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Siglas y definiciones
AF: Ammonium Formate en inglés, en espafiol es formiato de amonio.
ANOVA: Analysis of Variance en inglés, en espafiol andlisis estadistico de las varianzas.
BE: benzoylecgonine en inglés, en espafiol benzoilecgonina.
Cl: Chemical lonization en inglés, en espafiol ionizacion quimica.
COC: cocaine en inglés, en espafiol cocaina.
C-Trap: término utilizado en el espectrometro de méasas Q Exactive plus para referirse a la trampa
de iones de la cual salen los iones moleculares o iones-producto hacia el Orbitrap.
Detector DAD: Diode Array Detector en inglés, en espafiol detector espectroscdpico de arreglo
de diodos.
El: Electron lonization en inglés, en espafiol ionizacion electronica.
EIC: Extracted lon Current en inglés, en espafiol corriente ionica extraida de la corriente ionica
total.
EME: ecgonine methyl ester en inglés, en espafiol ecgonina metil éster.
ESI: Electrospray lonization en inglés, en espafiol ionizacion por electronebulizacion.
eV: unidad de energia electronvolt en inglés, equivale a la energia cinética adquirida por un
electrén acelerado por un potencial eléctrico de 1 voltio en el vacio.
FA: Formic Acid en inglés, en espafiol es acido férmico.
FAB: Fast Atom Bombardment en inglés, en espafiol ionizacion por bombardeo con atomo
acelerados.
FI: Field lonization en inglés, en espafiol ionizacion inducida por el campo eléctrico.

FID: Flame lonization Detector en inglés, en espafiol detector de ionizacion en llama.
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FT-ICR: Fourier Transform lon Cyclotron Resonance detector en inglés, en espafiol detector de
resonancia ion-ciclotron con transformada de Fourier.

Full scan: modo de adquisicion de informacion del analizador/detector de masas en un rango
de masas definido, en este trabajo se utilizd el rango m/z 80-1000.

FWHM: Full Width at Half Maximum en inglés, en espafiol ancho completo a la mitad del
maximo; esté definido como el ancho a la mitad de la altura de un pico simétrico.

GC: Gas Chromatography en inglés, en espafiol cromatografia de gases.

HRMS: High Resolution Mass Spectrometry en inglés, en espafiol espectrometria de masas de alta
resolucion.

HCD: High energy Collision Dissociation cell en inglés, en espafiol celda de disociacion por
colisiones de alta energia; también llamado camara de colisiones.

HPLC: High Performance Liquid Chromatography en inglés, en espafiol cromatografia liquida
de alta eficiencia.

IT: lon Trap en inglés, en espafiol analizador de trampa de iones.

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry en inglés, en espafiol union
internacional de quimica pura y aplicada; es la autoridad reconocida internacionalmente en el
desarrollo de estandares para denominacion de terminologia quimica.

LD: Lethal Dosis en inglés, en espafiol dosis letal; es la dosis de una sustancia o radiacion que
resulta mortal para un conjunto de organismos de prueba.

LOD: Limit Of Detection en inglés, en espafiol limite de deteccion; segun la IUPAC es la cantidad
mas pequeria registrada de un analito presente en la muestra que es significativamente diferente al

ruido de fondo.
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LOQ: Limit Of Quantification en inglés, en espafiol limite de cuantificacion; segun la IUPAC es
la cantidad cuantitativa mas pequefia de un analito presente en la muestra que es fiablemente
diferente al ruido de fondo.

m/z: abreviatura en inglés de mass-to-charge, en espafiol relacion masa sobre carga; representa
el valor de masa de un ion sobre su carga, comunmente, la carga es igual a uno para moléculas
pequenfias, por lo cual, se asume directamente como la masa del ion.

MAE: microwave-assisted extraction en inglés, en espafiol extraccién asistida con microondas.
MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization en inglés, en espafiol ionizacién/desorcion
mediante laser asistida por la matriz.

MRM: Multiple Reaction Monitoring en inglés, en espafiol monitoreo de reacciones mdltiples;
es un modo de adquisicion de informacion del analizador de masas altamente selectivo,
comunmente utilizado en sistemas tandem QgQ, donde se seleccionan individualmente iones
moleculares, se fragmentan y seleccionan sus iones-producto.

MSPD: Matrix Solid-phase Dispersion en inglés, en espafiol dispersion de la matriz en fase solida.
PFE: pressurized fluid extraction en inglés, en espafiol extraccion con liquido presurizado.
PTAR: acrénimo de planta de tratamiento de aguas residuales.

Q: abreviatura en inglés de Quadrupole, en espafiol analizador cuadrupolar.

SFE: supercritical fluid extraction en inglés, en espafiol extraccion con fluido supercritico.
silice-Cas: abreviatura de gel de silice modificada con grupos octadecilo.

SIM: Single lon Monitoring en inglés, en espafiol monitoreo de ion seleccionado; es un modo de
adquisicion de informacion del analizador de masas donde se seleccionan individualmente iones
moleculares, se fragmentan y detectan todos sus iones-producto.

SNC: acrénimo de sistema nervioso central.
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SPE: solid phase extraction en inglés, en espafiol extraccion en fase sélida; método de extraccion
utilizado Unicamente para matrices liquidas, generalmente utilizado en el anélisis de aguas.

TIC: Total lon Current en inglés, en espafiol es la corriente ionica total medida por el analizador
de masas.

TLC: Thin Layer Chromatography en inglés, en espafiol cromatografia en capa fina.

ToF: Time-of-Flight analyzer en inglés, en espafiol analizador de tiempo de vuelo.

Vspray: abreviatura para el voltaje aplicado al capilar de electronebulizacién.
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Resumen
Titulo: Analisis por LC/MS de cocaina en peces cebra (Danio rerio) expuestos al alcaloide*

Autores: Sebastian ORTIZ BLANCO, Elena E. STASHENKO y Andrés Fernando GONZALEZ
SUAREZ**

Palabras clave: MSPD, LC/MS, contaminante, cocaina, Danio rerio.

Las drogas ilicitas representan un riesgo para los ecosistemas porque pueden contener impurezas
y adulterantes potencialmente toxicos para los seres vivos. La cocaina es un contaminante
ambiental detectado en aguas superficiales, potables y residuales. La cocaina se metaboliza
en benzoilecgonina y ecgonina metil éster por diferentes rutas metabdlicas. En este trabajo,
se determin6 por cromatografia liquida acoplada con un detector de masas de alta resolucion
(LC/MS) la bioacumulacién de cocaina y sus metabolitos en peces cebra expuestos al alcaloide.

Peces cebra (8) fueron expuestos a la cocaina (20 ng L) durante dos semanas; al mismo tiempo
que un grupo control. La cocaina y sus metabolitos fueron extraidos por dispersion de la matriz
en fase sélida (MSPD) y analizados por UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap. Se utilizaron los modos
de adquisicion completa (full scan) y monitoreo de iones seleccionados (SIM), con diferentes
voltajes de capilar (1.5 hasta 5.5 kV). Los patrones de fragmentacion de los analitos fueron
obtenidos con diferentes energias de colision (10 hasta 70 eV). Material de referencia de cocaina
y sus metabolitos fueron utilizados para la cuantificacion.

La mayor eficiencia de extraccion para la cocaina y sus metabolitos se obtuvo utilizando alimina
como soporte sélido, en relacién muestra:soporte sélido de 1:8, y mezcla 50:50 CH3OH:CH.CI>
como solvente de extraccion (7 mL). La mayor respuesta instrumental para la cocaina
y sus metabolitos se obtuvo usando 1.5 kV en la interfaz de electro nebulizacion. Fragmentos
tipicos de la cocaina y sus metabolitos se detectaron usando 30 eV como energia de colision.

Cocaina (2.1 £ 0.36 ng/g peso fresco) y benzoilecgonina (3.0 £ 0.54 ng/g peso fresco) fueron
bioacumulados por peces cebra. EME no se detecto en el pez cebra. Reportamos por primera vez
la presencia de cocaina y benzoilecgonina en peces cebras expuestos al alcaloide. Ademas, este es
el primer reporte de extraccion MSPD para la cocaina y sus metabolitos en peces.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias béasicas y exactas. Escuela de Quimica. Programa académico.
Directora: Elena E. Stashenko. Ph.D.. Codirector: Andrés Fernando Gonzalez Starez. M.Sc.
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Abstract
Title: LC/MS analysis of cocaine in zebrafish (Danio rerio) exposed to the alkaloid*

Authors: Sebastian ORTIZ BLANCO, Elena E. STASHENKO & Andrés Fernando
GONZALEZ SUAREZ**

Keywords: MSPD, LC/MS, pollutant, cocaine, Danio rerio.

Ilicit drugs were considered as potential harmful pollutants in aquatic ecosystems because contain
impurities and adulterants with unknown biological functions. Cocaine (COC) is an environmental
pollutant commonly detected in surface, drinking and wastewater. COC is metabolized
to benzoylecgonine (BE) and ecgonine methyl ester (EME) by different metabolic pathways.
In this work, we determined by Liquid Chromatography couple to High-Resolution Mass
Spectrometry detector (LC/MS) the bioaccumulation of COC and its metabolites in zebrafish
exposed to the alkaloid.

Zebrafish (8) was exposed to COC (20 ng L) during two weeks; at the same time control group
were used. COC and its metabolites were isolated from zebrafish by matrix-solid phase dispersion
(MSPD) extraction and analyzed by UHPLC-ESI*-Q-Orbitrap. Acquisition mode full scan
and Single lon-Monitoring (SIM) were used, with different capillary voltages at the ESI interface
(1.5 to 5.5 kV). The fragmentation patterns were obtained at different HCD-cell energies (10 to 70
eV). COC, BE and EME certified reference material were used for quantification.

The high extraction efficiency was obtained using alumina as solid support, 1:8 as ratio
sample:solid support, and mix 50:50 CH3OH:CH:Cl. (7 mL) as eluent solvent. The highest LC
peak area in the extracted ion chromatograms (EIC) of the [M+H]* ions were obtained using
1.5 kV of spray voltage. Typical fragments of BE, COC and EME were detected at 30, 30
and 50 eV HCD-cell energy, respectively.

COC (2.1 £ 0.36 ng/g fresh-weight) and BE (3.0 £ 0.54 ng/g fresh-weight) were bioaccumulated
by zebrafish. EME were not detected in the zebrafish tissues. We report at the first time
the presence of COC and BE in zebrafish after exposition to the alkaloid. Also, it’s the first report
of MSPD extraction for the analyte’s isolation in fish tissues.

* Undergraduate research project
“ Faculty of Sciences. School of Chemistry. Undergraduate program.
Supervisor: Elena E. Stashenko. Ph.D. co-Supervisor: Andrés Fernando Gonzalez Starez. M.Sc.
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Introduccion

El uso de la planta de coca hace parte de las tradiciones de los indigenas suramericanos
(Mortimer, 2013). El nombre de la planta proviene del quechua “Khoka” que significa “el arbol”,
pero Jean-Baptiste LAMARCK fue quien le dio su nombre botanico, Erythroxylon coca (Mulé,
1976). El alcaloide principal de la planta fue aislado por el quimico Friedrich GAEDECKE, pero
Albert NIEMANN fue quien lo Ilamé cocaina (COC) (Ashley, 1976; Niemann, 1860). Los
médicos Karl KOLLER y William HALSTED, independientemente, usaron la COC como
analgésico en cirugias oculares y descubrieron sus efectos sobre el sistema nervioso central (SNC)
(Ruiz Franco, 2011). Debido a sus aplicaciones clinicas interesantes, la COC comenz0 a ser
producida por las empresas farmacéuticas, inicialmente por Merck, como una sustancia Util contra
la dependencia de la morfina y principalmente, como anestésico local (NIDA & NIMH, 1973).

En Europa el uso de la hoja de coca se difundio entre la bohemia, artistas, escritores,
filosofos y siquiatras. August BARTHOLDI, Herbert G. WELLS, Julio VERNE y Sigmund
FREUD (Shaffer, 1984), entre otras celebridades, usaban la COC o sus productos derivados,
rutinariamente, en virtud de sus efectos euforizantes y estimulantes. El producto a base de la planta
de coca insignia fue el famoso vino Mariani, elaborado por Angelo MARIANI en 1863, como un
tonico revitalizante. Parte de su éxito comercial se debi6 a su trabajo publicitario basado en el uso
de las imagenes de consumidores prominentes y célebres de la época y sus testimonios, entre ellos,
el papa Pio X (Mariani & Uzanne, 2019). Gracias a esto, comenzo la creacion de varios productos
comerciales a base de coca, entre los cuales se puede destacar el surgimiento de la famosa marca
de refrescos Coca-Cola, que se comercializd en Estados Unidos, inicialmente, como un jarabe

expectorante (Ruiz Franco, 2011). La coca, y, en particular, la COC ha tenido impacto en la cultura
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contemporanea de tal forma que se encuentran referencias sobre esta en obras literarias como
“El extrafio caso del Dr. Jekyll y Mr. Hyde”, de Robert Louis STEVENSON, y sobre Sherlock
Holmes, de Arthur Conan DOYLE (Musto, 1968). A pesar de su “éxito” comercial, ya sea debido
a su uso recreativo o farmacéutico, cientos de casos por sobredosis de COC comenzaron a
reportarse, lo que provoco que la hoja de coca y la COC, se prohibieran en los Estados Unidos
(Harrison Act, 1914) y luego se catalogaron como drogas ilicitas (Terry, 1915).

La COC es hoy en dia una sustancia de abuso de uso ilicito, que puede bioacumularse en
los tejidos de mamiferos como humanos (Levisky et al., 2000; Magalh&es et al., 2013; Poklis
et al., 1987), perros (Misra et al., 1976) y ratones (Nayak et al., 1976), ademas, provoca efectos
fisiologicos y morfoldgicos adversos por su uso individual (Baumann et al., 1995; Brewer et al.,
2008; Nzerue et al., 2000; Portugal-Cohen et al., 2010) o combinado con otras drogas (Foltin,
1995). Su disposicion, biotransformacion y excrecion han sido objeto de numerosos estudios
cientificos (Misraet al., 1975; Fish & Wilson, 1969; Mulé & Misra, 1977; Montesinos, 1965; Zhan
et al., 2003) que demuestran que la droga se metaboliza principalmente en benzoilecgonina (BE)
y ecgonina metil éster (EME).

La COC y sus metabolitos se consideran contaminantes emergentes en los sistemas
acuaticos debido a su presencia ubicua (Bijlsma et al., 2016; Campestrini & Jardim, 2017;
Causanilles et al., 2017; Fantuzzi et al., 2018; Fernandez-Rubio et al., 2019; Zuccato et al., 2005).
Estos contaminantes pueden tener consecuencias graves sobre los ecosistemas acuaticos, por lo
que actualmente el estudio de sus interacciones con organismos acuaticos es un tema de alto interés
cientifico. Algunos estudios con peces expuestos a estos contaminantes han reportado dafio

muscular (Capaldo et al., 2018), cambios hormonales (Gay et al., 2016) y morfoldgicos (Capaldo
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et al., 2019), alteracién en el ritmo cardiaco (Mersereau et al., 2015), cambios en el perfil proteico
de embriones (Parolini et al., 2017, 2018) y bioacumulacion (Capaldo et al., 2012).

Con base en lo anterior y en los reportes de contaminacion con sustancias de origen
antropogénico en organismos de ecosistemas acuéticos (Bean et al., 2018; H.-Y. Kim et al., 2017;
Miller et al., 2019; Ondarza et al., 2019; Rojo et al., 2019), se planted el presente trabajo
de investigacion, que permite entender ain mas la interaccion de la COC con el pez cebra, que es
un modelo biol6gico bien conocido y utilizado ampliamente en investigaciones biomédicas
(Vargas-Vargas, 2017). En la presente investigacion se estudio la bioacumulacion de la COC y sus
metabolitos, en peces cebra expuestos a un ambiente con COC y se plante6 una metodologia de
extraccion de la COC y sus metabolitos en pez usando la dispersion de la matriz en fase solida
(MSPD). MSPD es una técnica rapida, sencilla y no requiere equipos especiales; el analisis
cuantitativo de extractos se llevé a cabo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

masas (LC/MS).
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Planteamiento del problema

Hoy en dia, las drogas ilicitas, entre otras muchas implicaciones, se consideran
contaminantes ambientales emergentes debido a su presencia ubicua (Bijlsma et al., 2016;
Campestrini & Jardim, 2017; Causanilles et al., 2017; Fantuzzi et al., 2018; Fernandez-Rubio
et al., 2019; Zuccato et al., 2005). Las drogas ilicitas representan un potencial riesgo para los
ecosistemas, porque pueden contener impurezas y adulterantes potencialmente toxicos para el
ambiente y sus habitantes. En el caso de la COC y sus metabolitos, se ha reportado su presenciay
persistencia en diferentes fuentes hidricas (Causanilles et al., 2017; Fantuzzi et al., 2018;
Fernandez-Rubio et al., 2019; Huerta-Fontela et al., 2008), entre ellas, aguas superficiales (1,2 y
25 ng/L de COC y BE, respectivamente) (Zuccato et al., 2005), residuales (1,1y 1,4 pug/L de COC
y BE, respectivamente) (Bijlsma et al., 2016) y potables (34 y 515 ng/L de COC y BE,
respectivamente) (Campestrini & Jardim, 2017).

La siembra de coca en Colombia ha ido creciendo en los ultimos afios, Ilegando a 204 mil
ha cultivadas en el 2021 (UNODC, 2022a), incentivado, principalmente, por el aumento de valor
del délar y del oro; también, el nimero de consumidores crecié (Insulza, 2014; OEA, 2019;
PARES, 2020). La produccion de la COC se ha intensificado en los ultimos afios, o que aumenta
el riesgo potencial para los ecosistemas acuaticos, ya que, durante la produccion del alcaloide se
utilizan sustancias nocivas como el permanganato de potasio, el acido sulfurico y el éter de
petréleo, entre otras, que se desechan directamente al ambiente y se encuentran en el producto
final a nivel de trazas (Cartier et al., 1997).

El trafico maritimo de clorhidrato de COC usando lanchas rapidas o semi sumergibles
se ha convertido en uno de los métodos de transporte méas utilizado por las organizaciones al

margen de la ley (Armada de Colombia, 2020; PARES, 2020), lo que representa un riesgo grande
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para los ecosistemas acuaticos, dado que, su naufragio intensional o no, expondria directamente a
los organismos acuaticos a la COC en concentraciones altas. Un semi sumergible puede transportar
hasta diez toneladas métricas de COC (Ramirez & Bunker, 2015). Por ultimo, su uso recreativo,
mayoritariamente, en las ciudades, también implica un riesgo para los sistemas acuaticos porque
entre un 10 %y 20 % de la cantidad de COC consumida no se metaboliza y se excreta directamente

a las aguas grises que terminan contaminando las fuentes hidricas (Goldstein et al., 2009).
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Justificacion

Estudios desarrollados con peces expuestos a la COC (Capaldo et al., 2012, 2018, 2019;
Gay et al., 2016; Mersereau et al., 2015; Parolini et al., 2017, 2018) han reportado dafios
musculares (exposicion a 20 ng/L de COC), cambios hormonales y morfoldgicos (exposicion
a 20 ng/L de COC), alteracion en el ritmo cardiaco (exposicion a 5 mg/L de COC), cambios en el
perfil proteico de embriones (exposicion entre 0,01-10 ug/L de COC), y bioacumulacién
(exposicion a 20 ng/L de COC). La investigacion sobre las interacciones de la COC con
organismos acudticos es un tema de interés cientifico actual, porque permite estudiar las
consecuencias de la presencia del alcaloide en los ecosistemas acuaticos. El pez cebra es
un modelo biolégico bien conocido, utilizado ampliamente en investigaciones biomeédicas
(Darland & Dowling, 2001), que ha demostrado efectos provocados por COC. Sin embargo, no se
han encontrado estudios asociados con la bioacumulacion de la COC o sus metabolitos en el pez
luego de la exposicién prolongada al alcaloide.

El presente trabajo de investigacién proporciona informacién sobre la bioacumulacion de
la COC o sus metabolitos en el pez cebra luego de su exposicion al alcaloide y permitira entender
este proceso. El trabajo plantea una metodologia de preparacion de muestras en el pez cebra,
usando la técnica de extraccion MSPD, que es rapida, sencilla y coherente con los postulados de
la quimica verde (porque reduce la cantidad de reactivos y solventes utilizados). El analisis de la
COC vy sus metabolitos en el pez cebra se llevé a cabo por cromatografia liquida de ultra-alta
eficiencia (UHPLC) con un sistema de deteccion de espectrometria de masas de alta resolucion

(Orbitrap).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Estudiar la bioacumulacion de cocaina en peces cebra expuestos a un ambiente
contaminado con el alcaloide, usando la extraccion MSPD y el analisis por LC/MS.
1.2 Obijetivos especificos

Implementar el método de extraccién MSPD para la cocaina y sus metabolitos en pez cebra,
estudiando las variables cantidad y tipo de soporte sélido, y el tipo y volumen de solvente
de elucion.

Implementar el método de andlisis instrumental LC/MS para la cocaina
y sus metabolitos extraidos del pez cebra teniendo en cuenta el voltaje del capilar.

Cuantificar la cocaina y sus metabolitos en peces cebras expuestos a un ambiente

contaminado con el alcaloide.
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2. Marco teodrico
2.1 Lasdrogas de uso ilicito como contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes son sustancias quimicas que aparecen en fuentes hidricas
y presentan un potencial riesgo para los ecosistemas (Mandaric et al., 2015). Se trata de sustancias
de origen antropogénico que se utilizan de forma habitual (e.g., f&rmacos) o de manera adictiva.
Se usa el término “droga de uso ilicito” para referirse a toda sustancia que esté legalmente
prohibida y cuyo uso no tenga fines médicos aprobados.

Cada pais ha elaborado sus normativas listas de sustancias que deben estar controladas,
principalmente, por sus efectos sobre la salud, como lo es el Control Sustances Act en los Estados
Unidos. Sin embargo, estas limitaciones o prohibiciones han permitido, principalmente, que las
sustancias de uso ilicito o sus derivados se comercialicen en el “mercado negro” con precios muy
altos en donde se producen, distribuyen y se consumen en ausencia total de supervision médica
o profesional (UNODC, 2018). Algunas sustancias de uso ilicito pueden obtenerse a partir de
sustancias licitas, de tal forma, que las fuentes de origen de las drogas controladas divergen
notoriamente. Un diagrama que presenta como las sustancias licitas (e.g., sustancias farmacéuticas
y plaguicidas) e ilicitas (e.g., drogas controladas) se distribuyen por todo el ambiente, se encuentra
en el trabajo realizado por DAUGHTON y RUHOY (Daughton & Ruhoy, 2008).

Las drogas controladas son contaminantes ambientales que se diferencian principalmente
de los farmacos por no contar con informacion precisa cuantitativa y de trazabilidad sobre
su origen, no tienen una identidad quimica conocida (esto es valido para las drogas “de disefio”),
contienen impurezas y adulterantes potencialmente toxicos para el ambiente. La informacion
toxicoldgica y farmacocinética de estas sustancias en organismos vivos (en especial, en ambientes

acuaticos) esta ausente en la mayoria de los casos, tampoco existen estrategias de su eliminacion
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del ambiente. Al ser la contaminacion con estas sustancias una fuente de exposicion que conduzca
a posibles problemas de la salud publica, la comunidad cientifica investiga, por ejemplo,
la presencia e incidencia de dichas sustancias en diferentes fuentes hidricas (Bean et al., 2018;
H.-Y. Kim et al., 2017; Miller et al., 2019; Ondarza et al., 2019; Rojo et al., 2019).

En la Tabla 1, se puede observar como la cocaina (COC) y sus metabolitos,
benzoilecgonina (BE) y ecgonina metil éster (EME) , se encuentran presentes y persisten en
diferentes fuentes hidricas (Causanilles et al., 2017; Fantuzzi et al., 2018; Fernandez-Rubio et al.,
2019; Huerta-Fontela et al., 2008) como aguas superficiales (1,2 y 25 ng/L de COC y BE,
respectivamente) (Zuccato et al., 2005), residuales (1,1y 1,4 ug/L de COC y BE, respectivamente)
(Bijlsma et al., 2016) y potables (34 y 515 ng/L de COC y BE, respectivamente) (Campestrini &
Jardim, 2017). Estas sustancias son contaminantes ubicuos en los ecosistemas acuéticos, en
Colombia provienen de la actividad ilicita, acompafiada por su transporte y disposicién directa en
el mar (PARES, 2020) y su uso recreativo en las ciudades, por encontrarlas en aguas residuales
(Bijlsma et al., 2016).

Tabla 1.

Deteccion de algunas drogas de uso ilicito encontradas en diferentes matrices.

Sustancia Residual Su@g:rjf?cial Potable Biosolido Aire Dinero Tejido animal
Analgésicos
6-AM XV XV X
Codeina VA4 Vv XXV X
Morfina VY v X X v
Heroina XXV X X v vV
Metadona VNG v vV X
Estimulantes
Metanfetamina VA v XXV v XV v

MDMA vV v v XV
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Continuacién Tabla 1

Agua
Residual Superficial Potable

Sustancia Biosdlido Aire Dinero Tejido animal

Estimulantes

Cocaina vV v XV VAVERRVAVAVS v
Benzoilecgonina VY v v v v

Ecgonina metil éster x vV

Alucinbgenos

LSD XXV X X X
Ketamina XXV X X

Canabinoides

CBN v xV
CBD Xxv o xv
THC vV v X v xV

"X": su incidencia es baja, a mayor nimero de "x" hay mas informacion al respecto.
"V": su incidencia es alta, a mayor niumero de "v" hay méas informacion al respecto.

Nota. Adaptado de (Whitacre, 2011).

2.1.1 Clorhidrato de cocaina

Las drogas controladas contienen cantidades apreciables de impurezas y contaminantes,
potencialmente toxicos para el ambiente. Algunas de estas sustancias son afiadidas
intencionalmente y pueden llegar a cantidades verdaderamente altas, e.g., la COC distribuida en
la calle puede contener mas de un 50 % de impurezas (Siegel, 2015). Estas sustancias pueden ser
clasificadas como adulterantes, diluyentes, productos de sintesis (precursores, productos
intermedios), impurezas naturales (e.g., otros alcaloides, diferentes a COC, presentes en la hoja de
coca) y productos de degradacion (e.g., productos de oxidacion durante el almacenamiento).
Para el “basuco” (basura sucia de cocaina) o COC de calle, se pueden encontrar adulterantes como
la procaina y la lidocaina, analgésicos utilizados en odontologia, y otras sustancias, que tienen
como finalidad intensificar los efectos de la droga; diluyentes como la creatina, que es un

suplemento dietético, entre otras sustancias, que se afiaden para aumentar el peso de droga
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que se distribuye para incrementar asi las ganancias. Estas sustancias se Ilaman agentes de corte
0 cutting agents; también, se encuentran impurezas como el &cido benzoico, producto de
descomposicion de COC. Otras sustancias encontradas en el basuco incautado se presentan en la
Tabla 2.
Tabla 2.

Sustancias encontradas en muestras de basuco incautadas.

. o , Clasificacion
Sustancia Descripcion Uso comun -
Adulterante Diluyente Impureza
Aspirina Antiinflamatorio Alivia el dolor v
Acido borico Antiséptico local Medicacion contra el acné v
Cafeina Estimulante Ingrediente alimenticio v
Diazepam Sedante Medicacion para, v
trastornos de suefio
Sacarosa Azlcar Ingrediente alimenticio v
Almidon Carbohidrato  Ingrediente alimenticio v
Acetaminofén  Antiinflamatorio Alivia el dolor v
Truxilinas Alcaloides v
Ecgonina metil  Metabolito de la Y
éster cocaina
Benzoilecgonina Metabolito de la v

cocaina
Nota. Adaptado de (Siegel, 2015).

El clorhidrato de cocaina es la sal de COC, se encuentra tipicamente como un polvo
cristalino de color blanco y soluble en agua (1 g/0,4 mL H20) (UNODC, 2012). Es un producto
semi-sintético obtenido después de la extraccion de COC de las hojas de coca y se trafica en el
mundo como clorhidrato con pureza del 80 % al 98 % (UNODC, 2012). Algunas otras sustancias,
reactivos o disolventes, que se usan en la produccién de COC durante su analisis pueden ser

detectados, entre ellos, figuran: norcocaina, clorhidrato de benzoilo, permanganato de potasio,
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acido sulfurico y éter de petroleo. Por ejemplo, CARTIER y col. (Cartier et al., 1997) describieron
la deteccion de solventes residuales en muestras de COC y heroina.
2.2 Modelo de pez cebra (Danio rerio)

El pez cebra (Danio rerio) o zebrafish (en inglés), es un pez pequefio de agua dulce, de
la familia Cyprinidae, originario de la India y distribuido por todo el mundo con fines comerciales
o0 de investigacion (Vargas-Vargas, 2017). Crece rapidamente (en tres meses aproximadamente),
su precio en el mercado local es relativamente bajo (comercialmente, $3000 COP c/u), al igual que
su mantenimiento (S. Kim et al., 2009). Es un pez “sociable”, por lo cual, se recomienda
mantenerlo en grupos de 6-15 ejemplares por litro (Castranova et al., 2011). Los parametros
fisicoquimicos del agua para su buen mantenimiento son los siguientes: pH 6,8-7,5; temperatura
26-28,5 °C; dureza del agua 50-100 mg/L CaCOg; concentracion de oxigeno disuelto >6 mg/L;
alcalinidad 50-150 mg/L CaCOs Yy concentracion de nitritos (0,1 mg/L) y nitratos (50 mg/L), entre
otros (Avdesh et al, 2012). Su mantenimiento es minimo y no requiere personal
técnico/especializado para su manipulacion. Por estas razones, el pez cebra se ha convertido en un
modelo de gran utilidad en investigaciones biomédicas por todo el mundo (Allende et al., 2011;
Briggs, 2002; Hill et al., 2005; Lieschke & Currie, 2007; Paw, 2003).

Hoy en dia, el pez cebra es un organismo ampliamente utilizado en investigaciones sobre
el desarrollo y genética de vertebrados, porque responde a estimulos asociados, entre muchos
otros, a las drogas como COC (Darland & Dowling, 2001). El pez cebra se ha convertido en un
modelo importante en investigaciones biologicas sobre los mecanismos de adiccion a las drogas.
Estudios desarrollados por LOPEZ-PATINO y col. (Lépez Patifio, Yu, Cabral, et al., 2008; L6opez
Patifio, Yu, Yamamoto, et al., 2008) demostraron como el pez cebra sufre sintomas de abstinencia

a la COC, como la ansiedad, hiperactividad y movimientos erraticos (con dosis entre 5 ug/L y 50
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mg/L de clorhidrato de COC); responde al tratamiento con benzodiacepina; para la disminucion
de estos efectos negativos, ademas, que exhibe un dimorfismo sexual en la respuesta hacia la COC
(dosis 0,5 mg/L de clorhidrato de COC). Se realizaron estudios sobre los efectos de COC en
embriones de pez cebra (Barreto-Valer et al., 2012, 2013; Lopez-Bellido et al., 2013; Parolini
et al.,, 2017, 2018), que mostraron variaciones en sus neuro-receptores (dosis 0,5 mg/L
de clorhidrato de COC), su citotoxicidad (dosis 0,01-10 pg/L de COC) y la alteracion en el perfil
proteico (dosis 0,3-1 pg/L de COC), entre otros efectos.

2.3 Técnicas de extraccién y de analisis instrumental

2.3.1 Dispersion de la matriz en fase solida

La preparacion de la muestra es uno de los pasos mas importantes en la cadena analitica,
llega a ocupar a veces mas de un 80 % del tiempo total del andlisis. La reproducibilidad,
la sensibilidad, la selectividad y la confiabilidad del experimento dependen del éxito en la
preparacion de la muestra (Stashenko & Martinez, 2011).

La complejidad de la mayoria de las muestras bioldgicas hace necesario una preparacion
de muestras exhaustiva, con limpieza (clean-up), para garantizar la separacién y deteccion sensible
y confiable de los analitos target. La mayoria de los procedimientos de preparacion de muestras
utilizan varios pasos, pueden ser largos, consumen recursos, pueden ocurrir pérdidas de analitos,
y tal vez, contaminacion cruzada. En comparacion con otras técnicas de extraccion para muestras
semisolidas y solidas, entre ellas, la extraccion con fluido supercritico (SFE), la extraccién asistida
con radiacion de microondas (MAE) y la extraccion con ultrasonido, la técnica de extraccion por
dispersion de la matriz en fase solida (MSPD) se lleva a cabo en condiciones ambientales y no

requiere ningun tipo de instrumental especial, costoso o sofisticado (Pawliszyn, 2012).
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La técnica MSPD fue introducida en 1986 por BARKER (Barker et al., 1986), para la
extraccion de analitos de matrices semisdlidas y sélidas. La muestra se mezcla y dispersa con un
soporte sélido, posteriormente, la mezcla homogeneizada se empaca en una pequefia columna,
de la cual los analitos se eluyen luego con un solvente apropiado. La dispersion de la matriz en la
superficie del sorbente incrementa el area superficial de la muestra expuesta al solvente, sin perder
eficiencia de extraccion (Barker et al., 1990). En la Figura 1, se encuentra la representacion
general del proceso.

Figura 1.

Representacion general de la técnica MSPD.

Muestra
Mgeneizado
- 3 / >

/ mezclado compresion
con émbolo
Soporte sdlido Fase MSPD
+ gotas de solvente
Tapon

Extracto MSPD ——bH

Nota. Adaptado de (Pawliszyn, 2012).
Los siguientes son algunos soportes soélidos, a saber: el gel de silice modificada con grupos

octadecilo (Cis), silices no derivatizadas (e.g., gel de silice, arena), fibras de grafito, Florisil®
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y alimina. El proceso de dispersion de la muestra es manual, siendo esto, probablemente, una
de las principales limitaciones de la técnica. La cantidad de soporte sdlido depende de la cantidad
de la muestra y la duracion del mezclado depende de su rigidez.

Existen dos protocolos de elucion para utilizar: (1) la elucion de las interferencias (paso de
lavado o clean-up) y posterior elucion de los analitos; y (2) la elucion directa de los analitos, de
tal forma, que las interferencias sean selectivamente retenidas. Cuando se requiera una limpieza
extra, se puede acoplar directamente la columna MSPD a un cartucho SPE, e.g., ubicar el
adsorbente soélido SPE en la parte inferior de la columna MSPD para remover interferencias
(Ramos et al., 2004).

La técnica MSPD ha sido ampliamente utilizada para el andlisis de sustancias exdgenas
(e.g., drogas, plaguicidas y otros contaminantes traza) y enddgenas (e.g., componentes de bacterias
0 células) en matrices solidas, semisolidas y viscosas (Barker et al., 1989). Esta metodologia
es rapida, sencilla y no requiere equipo especial, ademas, se reduce la cantidad de muestra
y de reactivos para utilizar, es una alternativa buena que concuerda con los lineamientos de la
quimica verde.

2.3.2 Cromatografia gaseosa y liquida de alta eficiencia

A inicios del siglo XX, Mikhail TSWETT separ6 pigmentos naturales por la elucion
de un extracto de plantas en una columna rellena con un absorbente, el denominé este proceso
cromatografia (Zechmeister, 1946). Hoy en dia, se define a la cromatografia como un proceso de
separacion de sustancias mediante su interaccidn con dos fases, la fase mévil y la fase estacionaria,
generalmente, en una columna cromatogréafica, aunque hay también cromatografia de capa delgada
(TLC) y en papel. Una forma de entender el proceso de separacion en cromatografia es imaginarlo

como una serie continua y dindmica de distribuciones del soluto entre la fase movil y la fase
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estacionaria, representadas por las constantes de distribucion de cada analito (soluto) (Jennings
etal., 1997).

Debido que la retencion de un analito en la columna se ve influenciada esencialmente por
su afinidad tanto por la fase movil como la fase estacionaria, la salida del analito de la columna
dependerd de la rapidez con la cual se establezca su equilibrio dindmico entre las dos fases
(Giddings & Eyring, 1955). Los cromatogramas como gréficas suelen reportarse en funcion del
tiempo, ya que, permiten evidenciar la separacion que sufren los analitos en la columna a través
de sus picos, caracterizados por las alturas/areas y sus posiciones en la escala de tiempo (tiempo
de retencién, tr).

Los conceptos generales de cromatografia incluyen: tiempos de retencion (tr), resolucion
(Rs), factor de retencion (k), ancho del pico cromatogréfico (W), constante de distribucion (Kp) y
la relacion volumétrica de fases (B) (Jennings et al., 1997). La temperatura de la columna en
cromatografia gaseosa (GC) es un pardmetro muy importante para tener en cuenta
experimentalmente porque tiene un efecto sobre la variacion del factor de retencion. En la
cromatografia liquida (LC), la separacion se lleva a cabo a temperatura ambiente y la retencion de
los analitos y la selectividad estan controladas, principalmente, por el cambio la polaridad de la
fase movil (Martin & Synge, 1941). En GC, la retencién y selectividad estan principalmente
controladas por la temperatura, la naturaleza quimica y polaridad de la fase estacionaria (Knox,
1978).

Cromatografia liquida de alta eficiencia
La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es una técnica que se desarrollo

a finales de los afios 60. Un ejemplo de esto fue el trabajo de LIPSKY (Preiss & Lipsky, 1967).

El flujo y el cambio de la composicion quimica de la fase movil permiten romper el equilibrio de
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distribucion entre las dos fases, para que los analitos, que ingresan simultaneamente, puedan ser
separados, segun sus constantes de distribucién. En fase reversa, los analitos muy polares van a
interaccionar muy debilmente con la fase estacionaria, eluirdn primero de la columna; por el
contrario, los analitos que tengan menor polaridad y mayor interaccion con la fase estacionaria,
tendran tiempos de retencion mas largos.

HPLC es una técnica que permite separar sustancias no volatilizables; por esta técnica
pueden se analizan mezclas de sustancias con alta polaridad, peso molecular alto que no son
estables térmicamente y pueden formar iones en solucion. La principal diferencia de HPLC con
GC se encuentra en el uso de un liquido como eluyente en lugar de un gas. Esto implica dos cosas:
(1) los liquidos pueden ser entre 20-100 veces mas viscosos que un gas, por lo cual, se requiere
aumentar la presion de entrada de la fase movil; (2) la velocidad de difusién de un liquido puede
ser entre 3000-30000 veces mas lenta que la de un gas, de modo que las columnas en los sistemas
HPLC pueden ser entre 50-200 veces mas cortas que las columnas GC (Knox, 1978). Una mejora
en la separacion de analitos por LC, se logra con cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia
(UHPLC), la cual requiere menor cantidad de solventes, pero presiones de la fase mévil mas altas
(41-100 MPa) en comparacion con HPLC convencional (13-34 MPa) (Batool & Menaa, 2020; de
la Guardia & Armenta, 2011).

El analisis cromatogréfico de drogas de uso ilicito, como COC y sus metabolitos, presenta
una serie de retos, debido a la volatilidad baja de algunos analitos de interés (e.g., BE y EME)
y a la presencia de contaminantes e interferencias. La cromatografia es una técnica versatil para el
analisis de mezclas complejas y se puede combinar con técnicas de preparacion de muestras, como
la derivatizacion de los analitos; permite también el acoplamiento con la espectrometria de masas

(GCIMS, LC/MS).
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GC ha sido el método tradicional para el anélisis de drogas de uso ilicito y sus metabolitos
en muestras bioldgicas, e.g., muestras de orina (Von Minden & D’Amato, 1977; Wallace et al.,
1976), utilizando detectores de ionizacién en llama (FID). Para la deteccion especifica e
identificacion confirmatoria, sin embargo, se han utilizado detectores selectivos de espectrometria
de masas (MS), en modo monitoreo de iones seleccionados (SIM) (Lachenmeier et al., 2003;
Stashenko, 2012). Los analitos que pueden ser analizados por la técnica GC/MS deben ser estables
a temperaturas relativamente altas (250 - 300 °C), volatilizables, no experimentar ninguna
modificacion quimica, y, por lo general, su peso molecular debe ser inferior a 500-550 Da. Menos
del 10 % de las moléculas existentes cumplen estas condiciones (Stashenko & Martinez, 2011).
La técnica HPLC ha ido “ganando” el campo para el monitoreo y deteccion de drogas y sus
metabolitos. Hoy en dia, se encuentra mucha literatura cientifica sobre el analisis y monitoreo de
COC vy sus metabolitos en simultaneo, usando HPLC-DAD (Brunetto et al., 2005) o LC/MS
(Andrés-Costa et al., 2016; Castiglioni et al., 2006, 2008; Gheorghe et al., 2008; Helou et al.,
2018; Langman et al., 2009; Miller et al., 2019; Ondarza et al., 2019; van Nuijs et al., 2009), en
diferentes matrices. Desde finales de los afios 80, el desarrollo de LC/MS se ha enfocado mucho
en su aplicacion en bioquimica, porque puede analizar moléculas altamente polares (e.g, bases
organicas como aminas, péptidos, proteinas y alcaloides), incluyendo especies idnicas.

2.3.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica para el analisis estructural de compuestos
quimicos. Su desarrollo inicial esta vinculado con los trabajos de Sir J.J THOMSON, considerado
el padre de la espectrometria de masas. Las aplicaciones de esta técnica son amplias, van desde
la quimica ambiental, sintesis organica, analisis de productos naturales hasta control de procesos,

petroquimica y quimica forense, entre otros. Aunque la técnica ha demostrado gran madurez,
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se encuentra en constante desarrollo e innovacion, principalmente, en el area del acoplamiento con
otras técnicas analiticas como la cromatografia y electroforesis capilar para el andlisis de
biomoléculas.

El evento central de la espectrometria de masas es la ionizacion del analito, acompafiado
frecuentemente de su fragmentacion. La ionizacion puede ocurrir en fase gaseosa, e.g., ionizacion
con electrones, ionizacion quimica o ionizacion por campo (El, Cl y FI, respectivamente), o en
fase condensada, e.g., ionizacion por electronebulizacion (ESI), ionizacion por bombardeo
con atomos acelerados (FAB) o ionizacion/desorcion mediante l&ser asistida por la matriz
(MALDI). A partir de un espectro de masas, se puede obtener la siguiente informacién: (1) la masa
molecular; (2) los grupos funcionales presentes; (3) la composicion elemental, i.e. formula exacta
(si se dispone de un equipo de alta resolucion) y (4) hasta la estereoquimica de una molécula
(Stashenko, 2009).

El método de ionizacion en la espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases
(GC/MS) mas utilizado para moléculas organicas termoestables y volatilizables es la ionizacién
con electrones. Un electron acelerado transfiere energia a una molécula en fase gaseosa
(10°-10® Torr), lo que conduce a la pérdida de un electron de la molécula y la formacion de un
ion molecular (M™), que es un catién-radical. La energia de electrones estandar para este método
es 70 eV, ya que, proporciona la eficiencia de ionizacion y su reproducibilidad mas altas.
La eficiencia de ionizacion por electrones no es muy alta: una molécula se ioniza entre 10*-10°
moléculas, segun la naturaleza quimica de la sustancia. A pesar de esto, este modo de ionizacion
es muy sensible, sobre todo, cuando se usa el metodo de adquisicion de corrientes idnicas SIM
(Stashenko & Martinez, 2009). Las moléculas que se pueden analizar por GC/MS deben ser

necesariamente compatibles con la técnica de cromatografia de gases, es decir, ser termoestables,



ANALISIS POR LC/MS DE COCAINA EN PECES CEBRA (Danio rerio) 37

volatilizables y de peso molecular relativamente bajo (< 500 Da). EI método de ionizacion por
electrones es clasificado como “fuerte”, ya que, la energia transferida supera con creces la energia
potencial de ionizacion de cualquier molécula organica (6-13 eV), lo cual, favorece los procesos
de fragmentacién del ion molecular y obtencion de informacion estructural (Stashenko, 2009).

El método de ionizacién mas comun, que se utiliza en el acoplamiento con cromatografia
liquida (LC/MS), es ionizacion por electronebulizacion. La electronebulizacion o electrospray
fue introducida por FENN vy col. (Yamashita & Fenn, 1984), e independientemente, por
ALEKSANDROV y col. (Aleksandrov et al., 1984, 1985). ESI es un método que permite transferir
los iones presentes en solucion hacia la fase gaseosa. Un esquema general de ESI se presenta en la
Figura 2. En la interfaz ESI se aplica un campo eléctrico alto (Ec ~10° V/m) a la punta de un
capilar que logra crear un cono (denominado cono de Taylor (Taylor, 1964)), y luego, un aerosol
de analito y solvente cuyas gotas estan cargadas superficialmente. Una vez generadas, las gotas
disminuyen su tamafio por un proceso de desolvatacion o fision, lo que provoca su ruptura
secuencial hasta obtener los analitos ionizados, casi totalmente desolvatados. La fision se da
gracias a la repulsion de cargas en la superficie de la gota, la cual al igualar y superar la tension
superficial del solvente (limite de Rayleigh), logra estallar la gota (explosion de Coulomb) en gotas
mucho mas pequefias (Cole, 1997).

ESI es un método de ionizacion que se lleva a cabo a presion atmosférica. La eliminacion
del solvente se da por su evaporacion por transferencia gradual de energia térmica, lo que
disminuye la energia transferida a los iones moleculares y evita su fragmentacion; por tanto, ESI
se clasifica como una técnica de ionizacidn “suave”.

Para el estudio de la fragmentacion de moléculas protonadas o deprotonadas se requiere

aplicar energia adicional que permita fragmentar/disociarlos. Frecuentemente se utiliza la
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configuracién tandem en el espacio (MS/MS), donde en un espacio entre analizadores se ubica la
camara (celda) de colisiones, en donde se da la energizacion y fragmentacion de las moléculas
protonadas/deprotonadas y posteriormente, la deteccion de sus iones-producto. EI mecanismo
de energizacion es tipicamente colision con un gas inerte (N2, He 0 Ar).

Figura 2.

Esquema general de los principales procesos que ocurren en la interfaz de ionizacion

por electrospray (ESI).
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En general en LC/MS, pueden ser analizables aquellas moléculas que ya sean iones o que
sean facilmente ionizables por protonacion ([M+nH]"™), deprotonacion ([M-nH]™), adicién de un

cation (e.g, [M+nNa]™) o anién (e.g, [M+nHCOO]™). En consecuencia, para el analisis por
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LC/ESI-MS es necesario conocer: (1) el pH de la fase movil; (2) la concentracién de modificadores
volatiles; (3) el flujo de salida; (4) el voltaje aplicado al capilar (Vspray); (5) la estructura del
analito y su pKa; (6) la presencia de impurezas y (7) la composicion de la fase movil (Gross, 2017).
La eficiencia de ionizacién por ESI depende tanto de los analitos como de los pardmetros
instrumentales, e.g., Vspray de electronebulizacion: una molécula se ioniza entre 1-10° moléculas
solubles.

La deteccidn de los iones que ingresan al espectrometro de masas no es trivial, dado que,
se requiere diferenciar, por su relacion m/z, las moléculas del analito de las moléculas que eluyen
simultdneamente del sistema cromatografico. La IUPAC (Gold, 2019), define la resolucion en
espectrometria de masas como la capacidad para distinguir dos picos adyacentes que difieren muy
poco (Am) entre sus anchos a la altura media (FWHM). Esta definicion no ha quedado fuera de
debate cientifico, por ejemplo, Murray (Murray, 2022) resume como la definicion de resolucion
en espectrometria de masas ha cambiado desde sus origenes.

Al comparar analizadores de masas, generalmente, se utiliza el poder de resolucién
(resolving power) (m/Am) para medir cuantitativamente su capacidad de separar y detectar iones;
siendo clasificados como analizadores de alta resolucion aquellos cuyo poder de resolucion es
mayor de 10* (Xian et al., 2012). Los analizadores con bajo poder de resolucion son: deflexion
magnética (B), cuadrupolo (Q), trampa de iones (IT), tiempo de vuelo (ToF) sin reflectrén o sus
configuraciones tandem (QqQ, Q-IT, Q-ToF). Los analizadores con alto poder de resolucion son:
doble enfoque con campos electrostatico (E) y magnético (B), ToF con reflectron, resonancia ion-
ciclotron con transformada de Fourier (FT-ICR) y Orbitrap. Analiticamente el alto poder de
resolucion, o alta resolucion, es importante porque permite distinguir la contribucion de “masa”

de la energia nuclear de cada isotopo, denominado defecto de masa; y determinar asi la
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composicion elemental del ion (Crutchfield & Clarke, 2017; Sleno, 2012). Para diferenciar la
composicion elemental entre dos sefiales m/z 700 con Cs y SHa (Am = 3.4x10°%), respectivamente,
se requiere un poder de resolucion mayor de 200 000. Otro parametro instrumental utilizado para
comparar entre analizadores de masas es la exactitud de masas (Appm). La exactitud de masas se

calcula con la Ecuacién I:

masa exacta calculada — masa exacta experimental
X

Appm = 10° )

masa exacta calculada

La respuesta del detector (sefial instrumental) esta basada en la medicion de una propiedad
fisica del sistema, e.g., corriente idnica, la cual debe ser proporcional a la cantidad de analito que
ingresa al detector. El detector de masas puede funcionar como detector universal (modo full scan),
selectivo o especifico (modo SIM) (Stashenko & Martinez, 2009). En este trabajo de investigacion
se utilizd la configuracion tandem Q-Orbitrap, para el analisis y la deteccién de los iones de los

analitos. El diagrama del espectrometro de masas utilizado se presenta en la Figura 3.
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Figura 3.

Diagrama del espectrémetro de masas Q Exactive plus (ThermoScientific).
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El analizador de masas Orbitrap fue presentado por MAKAROV (Makarov, 2000),

aplicando conocimientos sobre Optica de iones con analizadores cuadrupolares y FT-ICR.

En el espectrometro de masas Q exactive plus, los iones son transferidos desde la entrada del

espectrémetro de masas hacia el cuadrupolo, por un conjunto de lentes colimadores y aceleradores.

El cuadrupolo filtra los iones (modo SIM) segun su relacion m/z, variando la radio frecuencia de

transmision, y los transfiere a la trampa de iones (C-Trap); desde C-Trap pueden enviarse los iones

a la camara de colisiones (HCD) para su fragmentacion o ser transferidos directamente al Orbitrap.

Los iones moleculares y los iones-producto ingresan tangencialmente al Orbitrap desde C-Trap

donde quedan atrapados orbitalmente por el campo eléctrico generado entre dos electrodos; los

iones orbitan alrededor del electrodo interno con forma de huso. El analizador Orbitrap mide la
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corriente inducida por el movimiento armonico oscilatorio de los iones en el eje axial al electrodo
interno (eje Z). La frecuencia (w) de estas oscilaciones depende Unicamente de la relaciéon m/z y
de la curvatura del campo eléctrico (ke) (Hardman & Makarov, 2003; Makarov, 2000). Esto se

expresa en la Ecuacion II:

e

w = (—) kg (ID

m/z

El analizador Orbitrap tiene hasta 600 000 de poder de resolucion, alta exactitud
(Appm, 2-5) y permite medir relaciones m/z hasta 6000, por lo cual, su uso se ha centrado para
protedémica y toxicologia, entre otros (Hu et al., 2005; Scigelova & Makarov, 2006).

Actualmente, el uso de la espectrometria de masas acoplada a técnicas cromatograficas
para el analisis de drogas ilicitas ha ido creciendo, lo que se evidencia con aplicaciones y desarrollo
de metodologias, solo por mencionar algunos articulos recientes (Fernandez-Rubio et al., 2019;
Fontes et al., 2019; Helou et al., 2018; Ondarza et al., 2019). La espectrometria de masas afiade
una tercera dimension a la informacion obtenida en el analisis, es decir, el espectro de masas de
cada componente, la “huella digital” del compuesto, que permite identificarlo inequivocamente,
mas aun, cuando se compara con la sustancia certificada. La sensibilidad del analisis aumenta al
utilizar el modo SIM y mediante la extraccion de la corriente idnica (EIC) (Gross, 2017).
El uso de analizadores de alta resolucion para el anélisis forense es cada vez més recurrente (Filho
et al., 2019; Ojanperé et al., 2012). En el caso de la COC, su espectro de masas y rutas de
fragmentacion, ya se han estudiado previamente (Smith & Casale, 2010).

2.4 Metabolismo de la cocaina
Desde su aislamiento en 1855 por parte del quimico Friedrich GAEDECKE,

y posteriormente, por el estudiante de doctorado del profesor Friedrich WOHLER, Albert
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NIEMANN (Ashley, 1976; Niemann, 1860), la COC ha sido una sustancia bastante estudiada en
lo que respecta a su interaccion con organismos vivos. Inicialmente, su estudio estaba inspirado
por las leyendas asociadas con los efectos estimulantes de la hoja de coca. Pero, luego de los
trabajos de Karl KOLLER y William HALSTED, quienes demostraron independientemente el uso
de COC como anestésico local en cirugias oculares y de garganta, asi como en odontologia (Ruiz
Franco, 2011), los estudios sobre COC se enfocaron en su aplicacion farmacéutica, aunque,
posteriormente, se descubrio su habilidad para generar dependencia.

La COC es un estimulante psicomotor que inhibe la reabsorcion de neurotransmisores
como la dopamina, lo que prolonga y aumenta sus efectos; produce euforia, agitacion
y alucinaciones, en dosis grandes (Bell, 2013; Sofuoglu et al., 2001). Su dosis letal (LD) es de un
gramo por inyeccion intravenosa Unica (Muriel P. et al., 2008). Su consumo crénico puede generar
paranoia, aislamiento social y, en algunos casos, anorexia (Novak et al., 1984). Se ha comprobado
que la COC en humanos acelera el ritmo cardiaco, eleva los niveles de cortisol y aumenta la presion
arterial (Baumann et al., 1995; Foltin, 1995), genera dafios dermatolégicos, dafios en lo rifiones,
en las pupilas y en el sistema cardiovascular (Brewer et al., 2008; Nzerue et al., 2000; Portugal-
Cohen et al., 2010) y puede bioacumularse (Levisky et al., 2000; Magalhaes et al., 2013; Poklis
etal., 1987).

Cuando se requiere entender o estudiar la toxicologia de alguna sustancia en un organismo
Vivo, se deben tener en cuenta inicialmente cuatro etapas: (1) la adsorcion, hace referencia a la via
de exposicion de la sustancia; (2) la distribucion, responde a como se dispone, fija 0 bioacumula
dicha sustancia en los tejidos o fluidos fisiologicos; (3) su metabolizacion, que describe
como la sustancia se transforma en nuevas sustancias, generalmente, esta transformacion

va dirigida hacia la obtencién de productos mas polares; y (4) su eliminacion cuando se desechan
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estos productos de transformacién (metabolitos), y, a veces, la sustancia original se excreta
sin modificacion. Otro aspecto para tener en cuenta es la dosis a la cual se expone el organismo,
ya que, esta puede determinar qué tan letal o toxica es una droga, como lo expreso PARACELSUS
(Adatsi, 2014).

La farmacocinética de COC depende de multiples factores como su forma fisicoquimica
de consumo, la ruta de administracién, la genética del individuo y la mezcla con otras sustancias,
por ejemplo, el alcohol. Su tiempo de vida media en el organismo humano es de aproximadamente
de 0.7-1.5 h, aunque la mayoria de la dosis se elimina en minutos. Su absorcién y metabolismo
se da rapidamente, y el pico de sus efectos varia dependiendo de la ruta de administracién (Maurer
et al., 2006). Hasta el 10 % de la dosis original de COC puede ser excretada sin modificacion en
la orina (Koob et al., 2014).Se distribuye en el organismo y puede bioacumularse, por varios dias.
WEISS y GAWIN (Weiss & Gawin, 1988) reportaron que un consumidor cronico puede dar
positivo a un test de COC luego de 22 dias de no consumirla.

La metabolizacion de COC se da a través de varios caminos enzimaticos, principalmente
en el higado y en el plasma sanguineo, algunos de los cuales son: (1) hidrdlisis de COC a BE
por accion de la butirilcolinesterasa; (2) N-demetilacion de COC por el citocromo P450
y formacién de norcocaina, siendo ésta una de las responsables de su hepatotoxicidad;
y (3) reaccién con la carboxilcolinesterasa para producir EME (Misra et al., 1975; Fish & Wilson,
1969; Mulé & Misra, 1977; Montesinos, 1965; Zhan et al., 2003; Cone et al., 1998; Chasin &
Midio, 1997). La eliminacion de la COC y sus metabolitos se da principalmente por la orina, siendo
BE y la EME, los metabolitos principales de eliminacion (Goldstein et al., 2009). Hoy en dia, se
dispone de suficiente literatura acerca de los mecanismos de accion (Nestler, 2004; Zhan, 2006)

y sobre la dependencia generada por COC (Hutchings & Widdop, 2013; Marraffa, 2014; Rai &
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Tewari, 2018; Siegrist & Wiegand, 2014). Multiples experimentos de exposicion a la COC se han
desarrollado con animales, como perros (Misra et al., 1976), ratones (Brazeau et al., 1995;
Budziszewska et al., 2009; Nayak et al., 1976; Schmidt et al., 1995) e incluso abejas (Savik et al.,
2013), para estudiar sus efectos y consecuencias. Un esquema de las rutas metabdlicas de la COC
en el ser humano se presenta en la Figura 4.

Figura 4.

Rutas metabolicas de la cocaina en humanos.
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Nota. Adaptado de (Mulé, 1976).
El presente trabajo de investigacion esta enfocado en el analisis de la COC, el cual es, un

contaminante potencialmente toxico para ecosistemas acuaticos que se deposita en el medio
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durante su produccidn, transporte y eliminacién (UNODC, 2011). Debido a esto, el estudio de su
interaccion con especimenes vivos es de gran interés académico e importancia ambiental y social.
Para estudiar dicha interaccion, se escogio el pez cebra por su rapido crecimiento y bajo costo de
adquisicion y mantenimiento (S. Kim et al., 2009), ademas, porque responde a la COC (Darland
& Dowling, 2001). Algunos experimentos con peces cebra'y COC, han reportado la aceleracion
del ritmo cardiaco, citotoxicidad, entre otros efectos, pero no su bioacumulacion luego de
exposicion cronica (Barreto-Valer et al., 2012, 2013; Kirla et al., 2016; Lopez Patifio, Yu, Cabral,
et al., 2008; Lopez Patifio, Yu, Yamamoto, et al., 2008; Lopez-Bellido et al., 2013; Mersereau
et al., 2015; Parolini et al., 2017, 2018). El uso de una técnica de preparacion de muestras rapida,
sencilla, robusta y que no requiere equipo especial, como MSPD, y aplicacion de técnicas
analiticas tandem, como LC/MS, para la separacién, deteccion e identificacion especifica de la
COC vy sus metabolitos en el pez, son elementos indispensables para la obtencion de resultados
confiables y reproducibles.

Gracias a la informacion disponible y a experiencia de trabajo con MSPD, para el analisis
de alcaloides y algunos metabolitos secundarios (Agudelo et al., 2018; Prada et al., 2020b), asi
como las herramientas LC/MS disponibles en CROM-MASS-UIS, para el anélisis de sustancias
ilicitas, dichas técnicas se usaron en el presente trabajo de investigacion. Se aproveché la
espectrometria de masas de alta resolucién, para confirmar la presencia de la COC y su metabolito
principal en el pez e identificarlos a través de sus formulas elementales (masas exactas), relaciones
isotopicas, patrones de fragmentacion de las moléculas ionizadas, y comparacion con el material

de referencia.
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3. Parte experimental
3.1 Materiales, reactivos y equipos de laboratorio.
3.1.1 Materiales.

Los tubos Eppendorf™ vy tubos Falcon™ de polipropileno de alta densidad (libres
de ADN) y los filtros Millex-GV® de fluoruro de polivinilideno (PVDF) con tamafio de particula
de 0.22 um se obtuvieron de ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). Las jeringas
hipodérmicas estériles se obtuvieron de NIPRO (Bogota, Colombia). Los morteros y pistilos
de porcelana se obtuvieron de un proveedor local.

3.1.2 Reactivos.

La cocaina (= 99 %), la benzoilecgonina (= 99 %) y el cloruro de ecgonina metil éster
(> 98 %) se obtuvieron de Lipomed (Arlesheim, Suiza). El gel de silice (referencia Silicagel 60G),
la alimina (referencia 6xido de aluminio 90 neutral), el metanol (CH30OH) grado LC/MS,
el isopropanol (2-propanol) grado LC, el &cido formico (FA) Suprapur® y el diclorometano
SupraSolv® se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El formiato de amonio (AF) (> 99 %)
se obtuvo de Alfa Aesar (Tewksbury, MA, EE. UU.). El gel de silice modificado con grupos
octadecilo (silice-C1s) fue Selectra-Sorb® Endcapped (Bristol, PA, EE. UU.). El agua tipo | con
18 MQcm de resistividad se obtuvo usando un sistema de purificacion Synergy® UV de Millipore
(Molsheim, Francia). El gas nitrdgeno (> 99 %) se obtuvo de un generador NM32LA de Peak
Scientific (Escocia, Reino Unido).

3.1.3 Condiciones instrumentales LC/MS

La separacion cromatografica fue realizada con un sistema UHPLC Vanquish™ Flex

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), equipado con una columna Zorbax Eclipse

XDB-C18 (50 mm, L x 2,1 mm, I.D. x 1,8 um, tamafio de particula). El flujo de la fase movil,
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que contenia agua (0.1 % FA + 5 mM AF) [fase A] y CH30H (0.1 % FA + 5 mM AF) [fase B],
fue 300 uL/min. El gradiente inicial fue 100 % fase A, cambiando linealmente hasta 100 % fase B
(8 min), se mantuvo por 4 min y retorn6 hasta 100 % fase A (1 min). El volumen de inyeccién
fue de 2 pL. El sistema cromatografico estaba conectado con un espectrometro de masas
Q Exactive™ Plus Orbitrap por una interfaz de electronebulizacion (HESI-II) de Thermo
Scientific (Bremen, Alemania). Se establecio la temperatura del capilar en la interfaz (320° C)
y se vario el voltaje del capilar (Vspray, 1.5 — 5.5 kV). Las masas de las moléculas protonadas
de cada analito fueron filtradas por el cuadrupolo. Las moléculas filtradas se fragmentaron
en la camara de colisiones con diferentes energias normalizadas (HCD, 10 — 70 eV). El andlisis
de la informacion se realiz6 con el software Thermo Xcalibur 3.1 (Thermo Scientific, San Jose,
CA, EE. UU.).
3.1.4 Equipos para preparacion de muestras

La liofilizacion de los peces se realizo dentro del liofilizador VirTis Advantage Plus (SP
Scientific, PA, EE. UU.). La sonicacion, agitacion y centrifugacion de los extractos fueron
realizados con un bafio de ultrasonido Elmasonic S15H (Singen, Alemania), un agitador de vortice
MX-S (DLAB Scientific, CA, EE. UU.) y una microcentrifuga MIKRO 220 (Tuttlingen,
Alemania), respectivamente.
3.2 Exposicién controlada de peces cebra al alcaloide

Los especimenes de pez cebra (Danio rerio), los especimenes de pez barbo tigre (Puntius
tetrazona) y las peceras de vidrio (7 L) se obtuvieron del comercio local. El agua potable fue
recirculada por un filtro de acuario externo XP-03 (Jeneca Electromechanical, Huanggang, China)
a razon de 160 L/hora. Los peces se alimentaron con hojuelas TetraMin Tropical Flakes® (Melle,

Alemania) dos veces por dia. El experimento cumplié con la ley colombiana (N° 84, 1989)
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para proteccion de animales utilizados en experimentacion cientifica. El proyecto fue avalado
por el comité de ética de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI — UIS), Acta N° 13

del 12 de agosto del 2022 (Apéndice A).
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4. Metodologia

50

Con base en los objetivos del presente trabajo, se plantearon las siguientes etapas

experimentales para su desarrollo. La primera etapa, establece como se implementé el método

MSPD para la extraccién de la cocaina y sus metabolitos en pez cebray qué variables se estudiaron.

La segunda etapa comprende la implementacion de LC/MS para el analisis de la cocaina

y sus metabolitos. Durante la tercera etapa, se cuantificd la cocaina en pez cebra utilizando

la técnica MSPD y el método instrumental LC/MS. En la Figura 5, se observa un esquema

que resume la metodologia utilizada en este trabajo.
Figura 5.

Esquema general de la metodologia experimental.
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4.1 Etapa 1 — Implementacion de un método de extraccion MSPD para la cocaina y sus
metabolitos en peces.

Se utilizaron peces barbo tigre (Puntius tetrazona), miembro de la familia Cyprinidae
a la que pertenece también el pez cebra, como matriz de prueba. Se tomaron entre tres y cuatro
peces barbo (2.5 + 0.41 g en fresco, 4.1 + 0.33 cm longitud, 74.6 % humedad), se liofilizaron
(48 horas, -40 °C, 59 kPa) y maceraron manualmente hasta convertirlos en polvo. La matriz
de prueba se almacend a -20 °C, protegida de la luz. Cada soporte sélido se acondiciond
(100 °C, 24 horas) previo experimento. Los morteros de porcelana se lavaron con solucion de
dicromato de potasio en acido sulfurico, abundante agua destilada, metanol, diclorometano
y acetona en ese orden, después de cada extraccibn MSPD, y secaron (120 °C, 1-2 horas).
Para la evaluacion de las variables de extraccion se dop6 la matriz de prueba (50 mg) con una
alicuota (10 pL) de solucién dopante (100 pg/L COC, 100 pg/L BE y 200 pg/L EME), 15 minutos
previa extraccion.

La COC y sus metabolitos fueron extraidos por MSPD, afiadiendo isopropanol (400 pL),
dispersando manualmente la matriz y el soporte s6lido hasta obtener un polvo homogéneo y seco.
La mezcla se colocé en una jeringa hipodérmica (10 mL), se comprimi6 con el embolo y se eluyd
con solvente en un tubo Falcon™ (15 mL). El extracto se evapord a sequedad con corriente
de nitrégeno y se almacend a -20 °C, protegido de la luz.

4.1.1 Evaluacion del solvente de extraccion.

Se adapto el método de extraccion planteado por PRADA y col. (Prada et al., 2020a) para
la extraccion por MSPD de alcaloides en tejido animal. Se dispersé la matriz con silice-Cis en
proporcién 1:6 en masa (300 mg) y se varid el tipo de solvente de elucidn entre metanol (100 %),

metanol:diclorometano (1:1 v/v) y diclorometano (100 %), usando el mismo volumen (5 mL) para
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cada caso. Se realizaron réplicas (3) por cada tipo de solvente en orden aleatorio (9 en total).
El MRC se prepard en extracto libre de alcaloides para determinar sus eficiencias de extraccion
(%Eficiencia de extraccion) segun la ecuacion I11.

YEficiencia — Cantidad de alcaloide experimental % 100 10
obllciencla = Cantidad de alcaloide teérica (i

4.1.2 Evaluacion de condiciones de extraccion MSPD para la cocaina y sus metabolitos

Se realiz6 un disefio experimental factorial 23, tres variables con dos niveles cada uno
(-1,1). Se asign6 un numero aleatorio a cada punto de la region experimental para organizar el
orden de ejecucion. Se evaluaron los niveles bajo y alto de las variables: (A) el tipo de soporte
solido (gel de silice, alumina); (B) relacion muestra:soporte sélido (1:4, 1:8 en masa); y
(C) el volumen de solvente de elucion (3 mL, 7 mL). Se hicieron replicas (4) utilizando silice-Cis
como soporte solido en proporcion 1:6 en masa 'y 5 mL de solvente de elucion. Se utilizé la mezcla
metanol:diclorometano (1:1 v/v) como solvente de elucion para todos los experimentos. El analisis
de varianza (ANOVA) se hizo con el software Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Tech, VA,
EE. UU.). La respuesta combinada se calcul6 segln la ecuacion IV.

Area COC; Area BE;
Area COC,,;, AreaBE,,;,
2

Respuesta combinada; =

(V)
Siendo Area alcaloide; el area cromatografica obtenida por LC/MS en modo SIM para cada
punto experimental (i); y Area alcaloidemax el area cromatogréafica méaxima obtenida por LC/MS
en modo SIM para toda la region experimental.
Se evalud la limpieza del extracto, utilizando diferentes cantidades de silice-Cis, (10, 20

y 40 mg), y se calculd la recuperacion (%Recuperacion) segun la ecuacion lI.
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4.2 Etapa 2 — Implementacion de LC/MS para el analisis de la cocaina y sus metabolitos.
4.2.1 Preparacion de solucion estandar.

Materiales de referencia (MRC) de COC, BE y EME se pesaron individualmente
y se disolvieron en metanol, logrando una concentracion final de 1.0 mg/mL. Las soluciones madre
se almacenaron a -20 °C en oscuridad.

4.2.2 Cuantificacion y deteccion de cocaina y sus metabolitos.

Se realizaron curvas de calibracién en extracto libre de alcaloides para cada analito,
utilizando las condiciones de extraccion que dieron la mayor respuesta analitica. Se realizaron
curvas de calibracion externa de COC, BE y EME por LC/MS, operado en modo SIM, para la
determinacion de algunas figuras de mérito instrumentales; la identificacion de COC, BE y EME,
se hizo segn su composicion elemental, la distribucidn isotopica, los patrones de fragmentacion,
y por comparacién con los MRC de cada alcaloide. Las curvas de calibracién se hicieron con once
puntos de concentracion con réplicas (5) en dos puntos intermedios (puntos cuatro y ocho).
Se evalud la formacién de iones-producto caracteristicos variando la energia de colision aplicada
(10-70 eV). El célculo de los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se realizé con el
método recomendado por la IUPAC y la ACS (Mocak et al., 1997); siendo LOD y LOQ las
cantidades de analito cuya respuesta instrumental esta tres y diez desviaciones estandar por encima
del ruido de fondo, respectivamente. La estructura del ion [M+H]" en el estado singlete de COC y
sus metabolitos, solvatados en agua, fue optimizada con el programa Gaussian09 (Gaussian, Inc.,
CT, EE. UU.) (Frisch, 2016), aplicando los parametros utilizados por AMARA y col. (Amara

etal., 2021).
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4.2.3 Evaluacion del voltaje de la interfaz de electronebulizacion.

Se evalud la respuesta instrumental para la COC y sus metabolitos al variar el voltaje
del capilar de electronebulizacion (1.5 kV — 5.5 kV). Se inyectaron réplicas (3) de la solucion
mezcla (10 ng/L COC, 10 ng/L BE y 20 ng/L EME) por cada voltaje.

4.3 Etapa 3 - Exposicion controlada de peces cebra al alcaloide

Los peces cebra se sometieron a un periodo de aclimatacion de dos semanas con
fotoperiodo natural de luz en agua potable.

4.3.1 Evaluacion de bioacumulacién del alcaloide por espécimen

Los peces se dividieron en dos grupos (control y tratado), con ocho y tres peces,
respectivamente. EI grupo tratado fue expuesto a COC (20 ng/L) durante dos semanas afiadiendo
una alicuota (15 pL) de solucién stock de COC (10 mg/L). Se analiz6 individualmente cada pez
como se presenta mas adelante. La representacion grafica del montaje experimental se presenta en
la Figura 6.

Figura 6.

Disefio experimental de exposicion de los peces cebra a la cocaina.

Grupo control Grupo tratado
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4.3.2 Evaluacion de bioacumulacion del alcaloide en el tiempo

Los peces se dividieron en dos grupos (control y tratado), con nueve y tres peces,
respectivamente. Se evalud la bioacumulacion del alcaloide en peces cebra para los dias 0 (2 horas
después de exposicion), 7 y 14, tras el periodo de aclimatacion. El grupo tratado fue expuesto
a COC (20 ng/L) afadiendo una alicuota (15 pL) de solucién stock de cocaina (10 mg/L) en
el dia 0. Al dia 7, se reemplazaron 650 mL de agua “contaminada” por agua potable, previamente
oxigenada, y se afiadio una alicuota (1.3 pL) de la solucién stock de COC para reestablecer la
concentracion tedrica de exposicion. Se muestrearon tres especimenes del grupo tratado para cada
dia de medicion. Los especimenes muestreados Yy liofilizados fueron macerados y dispersados con
alimina (relacion 1:8 en masa) hasta obtener un polvo homogéneo, el cual, fue almacenado
a -20 °C en oscuridad. El andlisis de las muestras se presenta adelante. Se calculé el porcentaje
de COC total bioacumulada para cada dia de exposicion con la Ecuacion V:

Mmol COC

cantidad COC en pez; + cantidad BE en pez; X Mmol BE

%COCrota bicacumulada; = %)

cantidad COC en el agua;
Siendo cantidad COC en pez; y cantidad BE en pez; las cantidades promedio de COC y BE
detectadas en pez para cada dia evaluado (i); Mmol COC y Mmol BE las masas moleculares
de COC y BE, respectivamente; y cantidad COC en el agua la cantidad de COC calculada
en el agua para cada dia evaluado (i).
4.4 Determinacion de la bioacumulacion de la cocaina y sus metabolitos en peces cebras.
4.4.1 Preparacion de las muestras.
El protocolo de sacrificio de los peces cebra se presenta en el Apéndice B. Los peces,
individualmente, fueron pesados y liofilizados. Todos los peces liofilizados se almacenaron

a -20 °C en oscuridad, hasta su extraccion.
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4.4.2 Extraccion y andlisis de la cocaina y sus metabolitos.
Cada muestra se sometié al proceso de extraccion MSPD, descrito en la seccion 4.1.
El extracto se reconstituyé con metanol grado LC/MS (1 mL). Una alicuota de extracto (250 uL)
se mezclo con silice-Cig (20 mg), se agitd en vortice (3000 RPM, 1 min) y centrifugd (6000 RPM
/ 3502 RCF x 15 min). Una alicuota del sobrenadante (70 pL) se llevd a 1 mL con solucién
agua:metanol 1:1 v/v (0.1 % FA + 5mM AF) y difenilamina (30 pg/L); se sonico (37 kHz, 30 °C
x 30 min), agito y centrifugd (12000 RPM / 14006 RCF x 10 min). Todas las muestras se filtraron

(0.22 pm) y analizaron por LC/MS como se describe en la seccién 3.1.3.
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5. Resultados y discusion
5.1 Implementacion de un método de extraccion MSPD para la cocaina y sus metabolitos en
peces.
5.1.1 Seleccion del solvente de extraccion.

El extracto obtenido con la mezcla metanol:diclorometano (1:1 v/v) presentd las mayores
eficiencias de extraccion para COC (84 + 9.6 %), BE (84 + 9.6 %) y EME (68 + 0.9 %).
Los resultados de eficiencia de extraccion se presentan en la Figura 7.

Figura 7.
Resultados de eficiencia de extraccion (%) en funcion del solvente con la técnica de extraccion

MSPD.
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El principio termodinamico fundamental en cualquier extraccion quimica es la distribucion
del analito entre la matriz y la fase de extraccion, relacionada generalmente por una constante
de distribucion entre fases. La constante de distribucion puede depender de varios pardmetros
como: la temperatura, la presion, la adsorcién de los analitos en la matriz y la composicion de las

fases. En el caso de matrices bioldgicas, la composicion de las fases es un parametro critico por la
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presencia de macromoléculas que compiten simultaneamente por los analitos durante su
extraccion. En MSPD, el solvente de elucion es la tercera fase involucrada en la distribucion de
los analitos entre la matriz y el dispersante, por tanto, es un factor clave que afecta la eficiencia de
extraccion. Como en SPE y HPLC, la polaridad y la composicién del solvente de elucion juegan
un rol importante sobre que sustancia se retiene en la columna y que eluye de ella. Esta idea
también ha mostrado ser aplicable para la extraccion MSPD (Barker, 2000).

En el caso de la COC y sus metabolitos, mayor eficiencia de extraccién utilizando mezcla
de solventes implica mayor transferencia de los analitos a la fase de elucion. Esto es ocasionado
por las interacciones que sufren los analitos con el solvente de elucidn, por ejemplo, COC, BE
y EME ven reducidas sus eficiencias de extraccion utilizando diclorometano (2 %, 19 %y 2 %,
respectivamente), solvente polar aprético, comparadas con sus eficiencias de extraccion utilizando
metanol (38 %, 27 % y 43 %, respectivamente), solvente polar prético. Si la matriz dispersada
contiene macromoléculas, como proteinas, capaces de formar enlaces de hidrogeno con los
alcaloides, se espera entonces que, la presencia del metanol en el solvente aumente las
interacciones con la fase de elucion y explicaria porque aumenta su eficiencia de extraccion.
El aumento de la eficiencia de extraccion utilizando la mezcla de solventes, comparada
con los solventes individuales, se daria como consecuencia del aumento de las interacciones
sinérgicas entre los analitos y la fase de elucion. La mezcla metanol:diclorometano (1:1 v/v)
presentd mayor interaccion con los analitos presentes en la matriz MSPD, como consecuencia,
la eficiencia de extraccion fue la mayor, y por lo tanto, fue escogida como solvente de elucion

para el desarrollo del disefio experimental de evaluacion de las condiciones de extraccion MSPD.
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5.1.2 Seleccion de condiciones de extraccion MSPD para la cocaina y sus metabolitos

Los resultados del ANOVA del disefio experimental 23, se presentan en la Tabla 3. Debido
que se quisieron seleccionar las condiciones de extraccion MSPD que maximicen la cantidad
de COC y BE extraidos de la matriz, por igual, la respuesta combinada tuvo mayor importancia.
Para la respuesta combinada, 2 efectos tienen un valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95 %. Los efectos que fueron
significativos son: el tipo de soporte solido (A) y el volumen de solvente (C), en ese orden de
importancia. Los diagramas de Pareto del ANOVA, para cada respuesta experimental,
se encuentran anexados (Apéndice C). La relacidn de soporte solido y las interacciones entre las
variables no tuvieron efecto significativo sobre la respuesta combinada. Las condiciones
de extraccion MSPD que maximizaron la respuesta combinada, en la region experimental, fueron:
alimina como soporte solido; 1:8 relacién muestra:soporte sélido en masa; y volumen de solvente
de elucion (7 mL).
Tabla 3.
Resultados de analisis de varianza (ANOVA) del disefio experimental 2° para la COC, BE, EME

y la respuesta combinada.

Factor de respuesta

Variable experimental Cocaina Benzoilecgonina Ecgonina metil éster Respuesta combinada
Razén-F Valor-P Razon-F Valor-P Razon-F  Valor-P Razén-F  Valor-P
A: soporte solido 222,06 0,0427 307,47 0,0363 11,73 0,1808 312,11 0,036
B: relacion soporte sélido:matriz 21,77 01344 0,25 0,7056 0,09 0,8159 18,78 0,1444
C: volumen de solvente 75,62 10,0729 129329 0,0177 6,5 0,238 266,78 0,0389
Interaccion AB 5 0,2678 331,18 10,0349 0,76 0,5441 32,11 0,1112
Interaccion AC 0,25 0,7062 88,61 0,0674 0,25 0,7045 9 0,2048
Interaccion BC 9,84 0,1965 66,57 0,0776 0,06 0,8464 18,78 0,1444

La alumina (Al20s, Oxido de aluminio) ha sido utilizada como soporte sélido

para la extraccion MSPD de diferentes analitos en matrices bioldgicas, tales como, pesticidas
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en grasas animales (Furusawa, 2004) o sulfonamidas en pollo (Kishida & Furusawa, 2001).
FRAMIL y col. (Miguez-Framil et al., 2010, 2013), utilizaron alimina como soporte sélido para
la extraccion MSPD de COC vy opioides en cabello. Sin embargo, no se ha reportado su uso para
la extraccion MSPD de COC en tejidos animales.

Se sabe que la naturaleza del soporte sélido y las interacciones superficiales con la matriz-
analitos, son factores determinantes de la eficiencia de extraccion MSPD (Barker, 2007).
La alimina es un compuesto cuasi-iénico que permite abrasar y disrumpir la muestra durante su
maceracion y dispersion. Cémo adsorbente, puede tener centros aceptores y donadores de
electrones por iones Al*® con coordinacion incompleta y por dtomos de oxigeno con exceso de
carga, respectivamente (Steigman, 1982). Esta propiedad de la alimina para interactuar con los
iones, podria implicar la retencion parcial de las proteinas de la matriz en la columna MSPD,
por su interaccion con sus grupos funcionales, e. g., grupos amino y &cido terminales.
Esto disminuiria las interacciones de los analitos con la matriz dispersada y facilitaria su elucion.
Otro factor que afecta la retencion de las macromoléculas, y la elucion de los analitos en un solo
paso, es la exclusion por tamafio. Aunque este ultimo factor ha mostrado ser minoritario en la
separacion MSPD (Barker, 2007). Teniendo en cuenta las similitudes con la elucion en MSPD
y la elucion en HPLC, es interesante mencionar que la alimina se utiliz6 como fase estacionaria
de intercambio i6nico para la separacion de alcaloides y proteinas (Laurent, Billiet, & De Galan,
1984; Laurent, Billiet, De Galan, et al., 1984).

El gel de silice (SiO2, volumen de poro 0.4-1.0 mL/g) puede tener grupos Si-OH (grupo
silanol), capaces de interactuar electrostaticamente con los analitos y formar enlaces de hidrégeno
con el N-basico, lo que provocaria mayor retencion de los analitos en la columna MSPD durante

su elucion. Un estudio sobre la separacion de compuestos basicos por HPLC (fase normal, régimen
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isocratico), mostré mayor retencion de estos compuestos utilizando gel de silice que con alimina
(Griin et al., 1996). Esta diferencia de naturaleza e interacciones explica porque se obtuvo mayor
respuesta con la alimina para todos los alcaloides, comparada con el gel de silice. Esta
comparacion se presenta en la Figura 8.

Figura 8.

Comparacion de la respuesta instrumental entre el gel de silice y la alimina para la extraccion
MSPD de cocaina y sus metabolitos. Analizado por LC/MS (modo SIM).
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El volumen del solvente es otro factor determinante para la eficiencia de extraccion MSPD,
dado que los analitos estan dispersos por toda la columna y su elucion podria ser fraccionada.
BARKER propone en sus revisiones previas (Barker, 2000, 2007), que los analitos eluyen
mayoritariamente en los primeros mL de elucion, aproximadamente en un volumen de columna,
pero esto depende de la naturaleza de la matriz. En general, se ha mostrado que volimenes entre
5-10 mL permiten recuperar cantidades cuantitativas de la columna MSPD (Pawliszyn, 2012). De

acuerdo con los resultados en la region experimental, 7 mL permitieron obtener mayor
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recuperacion para la COC y sus metabolitos, lo que indicaria que este volumen favorecid la
interaccion de la fase de elucion con los analitos.

Los %Eficiencia de extraccion de COC, BE y EME en el mejor punto experimental (1,1,1)
fueron 101 + 7.8 %, 96 + 1.2 % y 113 + 3.6 % (n = 4), respectivamente. Los %Eficiencia
de extraccion del punto (1,1,1) fueron mayores que los obtenidos utilizando silice-C1s como
soporte solido en proporcién 1:6 en masa 'y 5 mL de solvente de elucién. Los resultados de las
curvas de calibraciéon en extracto libre de alcaloides se presentan en la Tabla 4. Los limites
analiticos para la deteccion y cuantificacion de COC y sus metabolitos son mas bajos
(LOD < 300-900 ng/L; LOQ < 700-3000 ng/L) que los reportados previamente por otros autores
utilizando sistemas tandem (LC-QqQ, operado en monitoreo de multiples reacciones (MRM)), en
matrices bioldgicas (Chen et al., 2017; Takitane et al., 2018).

Tabla 4.
Resultados de las curvas de calibracion en extracto de pez barbo de EME, BE y COC (LC/MS
en modo SIM), obtenidos con base en las masas exactas seleccionadas, i.e., m/z 200.12815,

m/z 290.13868 y m/z 304.15433.

-1
Compuesto Rango, ng L* Ecuacion® R? Sm M+ tSm? LOISC LLOQC
Ecgonina metil éster 92-1400 y'=0,28x + 13 0,9950 0,0076 0,28+0,014 92 306
Benzoilecgonina 123-700 y'=x+172 0,9672 0,079 1,0+£0,16 123 410
Cocaina 54-700 y'=1,59x + 120 0,9932 0,050 1,59+0,094 54 179

Nota. @ Curvas de calibracion realizadas en extracto de pez. ® y': Relacion entre area de analito/area de patrdn interno
por 10% m: Pendiente; t: Coeficiente de Student para un nivel de confianza del 95 %. Sm: desviacion estandar de la
pendiente. ¢ LOD: Limite de deteccion; LOQ: Limite de cuantificacion.

El silice-Cis es un compuesto sintético apolar, producto de sustitucion quimica
de los grupos silanol por grupos octadecilo (Cis), utilizado ampliamente en HPLC moderno (fase

reversa). Sustituir el grupo silanol de la silice tiene varias consecuencias, a saber: disminuye
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el volumen de poro (volumen de poro 0.1-0.6 mL/g), lo que suprime la retencion por tamarfio
de las macromoléculas; confiere propiedades hidrofobicas; y elimina las interacciones OH-N, que
en HPLC se han visto como efecto de coleo (tailing effect) (Engelhardt et al., 1982). Comparado
con otros soportes solidos, el silice-Cig es catalogado como un soporte de alta retencion de
compuestos organicos en matrices biologicas (Capriotti et al., 2010). Las interacciones del silice-
C1 con las macromoléculas y los analitos son principalmente de tipo London, por tanto, la
retencion de estos depende principalmente de su hidrofobicidad y la polaridad de la fase de
extraccion. Las macromoléculas con mayor retencion utilizando silice-C1g serian entonces grasas
y proteinas liposolubles presentes en el pez. Teniendo en cuenta la lipofilicidad de la COC y sus
metabolitos, la COC presentaria mayor retencion en la columna MSPD por ser mas liposoluble
que sus metabolitos, por tanto, podria explicar su menor eficiencia de extraccion. Este
comportamiento lipofilico de la COC se ve reflejado en sus propiedades cromatograficas,
presentadas mas adelante. El silice-C1s es el soporte sélido més utilizado en la extraccion MSPD,
principalmente para matrices con alto contenido de grasas, debido que se pueden obtener extractos
relativamente libres de grasas al usar este soporte sélido y solventes organicos para extraer
moléculas medianamente polares. Aunque este soporte s6lido no se escogio para la extraccion de
los analitos, si se utiliz6 como adsorbente de impurezas, principalmente grasas co-extraidas por el
diclorometano (solvente hidrofébico, logP = 1.25). Revisiones previas coinciden que las
metodologias MSPD que usan soportes sdlidos polares, como la alimina, deben incluir un paso de
limpieza del extracto (clean-up step) previo analisis instrumental (Barker, 2000, 2007; Capriotti
et al., 2010; Pawliszyn, 2012). Al comparar diferentes cantidades de silice-Cig afiadidas al

extracto, se encontré que 20 mg de adsorbente permiten recuperar en promedio el 91 %, 102 %
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y 81 % de COC, BE y EME, respectivamente. La comparacion de los %Recuperacion se presentan
en la Figura 9.

Figura 9.

Comparacion entre la eficiencia de recuperacion y la cantidad de silice-C1g afiadida durante la
limpieza del extracto MSPD. Extractos MSPD utilizando alumina, 1:8 relacion muestra:soporte
y 7 mL de mezcla metanol:diclorometano (1:1 v/v) como solvente. Analizado por LC/MS (modo
SIM).
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Este es el primer reporte de extraccion MSPD de COC y sus metabolitos en peces, que,
a su vez evalUa cuatro variables experimentales (la cantidad de soporte solido, el tipo de soporte
solido, el tipo y volumen de solvente de elucién). Las condiciones de extraccion MSPD
que se escogieron para determinar la bioacumulacidon de los alcaloides en peces son las siguientes:
alimina como soporte solido; 1:8 relacion muestra:soporte sélido; y 7 mL de mezcla

metanol:diclorometano (1:1 v/v).
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5.2 Etapa 2 — Implementacion de LC/MS para el analisis de la cocaina y sus metabolitos.
5.2.1 Analisis por LC/MS de material de referencia certificado (MRC).

Los tiempos de retencion promedio para EME, BE y COC son 0.52, 4.41 y 4.73 minutos,
respectivamente. Las propiedades cromatogréaficas de los analitos obtenidos por LC/MS en modo
SIM, se presentan en la Tabla 5. Dado que la separacion se da en fase reversa (fase estacionaria
apolar y fase movil polar), y la salida de la columna depende de la distribucién entre las dos fases,
se evidencia que los metabolitos, moléculas mas polares y afines con la fase mavil, eluyan primero
que la COC. La superposicién de las EIC se presenta en la Figura 10.

Tabla 5.
Propiedades cromatograficas de EME, BE y COC (LC/MS en modo SIM), obtenidos con base en

las masas exactas seleccionadas, i.e., m/z 200.12815, m/z 290.13868 y m/z 304.15433.

N° Compuesto* tr, min (n = 3) logP? Momento dipolar
Fig. 10 X+s CV, % [M+H]*, Debye”

1 Ecgonina metil éster 0.52+0.01 1.12 -0.157 17.1678

2 Benzoilecgonina 441+0.01 0.26 1.3 6.5324

3 Cocaina 473+0.01 0.21 2.3 3.9667

Nota. # Coeficiente de particidn reportado para BE y COC (Kasprzyk-Hordern et al., 2007); Coeficiente de particion
de EME calculado con el software ACD/Labs Vi102. ® Momento dipolar calculado como se describe en la seccion
4.2.2.

El logaritmo del coeficiente de particién (logP), describe la caracteristica que tiene
una molécula para distribuirse entre dos fases inmiscibles, generalmente, entre una fase liposoluble
(apolar) y una fase acuosa (polar). Mayor valor de logP implica mayor distribucion en la fase
apolar, y viceversa, menor valor de logP implica mayor distribucion en la fase polar. Autores
previos han mostrado como la elucion en fase reversa estd relacionada proporcionalmente

con el logP (Nasal et al., 2003; Unger & Chiang, 1981; Valkd, 2004). En el caso de la COC y sus
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metabolitos, su elucion es proporcional al aumento del logP y a la disminucion del momento
dipolar.

Figura 10.

Corriente ionica extraida obtenida mediante LC/MS (modo SIM) de material de referencia

certificado de cocaina y sus metabolitos, columna Zorbax Eclipse XDB C18.
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Nota. Identificacion de picos en la Tabla 5.

Realizando las curvas de calibracién externa, filtrando los iones [M+H]*; m/z 200, m/z 290
y m/z 304, para EME, BE y COC, respectivamente, se obtuvieron los resultados reportados en
la Tabla 6. Las propiedades espectrométricas de la inyeccién por triplicado del material de
referencia de COC y sus metabolitos se presentan en la Tabla 7. Los espectros de masas de EME,
BE y la COC obtenidos por LC/MS operado en modo SIM se encuentran anexados (Apéndice D).

Las estructuras de la COC y sus metabolitos se presentan en la Figura 11.
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Tabla 6.
Resultados de las curvas de calibracion externa de EME, BE y COC (LC/MS en modo SIM),

obtenidos con base en las masas exactas seleccionadas, i.e., m/z 200.12815, m/z 290.13868

y m/z 304.15433.

Compuesto? Rango, ng L™ Ecuacion® R?  Sm M=*tSm° __IngL?
' * LOD? LOQ!

Ecgonina metil éster 25-500 y =1071x + 8774 0,9981 21 1071+50 25 83

Benzoilecgonina 12-250 y = 13605x + 49305 0,9984 241 13605+515 11 37

Cocaina 15-250 y = 2403x + 194356 0.9974 55 2403111 15 48

Nota. ?Las sustancias de referencia se pesaron aproximadamente (1 mg) y se disolvieron en metanol (1 mL). ® Curvas
de calibracion realizadas por el método de estandar externo. © m: Pendiente; t: Coeficiente de Student para un nivel
de confianza del 95 %. Sp: desviacion estandar de la pendiente. ¢ LOD: Limite de deteccion; LOQ: Limite
de cuantificacion.

Tabla 7.
Propiedades espectrométricas de masas obtenidas por LC/MS de las moléculas protonadas

[M+H]* en modo SIM.

HCD Experimental Error Fragmentos caracteristicos”,

Compuesto ".\n' (MAH]* (1, %) (Appm) m/z (1, %) perdidas Ref.
Ecgonina metil éster 50 200.12816 (44.7) 0.19 182.11766 (100) [M+H — H,0]*, (Klingmann
168.10191 (6.3) [M+H — CH3sOH]J", etal., 2001;
150.09169 (7.4) [M+H — CH30OH — H,0]*, P. Wang &
82.06558 (31.4) [M+H — CsH1003]* Bartlett,
1998)
Benzoilecgonina 30 290.13828 (60.4) 1.41 272.12778 (5.1) [M+H — H,0] *, (P. Wang &
168.10179 (100) [M+H — CeHsCO,H] *, Bartlett,
150.09128 (3.8) [M+H — CsHsCO,H — H20]*, 1998)
124.11213 (2.5) [M+H — CeHsCO,H — CO,]",
105.03368 (9.7) [M+H — CoH1503NT",
82.06552 (3.8) [M+H — C11H1,04]*
Cocaina 30 304.15414 (47.8) 0.63 272.12790 (1.1) [M+H — CH3OH]*, (P. Wang &
182.11760 (100) [M+H — CsHsCO,H] *, Bartlett,

150.09135 (3.1) [M+H — C¢HsCOzH — CH3OH]*,  1998)
105.03372 (3.2) [M+H — C1oH1703N] ¥,
82.06557 (5.4) [M+H — C12H1404]*

Nota. * Los valores de m/z en negrilla corresponden a fragmentos reportados previamente.
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Figura 11.

Estructura quimica bésica de la cocaina y sus metabolitos.
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Las perdidas experimentales registradas coinciden con las reportadas en la literatura
(Klingmann et al., 2001; P. Wang & Bartlett, 1998) como: m/z 82, asociado al anillo tropanico
de cinco miembros, tipico para alcaloides tropanicos; m/z 105 asociado al ion benzoilo presente
en BE'y COC; m/z 150 formado tras la pérdida de los sustituyentes unidos a la estructura tropano;
m/z 168 y m/z 182, asociados a la pérdida de acido benzoico (-C¢HsCO2H) de BE y COC,
respectivamente. El ion m/z 124 en BE se formaria por la pérdida sucesiva de acido benzoico
y dioxido de carbono. La pérdida de metanol (-CH3OH) en EME y COC, y su ausencia en BE,
revela la presencia del grupo metil éster, a saber: m/z 168 (EME) y m/z 272 (COC), mientras que
la pérdida de agua (-H20) para los dos metabolitos, y su ausencia en COC, revela la presencia del
grupo hidroxilo en su estructura, a saber: m/z 182 (EME) y m/z 272 (BE).

Aplicando siete valores normalizados de energia de colision (10 hasta 70 eV) en la camara

HCD, se determinaron los fragmentos de masas caracteristicos para la COC y sus metabolitos.
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En la Figura 12, se presentan las intensidades relativas para el ion molecular y cuatro iones-
producto caracteristicos de la COC en funcion de la energia de colision. Las relaciones entre las
intensidades relativas y la energia de colision para el ion molecular y los iones-producto
caracteristicos de BE y EME, se encuentran anexados (Apéndices E y F). El efecto de la energia
aplicada sobre la relacion de intensidades de las intensidades del ion [M+H]" y el ion-producto
principal de la COC y sus metabolitos se encuentra anexado (Apéndice G). Los patrones
isotopicos de COC y sus metabolitos se encuentran anexados (Apéndice H).

Figura 12.

Relacion entre la intensidad relativa y la energia de colisién para [M+H]" y los cuatro iones-
producto: [M+H — C¢HsCO2H]", [M+H — C¢HsCO2H — CH30H]*, [M+H — C10H1703N] ",

y [M+H — C12H1404]" en el caso de la cocaina. Obtenido mediante LC/MS (modo SIM).
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Es claro que las intensidades de los iones dependen de la energia de colision aplicada.
El ion m/z 182 [M+H — CgHsCO.H]" aumenta rapidamente mientras [M+H]" disminuye,
manteniéndose como ion base entre 30 eV y 50 eV, lo que indica que la pérdida del acido benzoico

esta favorecida sobre otras rutas de fragmentacién. La pérdida del acido benzoico, para BE,
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también mostré estar favorecida en el mismo rango de energias de colision. La formacion del ion
tropanico (m/z 82) [M+H — C12H1404]" aumenta mientras aumenta la energia de colision, por tanto,
su formacidn esta favorecida a energias altas (> 30 eV). Esto se repite para ¢l ion de la estructura
tropano (m/z 150) [M+H — C¢HsCO2H — CH30OH]".

La regla de Stevenson-Audier establece que durante la formacion competitiva de dos iones-
producto (M™ — A" + B*), se favorecera la formacion del ion cuya energia de ionizacién sea menor
(mas estable), y esto se vera reflejado en sus abundancias (Audier, 1969; McLafferty & Turecek,
1993; Stevenson, 1951). Para los tres alcaloides se observé que la formacion de m/z 82 aumenta
maés rapidamente que m/z 150, lo que indica mayor estabilidad de m/z 82. Para COC y BE,
la formacion del ion benzoilo (m/z 105) implica la formacién de especies neutras similares a EME
y ecgonina, respectivamente. Si se compara la formacion de m/z 105 con la formacién de m/z 82
a altas energias, se observa que para BE esta favorecida pero no para COC [m/z 105 (100 %)
y m/z 82 (41 %) para BE; m/z 105 (71 %) y m/z 82 (100 %) para COC a 60 eV]. Esto puede ser
consecuencia del grupo hidroxilo (-OH) en el carbonilo unido al C(2) de la estructura tropano en
BE, en lugar del grupo metoxido (-OCH?3) en COC, el cual estabilizaria a la especie neutra similar
a ecgonina.

El estudio de la fragmentacion variando la energia de colisién aplicada mostr6 que 30 eV
permite identificar iones caracteristicos con intensidades altas (>10 %) para la COC y BE, mientras
que, aplicando 50 eV permiti6 identificar los iones caracteristicos de EME.

5.2.2 Evaluacion del voltaje de la interfaz de electronebulizacion.

Los resultados de la evaluacion del Vspray de electronebulizacién se presentan en la

Figura 13. La diferencia del nimero de iones registrados de BE y EME no resulto ser significativa

para los valores de Vspray evaluados (1.5 — 5.5 kV).
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El voltaje en el capilar (Vspray) de electronebulizacidn permite la separacion de las cargas
con la fase liquida que sale del sistema cromatogréafico. Cotidianamente se utilizan valores Vspray
altos (1-5 kV) (Cech & Enke, 2001). Una explicacion mas detallada del proceso de desorcién de
los iones se presenta en la seccidn 2.3.3 y en los trabajos citados (Aleksandrov et al., 1984, 1985;
Cech & Enke, 2001; Cole, 1997; Gross, 2017; Taylor, 1964; Yamashita & Fenn, 1984).

Figura 13.
Relacién entre &rea cromatografica y el potencial del capilar de electronebulizacién (Vspray)

para la cocaina y sus metabolitos. Obtenido mediante LC/MS (modo SIM).
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ESI se da a presion atmosférica y libera muchas especies neutras durante el proceso,
por tanto, el primer reto es la introduccion de los iones al detector de masas. Diferentes
configuraciones instrumentales entre el capilar y la entrada al detector de masas se han utilizado,
a saber: paralela, ortogonal y semi-ortogonal; siendo la configuracién semi-ortogonal (60°)
la utilizada en el equipo. Esta configuracion permite que gran parte de la fase mévil, no ionizada,

se descarte y no ingrese al detector de masas, mientras, los iones son atraidos electrostaticamente
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desde el capilar hacia la entrada al detector de masas por el gradiente del campo eléctrico. El valor
del campo eléctrico (Ec) generado en la interfaz ESI, puede ser calculado aproximadamente
con la ecuacion VI (Cole, 1997):

_ 2 Vspray (VI)

Ec
4d
reln (ﬁ)

Donde rc¢ es el radio interno del capilar, y d es la distancia entre la punta del capilar
y la entrada al detector de masas. La deflexion de los iones, por accion del campo eléctrico,
que salen del capilar e ingresan al detector tiene que satisfacer que la fuerza centripeta (Fc)

se iguale a la fuerza eléctrica (Fe). Esto se expresa en la ecuacion VII:

Fo=——=qE=Fq (VID)
T

Donde m; es la masa del ion; v es la velocidad del ion; re es el radio de deflexion; y q
es la carga del ion. Si reemplazamos (VI) en (VII), reordenamos y agrupamos las constantes
instrumentales (rcy d) en una constante (A) tenemos la ecuacion VIII.

Tg Vspray

m/z = e

(VIID)

De (VIII) se observa que el Vspray es directamente proporcional a la relacién masa carga
del ion (m/z) e inverso al radio de deflexion. Entonces tedricamente, para desviar iones de peso
molecular relativamente bajo (< 500 m/z), en un radio de deflexion constante (re = 17 mm), se
requieren menores valores de Vspray.

Para el caso de la COC (m/z 304), se observa como aumenta el nimero de iones registrados
a medida que disminuye Vspray, lo que coincide con lo explicado previamente. Esta tendencia
no se observa en sus metabolitos probablemente por las interacciones que experimentan con la

fase movil durante el proceso de desorcion, e.g., solvatacidn parcial de los iones. Autores previos
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han mencionado que las propiedades del solvente elucion, como la tension superficial, afectan
a la mayoria de los procesos involucrados en la electronebulizacién, y por tanto, la respuesta
instrumental (Aleksandrov et al., 1984, 1985; Cech & Enke, 2001; Cole, 1997; Gross, 2017;
Taylor, 1964; Yamashita & Fenn, 1984). En conclusion, el voltaje del capilar de
electronebulizacion que permite registrar mayor nimero de iones para la COC es 1.5 kV, al no
existir diferencias significativas entre los voltajes para BE y EME, se selecciono dicho voltaje para
el anélisis instrumental.
5.3 Bioacumulacion de la cocaina y sus metabolitos en peces cebras.

Los resultados de cuantificacion de los alcaloides en peces cebra (600 + 83 mg en fresco,
3.5 £ 0.36 cm longitud, 73 + 1.8 % humedad) se presentan en la Tabla 8. COC (2.1 £ 0.36 ng/g
en fresco) y BE (3.0 £ 0.54 ng/g en fresco) fueron detectados en peces cebras expuestos al alcaloide
(20 ng/L COC) durante 2 semanas. EME no se detect6 en ningln pez.
Tabla 8.

Resultados de cuantificacion de cocaina y sus metabolitos en peces cebra expuestos al alcaloide.

N° Cantidad de alcaloide, ng /g pez fresco
pezcebra Cocaina Benzoilecgonina Ecgonina metil éster
1 2,0 <LOQ <LOD
2 1,7 <LOQ <LOD
3 2,0 2,4 <LOD
4 2,6 3,4 <LOD
5 <LOQ <LOQ <LOD
6 2,3 31 <LOD
7 <LOQ <LOQ <LOD
8 <LOQ <LOQ <LOD

Nota. LOD: Limite de deteccion; LOQ: Limite de cuantificacion

La identificacion confirmatoria de la COC y su metabolito se hizo con base en la

comparacion de sus espectros de masas, relaciones isotdpicas, masas exactas y tiempos de
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retencién con sustancias de referencia. La comparacion de la EIC en modo SIM del extracto de
pez cebra con las sustancias de referencia se presenta en la Figura 14.

Figura 14.
Comparacion de la corriente ionica extraida (EIC) en modo SIM para la cocaina

y sus metabolitos en pez cebra con las sustancias de referencia. Obtenido mediante LC/MS

(modo SIM), columna Zorbax Eclipse XDB C18.
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Las propiedades moleculares de los compuestos organicos e inorganicos se han utilizado
en ecotoxicologia para predecir las consecuencias que estos pueden tener en los organismos vivos,
e.g., la bioacumulacion. Las propiedades moleculares mas importante para la bioacumulacion
en peces son la liposolubilidad y la capacidad de ser adsorbido por las branquias. Teniendo
en cuenta la definicion dada en la seccion 5.2.1, el logP se ha relacionado con la bioacumulacion
de contaminantes organicos en organismos acuaticos (Streit, 1998), ya que, sirve para predecir la
particion entre el medio acuatico y los tejidos (fase lipidica). La relacion entre la bioacumulacion

y el logP puede modelarse con la ecuacion I1X.
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log(BCF) = a X logP + b (IX)

Donde BCF es el factor de bioacumulacion del contaminante; a y b son constantes
del modelo. Estudios previos han demostrado la presencia de farmacos en peces (Bean et al., 2018;
David et al., 2018; Du et al., 2016; Huerta et al., 2013; H.-Y. Kim et al., 2017; Ojemaye & Petrik,
2019; Rojo et al., 2019; Subedi et al., 2011; Togunde et al., 2012; Valdés et al., 2014, 2016;
J. Wang & Gardinali, 2012), y mencionan como la lipofilicidad predispone su bioacumulacion
(Larsson et al., 1991). La bioacumulacién de COC y BE seria predecible por sus caracteres
lipofilicos (valores logP 1.3 y 2.3 para BE y COC, respectivamente), y no para EME
(logP =-0.157), el cual, si es formado por el metabolismo del pez o descomposicién en el medio,
seria detectado en el agua y no en el pez por ser mas a fin a la fase acuosa. Este trabajo de
investigacion confirma experimentalmente como si se bioacumulan la COC y su metabolito
principal en el pez cebra.

Los resultados de bioacumulacion de COC coinciden con otros reportes sobre su presencia
en tejidos bioldgicos (Capaldo et al., 2012; Levisky et al., 2000; Magalhdes et al., 2013; Misra
et al., 1976; Nayak et al., 1976; Poklis et al., 1987). Por ejemplo, CAPALDO Yy col. (Capaldo
et al., 2012), estudiaron la bioacumulacién de COC (20 ng/L) en anguilas expuestas al alcaloide
(30 dias), encontrando que la COC se bioacumula hasta 102 pg/g en total en 9 tejidos diferentes.
Los tejidos con mayor contenido lipidico, el cerebro y el masculo, presentaron la mayor
bioacumulacion del alcaloide. A saber, la anguila es un pez de consumo local en algunos paises
europeos, principalmente, por su gran tamafio y alto contenido de grasa animal. BE también ha
mostrado ser bioacumulable en peces. ONDARZA y col. (Ondarza et al., 2019), reportaron la
presencia de BE (0.42-1.6 ng/g pez fresco) en cuatro especies de peces de consumo local de los

rios Parana y Acaragud, Argentina.
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Como se menciond en la seccion 2.4, la COC es metabolizada en el ser humano por varias
rutas enzimaticas, principalmente a BE y EME; y minoritariamente a norcocaina y ecgonina (Misra
et al., 1975; Fish & Wilson, 1969; Mulé & Misra, 1977; Montesinos, 1965; Zhan et al., 2003;
Cone et al., 1998; Chasin & Midio, 1997). Comparado con el genoma humano, aproximadamente
el 70 % de los genes humanos tiene al menos un gen ortdlogo en el pez cebra (Howe et al., 2013).
Un gen ort6logo es una copia 0 una secuencia similar de un mismo gen presente en diferentes
especies, que se origind en un ancestro comun. Trabajos previos mencionan la expresion
de enzimas similares a butirilcolinesterasa (BChE), carboxilcolinesterasas (hCE-1 y hCE-2)
y citocromo P450 en el pez cebra (Howe et al., 2013; Kuster, 2005; Nawaji et al., 2020; Stegeman
et al., 2015; Tan et al., 2021), principales responsables del metabolismo humano de la COC.
Por lo cual, si el pez cebra metaboliza la COC y bioacumula sus metabolitos, se esperaria
detectarlos en el extracto. Sin embargo, al buscar en la TIC, no se detectaron los iones [M+H]"
de norcocainay ecgonina, ni de sus derivados glicosilados (hexosidos, pentosidos y glucurdnicos).
Tampoco se detectaron derivados glicosilados de BE y EME.

Las cantidades de COC y BE detectadas durante los dias de exposicion se presentan
en la Tabla 9. EME no se detect6 para ningun dia. La concentracion de BE (3 + 1.0 ng/g en fresco)
no varié significativamente durante los dias de medicion. El experimento de exposicion a la COC
por espécimen mostrd que al menos el 55 % de la COC afadida inicialmente fue bioacumulada.
El experimento de exposicion en el tiempo determind que bioacumularon el 57 % de la COC
disponible en el medio, siendo bioacumulada el 6 %, 17 % y 35 % de la COC disponible durante

los dias 0, 7 y 14, respectivamente.
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Tabla 9.

Resultados de cuantificacion en el tiempo de cocaina y sus metabolitos en peces cebra expuestos

al alcaloide.
Cantidad de alcaloide, ng /g pez fresco  Cantidad de cocaina, ng  °cantidad calculada
Dia N° peces rotal scalculad de exposicion a la
restantes Cocaina Benzoilecgonina . _ 0@ calculada — cocaina por pez,
bioacumulada en el agua ng / pez

0 9 0.6+0.11 24+04 8.4+0.42 150 17

7 6 0.9+0.29 3+16 24 +1.6 142 24

14 3 13+1.1 22+0.34 46+£1.2 131 44

Nota. 2 cantidad de cocaina en el agua = cantidad de cocaina afiadida — cantidad promedio de cocaina en peces
b cantidad de cocaina expuesta por pez = cantidad de cocaina en el agua / N° peces restantes

El aumento de la bioacumulacion de COC al dia 14 puede ser consecuencia del incremento
de la disponibilidad de COC por individuo a medida que avanza el experimento. Por ejemplo,
si suponemos que la COC no fuera bioacumulada en el dia O ni sufriera procesos
de descomposicion a BE durante todo el experimento, entre los dias 0 y 7 habria exposicion tedrica
a 150 ng COC para los seis peces restantes, mientras que, después del dia 7 habria exposicion
tedrica a 150 ng COC para los ultimos tres peces. El balance de masa da que la cantidad calculada
de COC por espécimen remanente en el agua para el dia 14 fue mayor que para los dias previos.
La comparacion entre los porcentajes de COC bioacumulada, la COC remanente en el agua

y la cantidad calculada expuesta por pez en los dias evaluados se presenta en la Figura 15.
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Figura 15.
Comparacion entre los porcentajes de cocaina bioacumulada, cantidad remanente en el agua
y la cantidad de exposicion por pez en los dias evaluados.
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La cinética de bioacumulacion de un xenobidtico desde el agua se puede pensar de forma
simple y general como la transferencia de masa del xenobiotico desde el medio al organismo
y la transferencia de masa desde el organismo al medio por su excrecion; donde las transferencias
de masa estarian relacionadas con razones de cambio de ingreso y excrecion, respectivamente.
El incremento de la COC en el pez para el dia 14 (13 £ 1.1 ng/g), comparado con la COC
encontrada en el experimento previo (2.1 + 0.36 ng/g), podria indicar una relacion cinética entre
la concentracion de COC por pez (disponibilidad por individuo), el tiempo de exposicion
y su bioacumulacién, donde a mayor concentracion de COC por espécimen mayor bioacumulacion
se detectara. Estudios previos sobre la cinética de bioacumulacion de contaminantes lipofilicos en
organismos acudticos, usualmente, muestran comportamientos similares a funciones hiperbdlicas

en el tiempo (Ashauer et al., 2012; Connell, 1988; Streit, 1992, 1998); donde la bioacumulacion
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en el organismo incrementa hasta llegar a un equilibrio con la concentracion del contaminante en
el agua. A saber, STREIT (Streit, 1998) menciona que la bioacumulacién del o-tert-butilfenol en
el pez cebra desde el agua sigue aproximadamente una cinética de primer orden como la presentada

en la ecuacion X.

ki X [xenobidtico] gy, X (1 — e~ Fouex tiempo'y X)
out

[xenobidtico]pe, =

Donde kin es la razdn de cambio de ingreso del xenobidtico al pez; kout €s la razén de cambio
de excrecion hacia el agua; y [xenobidtico]i representa la concentracion del contaminante en el pez
o0 en el agua (i). Suponiendo que (X) es aplicable para la bioacumulacién de COC, se explicaria
el aumento de la bioacumulacion al aumentar la concentracion de alcaloide por individuo en
el tiempo. Sin embargo, los resultados obtenidos no permiten determinar cual es el limite de
bioacumulacion de COC en los peces cebra.

Contaminantes lipofilicos como COC pueden traspasar las membranas bioldgicas
facilmente y bioacumularse méas, mientras que, sus metabolitos al ser mas hidrofilicos ven limitado
su paso por las membranas y por tanto su bioacumulacién. Esto podria explicar porque no
incrementa la cantidad de BE en el tiempo. Los resultados obtenidos indican que el limite
de bioacumulacion de BE en los peces cebra es cercano a 3 ng/g pez fresco. El hecho que se detecte
mayor cantidad de BE que COC desde el dia cero (dos horas después de la administracion de COC)
hasta el dia 7, podria indicar la rapida absorcion, metabolismo y bioacumulacion del alcaloide.

En Colombia puede presentarse bioacumulacion de estas sustancias en los peces
de consumo local por la exposicién a concentraciones iguales o superiores a las utilizadas en este

trabajo de investigacién. Por ejemplo, BIJLSMA vy col., reportaron la presencia de COC y BE

(60-810 ng/L y 1100-6200 ng/L, respectivamente) en aguas tratadas por las PTAR “El salitre”
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(Bogotd D.C) y “San Fernando” (Medellin). En ambos casos, las aguas tratadas desembocan
finalmente en el Rio Magdalena, al igual que, aguas tratadas de otras ciudades principales,
e.g., Barranquilla, Bucaramanga y Neiva. A saber, el Rio Magdalena es uno de los rios
maés importantes para la economiay alimentacion local, ya que, segun GALVIS y MOJICA (Galvis
& Mojica, 2007), el Rio Magdalena produce al menos el 60 % de los peces consumidos en
Colombia.

El estudio de BIJLSMA vy col., se realizd hace casi ocho afios, por ende, las cantidades
presentes en el agua pudieron disminuir, mantenerse o aumentar tras la pandemia. Actualmente en
Colombia, no existe un programa de monitoreo de estos contaminantes en las aguas residuales, por
lo cual, no se encuentra informacidn actualizada al respecto. Segun el reporte del 2021 de la oficina
de drogas y crimenes de las naciones unidas (UNODC) (UNODC, 2022b), la produccion y las
incautaciones de COC, en general, se restablecieron y aumentaron luego del segundo semestre del
2020. El tamafio de los cargamentos de COC y el uso de rutas maritimas para su transporte
aumentaron comparados con los datos prepandemia. Esto ultimo podria contribuir al aumento de
la presencia de estas sustancias en las fuentes hidricas de Colombia y el mundo; y a su
bioacumulacion en los organismos acuaticos.

Este trabajo de investigacion contribuye con nueva informacion sobre la bioacumulacion
de COC y su metabolito principal en peces cebra, la cual se suma a los reportes previos sobre
los efectos fisiologicos de la COC en peces cebra como: ansiedad, hiperactividad, movimientos
erraticos (Lopez Patifio, Yu, Cabral, et al., 2008; Lopez Patifio, Yu, Yamamoto, et al., 2008);
taquicardia, variacion de neuro receptores, citotoxicidad y alteracion en el perfil proteico en
embriones (Barreto-Valer et al., 2012, 2013; Darland & Dowling, 2001; Lopez-Bellido et al.,

2013; Mersereau et al., 2015; Parolini et al., 2017, 2018).



ANALISIS POR LC/MS DE COCAINA EN PECES CEBRA (Danio rerio) 81

6. Conclusiones

La mezcla metanol:diclorometano (1:1 v/v) presenté mayor interaccion con los analitos
presentes en matriz MSPD comparado con los solventes individuales, como consecuencia,
su eficiencia de extraccion fue la mayor. Las mejores condiciones de extraccion MSPD, segun
el ANOVA del disefio experimental 23 realizado, son las siguientes: aliimina como soporte solido;
1:8 relacién muestra:soporte sélido; y 7 mL de mezcla metanol:diclorometano (1:1 v/v).

El estudio de la fragmentacion variando la energia de colision aplicada mostro que 30 eV
permite identificar los iones caracteristicos con intensidades altas (>10 %) para la cocaina
y benzoilecgonina, mientras que aplicando 50 eV permitié identificar los iones caracteristicos
de la ecgonina metil éster. El voltaje del capilar de electronebulizacion que permite registrar mayor
namero de iones para la cocaina es 1.5 kV; no existieron diferencias significativas entre los cinco
voltajes evaluados (1.5 hasta 5.5 kV) para benzoilecgonina y ecgonina metil éster.

La cocaina (2.1 = 0.36 ng/g en fresco) y benzoilecgonina (3.0 = 0.54 ng/g en fresco)
fueron detectados en peces cebras expuestos al alcaloide (20 ng/L cocaina) durante 2 semanas.
La ecgonina metil éster no se detect6 en ningln pez.

Este es el primer reporte de extraccion MSPD de cocaina y sus metabolitos en peces, que,
a su vez evalUa cuatro variables experimentales (la cantidad y el tipo de soporte sélido, y el tipo
y volumen de solvente de elucion). Ademas, aporta nueva informacion sobre la bioacumulacion
de cocaina y su metabolito principal en peces cebra, la cual, complementa el conocimiento sobre

los efectos que tiene el alcaloide en estos peces.
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Apéndices
Apéndice A. Aval para manipular y utilizar especimenes de Danio rerio por parte del comité

de ética en investigacion cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI-UIS).
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Bucaramanga, |2 de agosto de 2022

Profesora

ELEMA E. STASHENKO
Formative Quimica
Escuela de Quimica
Facultad de Ciencias

Asunto: Aval Comité de Etica proyecto “Andlisis por GC/MS y LC/MS de cocaina en tejidos de
peces cebra (Danio rerio) expuestos al alcaloide™.

Cordial Saludo.

El Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI)
en reunion celebrada bajo la modalidad presencial remota el dia 12 de agosto de 2022, segun
consta en el Acta N° 13 evalué el proyecto del asunto y al respecto conceptia:

En consideracion a que el proyecto cumple con todos los requerimientos, el Comité de Etica
acordg, por consenso, APROBAR el documente digital en su dltima version.

De igual manera, aplicar segin corresponda a la investigacion, la normatividad del Sistema de
Gestion  Integral de la  Universidad, que esta disponible en el enlace:
https: .uis.edu.cofintranet/calidad/calidad.jsp, especialmente lo relacionado con el Manual de
Gestion Integrado.

Asi mismo, realizar los tramites y/o permisos necesarios para la recoleccion de los microorganismos
o muestras requeridas para la investigacion.

Se debe tener en cuenta que este proyecto es un estudio formativo y ha sido avalado para dar
cumplimiento en el tiempo de capacitacién de los estudiantes.

En caso de presentarse cualquiera de las siguientes circunstancias, solicitamos lo informe al correo
comitedetica@uis.edu.co:

- Reporte de mala practica cientifica por parte de cualquier miembro del equipo investigador.

- Motificacion previa de las modificaciones realizadas al protocolo, las cuales deben ir
aprobadas, mediante acta, por su Pregrado.

- Reporte de cualquier eventualidad que usted considera deba conocer el CEINCI-UIS.

- Informe de avance sobre los aspectos éticos segun guia e instructivo anexo. Este informe
debe enviarse a la mitad del desarrollo de la investigacion y al finalizar la misma segin el
cronograma establecido en el Formato FIMN 65.

- Elinforme debe ser enviado al correo: ceinci.seguimientosi@uis.edu.co

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y EXTENSION
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION CIENTIFICA

i1l comitedeticaiuis.edu.co  hotp:/fwew. uis. edu oo
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CEINCI
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4110

Finalmente, nos permitimeos sefalar que, durante el proceso de seguimiento gue realiza el CEINCI
se verificara el cumplimiento de las consideraciones éticas.

En nombre del CEINCI-UIS le ofrecemos el apoyo que usted considere necesario, para la
aplicacién y salvaguarda de los asuntos éticos durante la investigacion.

LUZ-EU B S0
Presiden i{_&jﬂ
Copia: Estudiante Sebastian Ortiz Blanco (Escuela de Quimica).

Profesor Andrés Fernando Gonzilez Suarez (Escuela de Quimica), director del proyecto de
investigacion.

Profesor Julio Roberto Pinzén, director de la Escuela de Quimica.

Archivo Comité de Etica en Investigacion Cientifica.

Tabla de trazabilidad de la propuesta de investigacion:

R Ev C

29/07/22 | 12/08/22 | A

Convenciones de la tabla de trazabilidad:

R: Remision de documentos o respuesta del investigador.
Ev: Evaluacién del CEINCI.

C: Concepto del CEINCIL.

A: Aprobado.

Elabord: César Hastamorir.
Revisd y aprobé: Francsco Espinel y Luz Eugenia Ibafez.

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Y EXTENSION
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION CIENTIFICA

comitedeticaimuis.edu.co  hitp:/wwew. uis. edu.co
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Apéndice B. Protocolos para sacrificio de los peces, minimizacion de los riesgos de afectacion
a los investigadores durante la ejecucion del trabajo de grado y manejo de residuos biol6gicos
y quimicos.

Protocolo de sacrificio del pez cebra.

Se extraera cada pez de la pecera con una red de tela pequefia. Se tomara firmemente
con la mano y se golpeara en la cabeza para aturdirlo como lo sugiere el “Manual de sacrificio
humano de animales” de la Real Academia para la Prevencion de la Crueldad Animal (RSPCA),
del Reino Unido. Una vez aturdido el pez, se procedera a sacrificarlo por destruccién cerebral
inmediata. La destruccion cerebral inmediata se hara con la insercién de una aguja metélica
directamente en el cerebro del pez. Este método es catalogado como aceptable para el sacrificio
de peces pequefios en estado de aturdimiento, segin Baumans et. al. en el reporte
“Recomendaciones para la eutanasia de animales experimentales” de la Comisién Europea, 1997.
Una vez sacrificado el pez, se depositara en un tubo Falcon™ de 15 mL y se almacenara a -20 °C.

Protocolo para minimizar los riesgos de afectacion en los investigadores durante la
ejecucion del trabajo de grado.

El investigador que realizara los experimentos, usara los elementos bésicos de proteccion
personal (EPP) de Seguridad y Salud Ocupacional, tales como, gafas de proteccion ocular, mascara
de proteccién respiratoria con filtro para vapores orgéanicos y filtro para material particulado,
guantes de nitrilo y traje o bata que lo proteja del contacto directo con las sustancias quimicas.
Estos elementos de proteccion personal, son sugeridos en las “Directrices para el manejo
y eliminacion segura de los productos quimicos utilizados en la fabricacion ilicita de drogas”

de la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), Estados Unidos.
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Todos los experimentos se llevaran a cabo dentro de una cabina extractora de gases
con vidrio de seguridad contra salpicaduras, ubicada en el laboratorio Marie CURIE,
en el CENIVAM-UIS. Las sustancias controladas que se utilizaran en este trabajo de grado
mantendran un registro de cantidad utilizada para contar con soporte al suministro, administracion
y disposicion final, tal como lo plantea la “Guia para la gestion integral de sustancias sometidas
a fiscalizacion” del Ministerio de Salud, Colombia.

Protocolo de manejo de residuos biolégicos y quimicos.

En cada érea del centro de investigacion donde se generan residuos peligrosos se ubican
recipientes desechables y reutilizables perfectamente identificados, de acuerdo con el cédigo
de colores establecido en el Decreto 0351 del 2014 y el Sistema de Seguridad y Salud en el trabajo
por parte de la Universidad Industrial de Santander. Las muestras de tejido bioldgico no tratadas,
seran almacenadas temporalmente en el laboratorio Marie CURIE, en el CENIVAM-UIS, dentro
de un congelador a -20 °C hasta su utilizacion. El etiquetado de los recipientes que contengan
residuos bioldgicos y quimicos cumplira con lo planteado en el Sistema Globalmente Armonizado
(GHS) de clasificacion y etiquetado de productos quimicos.

Los residuos de tejido bioldgico generados en este trabajo de grado se dispondran en bolsas
de color rojo, y el recipiente plastico que contiene este tipo de residuos seréd identificado
con el simbolo de riesgo bioldgico.

El agua de las peceras se tratara como un residuo quimico. Los residuos quimicos,
seran desechados en recipientes adecuados para su almacenaje. Los recipientes que contienen
sustancias quimicas seran etiquetados con el nombre de la sustancia y su reactividad. Cuando
el recipiente se llene el 75 % de su capacidad total, serd desplazado al cuarto de residuos quimicos

de CROM-MASS, ubicado en el CENIVAM-UIS, hasta su recoleccion y disposicion final.
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Los residuos quimicos y biolégicos seran recogidos por una empresa externa
(SANDESOL), la cual cumple con todos los requerimientos establecidos en el Decreto 0351
del 2014 y el Decreto 1609 del 2002, y con las normas: 1SO 9001:2008, ISO 14001:2004, 1SO
45001:2018 con Bureau Veritas y Calificacion RUC del Consejo Colombiano de Seguridad.
La empresa se encargara de realizar el transporte y la disposicion final bajo los procedimientos
adecuados.

El investigador que manipule los residuos quimicos y material bioldgico, usara los
elementos bésicos de proteccion personal (EPP) de Seguridad y Salud Ocupacional, tales como,
gafas de proteccion ocular, mascara de proteccion respiratoria con filtro para vapores organicos y
filtro para material particulado, guantes de nitrilo y traje o bata que lo proteja del contacto directo

con los residuos.
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Apéndice C. Diagramas de Pareto para la respuesta combinada (A) de cocaina (B),

benzoilecgonina (C) y ecgonina metil éster (D), obtenidos del andlisis de varianza (ANOVA)

del disefio experimental MSPD.
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Apéndice D. Fragmentogramas de masas de ecgonina metil éster (A), benzoilecgonina (B)
y cocaina (C) obtenidos por LC/MS, operado en modo SIM de los iones [M+H]", con energias de

colision aplicadas de 50, 30 y 30 eV, respectivamente.
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Apéndice E. Relacion entre la intensidad relativa y la energia de colision para [M+H]" y los cuatro
iones-producto: [M+H — CsHsCO2H]*, [M+H — CsHsCOH — H20]", [M+H — CoH1503N]",

y [M+H — C11H1204]" en el caso de la benzoilecgonina. Obtenido mediante LC/MS (modo SIM).
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s | b {( \ — %= [M+H - CH,505N]*, /2105
=R 1", s \ —&— [M+H - Cy;H4,0,1%, /782
= T \
S 60 / %
= [ % s \ +H
[3~] %
= 0
% 40f
=

20:

Energia de colision (eV)
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Apéndice F. Relacion entre la intensidad relativa y la energia de colisién para [M+H]" y los tres

iones-producto: [M+H — H20]", [M+H — CH3OH — H20]*, y [M+H — CsH1003]" en el caso

de la ecgonina metil éster. Obtenido mediante LC/MS (modo SIM).
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Apéndice G. Efecto de la energia aplicada en la camara de colisiones sobre la relacion

de intensidades del ion [M+H]" y el ion-fragmento principal de la cocaina, benzoilecgonina

y ecgonina metil éster. Obtenido mediante LC/MS (modo SIM).
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Apéndice H. Patrones isotopicos de ecgonina metil éster (A), benzoilecgonina (B) y cocaina (C)

obtenidos por LC/MS, operado en modo full scan de los iones [M+H]".
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E| 0.53%
40 3 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2018 2021 2023 2025 2027 2029
| vz
0 Experimental
El 201.13129
E C4'9CH, 504N
20 ; -0.93530 ppm
F 9.93%
10 |
200.1 2003 2005 2007 2008 2011 2013 2015 2017 2018 2021 202.3 2025 2027 2028
m/z
290.13867 290.13868
CygHz00:N CrataON B
-0.04386 ppm 100, 190% L.
100% Tedrico
90 5
70
a0 4
704
40
291.14204
3 30
60 C45"3CHy0N
20 17.31%
503 202.14530
10 Ciq13CoHo0N
E 1.40%
405 290.2 290.6 2010 2014 2n.8 2922 2926 293.0 2934 293.8 .
me
20114204 Experimental
07 C1s"3CH,00,N
0.01603 ppm
20 17,7%
' 292.14589
104 C‘\J‘RCZHZUOAN
| ‘| 1.69464 ppm
E | ‘ 1,96%
T al T T l T T T T T A T T T T T T T T U
289.8 290.0 290.2 290.6 290.8 291.0 291.2 2914 291.6 2918 292.0 292.2 2924 292.6 292.8 293.0 293.2 293.4 2936 293.8

mz



Abundancia relativa, %

1004

80

504

407

30

207

704

ANALISIS POR LC/MS DE COCAINA EN PECES CEBRA (Danio rerio)
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