metilona y material y limpieza de
cocaina disolventes la muestra

Tabla 28. Resumen de las caracteristicas de cada uno de los tratamientos estudiados y los resultados
obtenidos. (*La duracion del tratamiento se ha estimado cuando se tratan dos blancos y dos muestras).

5.5.2 ESTUDIOS REALIZADOS DE DLLME

Los factores que mas afectan a la eficacia de la extraccion de la DLLME son la naturaleza
y volumen del disolvente de extraccidn y del disolvente dispersante, asi como la presencia
de sales que dificultan la solubilidad de los analitos en la fase acuosa dando lugar a una

extraccion mas eficaz.

En este trabajo se han llevado a cabo algunos estudios previos a la optimizacion de este
tratamiento de muestra para analizar catinonas sintéticas en orina mediante pHPLC-

UV/Vis, tales como la naturaleza del disolvente extractante y del disolvente dispersante.

Se evalud la naturaleza del disolvente de extraccion aplicando el tratamiento de muestra
explicado en el apartado 5.4.1 empleando diferentes disolventes de extraccion:
cloroformo (CHsCl), diclorometano (CH2Cl), dibromometano (CH2Br.), diyodometano

(CH2ly) y tetracloroetileno (C2Cla).

La eleccion del mejor disolvente de extraccion se llevo a cabo estudiando las
recuperaciones de cada uno de los analitos obtenidas mediante comparacion del area de
pico obtenida tras el tratamiento de la muestra y el area de pico obtenida para un blanco

dopado.
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El CH2l2 se descart6 debido a que la muestra recolectada tardaba mucho en secarse bajo
la corriente de N2 (aproximadamente 4 horas) lo cual incrementaba notablemente el

tiempo de tratamiento de muestra. Ademas, una vez secado, su reconstitucion en agua no
era total.

En el Gréafico 9 se muestran las recuperaciones obtenidas para cada analito empleando
los disolventes de extraccion estudiados. Se observa en este grafico que las mejores
recuperaciones se alcanzaron empleando el C>Cls como disolvente. Ademas, empleando
este disolvente se consigue una limpieza mayor de la muestra en comparacion a la
obtenida con el resto de disolventes estudiados, ya que en los cromatogramas se observan
menos picos provenientes de la matriz de estudio. Por lo tanto, los siguientes estudios se

llevaron a cabo empleando C2Cls como disolvente de extraccion.

H Cloroformo  =Dibromometano & dicloroetano  ®tetracloroetileno

a3 h

Metilona Cocaina o- PVP

Recuperacion (%)
N w S a1 D ~ o
o o o o o o o

[N
o

Grafico 9. Recuperaciones obtenidas empleando diferentes disolventes de extraccion en el tratamiento
DLLME.

También se evalu6 la naturaleza del disolvente dispersante. Para ello, se eligen una serie
de disolventes miscibles tanto con la fase acuosa como con la orgénica, ya que su funcién
es la de formar gotas del disolvente de extraccion rodeadas de la fase acuosa facilitando
de esta forma el intercambio de los analitos de la fase acuosa a la fase organica, y
consecuentemente, incrementando la eficacia de la extraccion. El estudio se realizo
aplicando el procedimiento desarrollado en el apartado 5.4.1 empleando diferentes
disolventes dispersantes: MeOH, MeCN, 2- butanol y acetona.
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En el Grafico 10 se muestran las recuperaciones obtenidas para cada uno de los
disolventes dispersantes empleados, observandose que con el MeCN se obtienen mejores
recuperaciones para la metilona y el a-PVP, mientras que con el MeOH se consigue una
recuperacion mayor para la cocaina. Llegando a un compro7miso entre las recuperaciones
obtenidas, se concluye que el disolvente de dispersion 6ptimo para la extraccion de los
tres analitos estudiados es el MeCN.

HMeOH wmMeCN mBuOH ®Acetona
60

50

40

Recuperacion (%)

) .
O Dl M L]
Metilona Cocaina o-PVP

Grafico 10. Recuperaciones obtenidas del estudio del disolvente de dispersion.

En la Imagen 24, se muestra el cromatograma obtenido tras optimizar el disolvente de
extraccion y el disolvente dispersante.
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Imagen 24. Cromatograma obtenido del analisis cromatrogréfico de las catinonas sintéticas y
cocaina cuando se emplea MeCN como disolvente de dispersién en el tratamiento de muestra
DLLME.

Los pasos posteriores para optimizar por completo el tratamiento de muestra y obtener

recuperaciones mayores serian la evaluacion de la mejora de la eficacia tras afiadir sales
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que favorezcan la extraccién, asi como optimizar el volumen de cada uno de los
disolventes empleados y en el caso de que la adicion de sales mejore la eficacia de la

extraccion también habria que optimizar la cantidad de sales a emplear.
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6 CONCLUSIONES

En este trabajo se ha desarrollado y caracterizado un método de HPLC-capilar acoplado
a un detector UV/Vis para la deteccion y cuantificacion de catinonas sintéticas y cocaina

en diferentes bebidas alcohdlicas obteniéndose las siguientes conclusiones:

> Se ha conseguido la separacion simultanea de la cocaina, la metilona y el a-PVP

en un tiempo de 17 minutos.

> Se ha evaluado la presencia del efecto matriz comparando una muestra de ron con

los resultados obtenidos con patrones, obteniendo un efecto matriz positivo.

> Se ha caracterizado el método analitico en muestras de ron en términos de
precision, veracidad asi como se han determinado los limites de deteccion, limites de

cuantificacion y rango dindmico lineal.

> Los limites de deteccidn y cuantificacion varian en el rango (3,1-8,9 ug/L) y (10,3-

29,8 ug/L), respectivamente, siendo éstos inferiores a los encontrados en la bibliografia.

> Los valores de precision interdia e intermedia (1,3-4,7%; 5,4-8,5%);
respectivamente) obtenidos son aceptables y estan dentro de lo que recomienda la
legislacion actual (£15%).

> Los ensayos de recuperacion realizados en diferentes bebidas alcoholicas (dos
tipos de ron, vodka y whisky) muestran que el método analitico ofrece porcentajes de
recuperacion, en términos de veracidad, satisfactorios asi como DER aceptables,
garantizando la aplicacién del método a dichas matrices.

> De los tratamientos de muestra evaluados para la extracciéon de los analitos en
muestras de orina, la DLLME es la Unica que ha conseguido extraer los tres analitos
objeto de estudio, dejandose abierto el estudio de optimizacion de este tratamiento de

muestra para futuras investigaciones.

> A la vista del trabajo de investigacion realizado, se puede concluir que la técnica
de HPLC-capilar constituye una alternativa muy interesante para establecer como técnica

de analisis de drogas de abuso en los laboratorios forenses.

( - )
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7 ACRONIMOS

ACRONIMOS

a-PBP - a-pirrolidinobutiofenona
a-PVP - a-pirrolidinopentiofenona

uHPLC . Micro-Cromatografia liquida de

alta eficacia.

CE — Electroforesis capilar

CEC - Electrocromatografia Capilar
CSA — Ley de Sustancias Controladas
CZE - Electroforesis Capilar en Zona
DEA — Agencia de Control de Drogas
DER - Desviacion Estandar Relativa
DFSA

DLso — Dosis Letal Media

DLLME - Microextraccion Liquido-
Liquido Dispersiva

d-SPE - Extraccion sélido-liquido
dispersiva

ECD - Detector de Céaptura de Electrones
EESI-MS/MS - lonizacién por

electroespraynanoextractiva con

espectrometria de masas en tdndem.

ELISA - Inmunoensayo ligado a enzimas

EMCDDA - Centro de Control de Drogas y

Adiccion

ESI — lonizacion por electrospray
EtOH — Etanol

EWS — Sistema de Alerta Temprana
FID - Detector de lonizacion de Llama
FMC - Fluorometcatinona

FMP - flluoranfetamina

FPIA - Inmunoensayo de Polarizacion

Fluorescente

——

GC — Cromatografia de Gases

GHB - Acido oxibico

HPLC — Cromatografia liquida de alta
resolucion

ISRS — Inhibidores Selectivos de la
Recaptacion de Serotonina

LLE - Extraccion liquido-liquido

LOD - Limite de deteccion

LOQ — Limite de cuantificacion

LSD - Acido Lisérgico de dDietilamida
MABP - a-metilamino-butirofenona
MDA — tenamfetamina

MDA - 5,6-metilendioxi-2-aminoindano

MDBD - 1,3-Benzodioxolil-N-
metilbutnamina

MDMA - Extasis

MDPBP - 3",4"-metilendioxi-a-
pirrolidinobutiofenona)

MDPV - 3,4-metilendioxipirovalerona
MEC - metiletcatinona

MECC - Cromatografia Capilar

Electrocinética Micelar

MeCN —Acetonitrilo

MeOH — Metanol

MPPP - metil-a-pirrolidinopropiofenona,
MRPL — Limite Minimo de
Funcionamiento Exigido.

MS- Espectrometria de Masas

nHPLC — nano-Cromatografia Liquida de

alta Eficacia

NPDs — Nuevas Sustancias Psicoactivas

—



OH-MET - hidrox-N-metil-etiltriptamina
OMS - Organizacion Mundial de la Salud
PCP - penciclina

PSA - Primary Sencondary Amine
QUECHERS - del inglés: Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, y Safe

R? — Coeficiente de Determinacion

SNC — Sistema Nervioso Central

SOFT - Sociedad de Toxicélogos Forenses

estadounidenses

SPE — Extraccion en Fase Solida

——
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ACRONIMOS

SQ - Sumision Quimica

TLC — Cromatografia en Capa ptHPLC
Fina

TOFs — Compuestos Organicos Fijos

UHPLC - Cromatografia liquida de ultra

alta resolucion
UV/Vis — Ultravioleta/visible

v/v — Relacion de volimenes

—
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