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RESUMEN

La cocaina es un alcaloide que se extrae de las hojas del arbusto Erythroxylum
coca que se encuentra en varios paises, incluyendo el territorio Colombiano. La
utilizacién del alcaloide ha tenido un gran impacto socioeconémico y ambiental, ya
que su trafico como droga alucinégena es considerado ilegal. Sin embargo,
muchas personas consumen tradicionalmente las hojas de Erythroxylum coca
debido a sus propiedades anestésicas, digestivas y para mejorar los sintomas del
mal de altura, entre otras.

El propédsito de este estudio consistié en identificar biomarcadores que permitan
diferenciar entre el consumo de la cocaina procesada como droga de abuso y el
consumo de hoja de Erythroxylum coca. El interés surgié con la finalidad de
determinar si una persona involucrada en un proceso penal con cocaina en su
organismo debe recibir un agravante punitivo si es consumidora de alucinégenos,
en contraposicion a quienes consumen la hoja de coca que no reciben ninguna
sancion de acuerdo a la ley penal colombiana.

Para este fin, se realizd una caracterizacion previa de la hoja de coca que
permitié, por medio de los espectros cromatograficos y de fragmentacion de
patrones de masas, determinar los diferentes compuestos quimicos tanto de los
extractos de la hoja de coca como del té de coca y estos, se compararon con las
moléculas obtenidas en el andlisis de muestras de orina humana. Estas muestras
se clasificaron en tres grupos, de acuerdo al tipo de consumidor:

Grupo P; consumidores de té de coca, Grupo C; consumidores de cocaina y grupo
N; no consumidores. A cada muestra se le realizé una extraccion liquido-liquido
con solventes organicos y sus extractos se analizaron por la técnica de
cromatografia de gases con espectrometria de masas.

Se determind que las moléculas 10,18-bisnorabieta-8,11,13-triene, acido
octadecanoico, acido tetradecanoico y 1H-Azepina, hexahidro-1-(1-ox0-9-
octadecenil)-), entre otras, se encontraban presentes en los consumidores de té
de coca y ausentes en consumidores de cocaina. Por lo tanto, se puede afirmar
que estos compuestos pueden ser marcadores diferenciales que permitan
distinguir entre los dos tipos de consumo.

Palabras clave: Biomarcardores, Erythroxylum coca, cocaina, cromatografia de
gases-espectrometria de masas, agravante punitivo.



ABSTRACT

Cocaine is an alkaloid extracted from the leaves of the shrub Erythroxylum coca,
which is found in several countries, including the Colombian territory. The use of
the alkaloid has had a great environmental and socioeconomic impact, as its traffic
as hallucinogenic drug is considered illegal. However, many people traditionally
consume Erythroxylum coca leaves due to its anesthetic, digestive properties and
in order to improve the symptoms of altitude sickness, among other properties.

The purpose of this research consisted in identify biomarkers that can differentiate
between the consumption of the pure cocaine as hallucinogenic drug and the
consumption of the Erythroxylum coca leaf. The interest arose in order to
determine whether a person involved in a criminal process with a cocaine in his
body, should receive a punitive sanction if it is consumer of hallucinogens, as
opposed who consumers the coca leaf that do not have any sanctions under
Colombian criminal law.

For this intention, it is been realized a preliminary characterization of the coca leaf
that allowed us through chromatographic spectra and fragmentation patterns of
masses, determined the different chemical compounds both extracts of leaf of coca
and the coca tea and these, were compared to the molecules obtained in the
analysis of human urine samples. These samples were classified into three groups
according to the type of consumer:

P group; consumers of coca tea, Group C; consumers of cocaine and group N;
nonusers.

An extraction liquid-liquid was performed for each sample with organic solvents,
and their extracts were analyzed by the technique of gas chromatography with
mass spectrometry.

It was determined that the molecules bisnorabieta-10,18-bisnorabieta-8,11,13-
triene, octadecanoic acid, 1H-Azepine, hexahydro-1-(1-oxo-9-octadecenyl)-,
tetradecanoic acid, among others, were present at the consumers of coca tea and
absent in cocaine users. Therefore, it can be stated that these compounds may be
markers for differences in order to distinguish between the two types of
consumption.

Keywords: biomarkers, Erythroxylum coca, cocaine, gas chromatography-mass
spectrometry, punitive aggravating.



1. INTRODUCCION

La utilizacién de la cocaina como droga de abuso ha tenido una rapida expansién
ilicita en los ultimos afios debido al surgimiento de nuevas presentaciones y vias
de administracion para el consumo como: la “pasta base” y el “crack”. Colombia es
uno de los paises donde se cultiva el arbusto de Erythroxylum coca que contiene
entre sus componentes el alcaloide de la cocaina. La utilizaciéon de esta droga ha
generado grandes problemas legales, sociales y de salud publica en el pais.
Situacion que afecta principalmente a la poblacién indigena debido a que
tradicionalmente esta comunidad utiliza la hoja de Erythroxylum coca para suprimir
el hambre, la fatiga y para realizar sus respectivos rituales, en ocasiones con fines
terapéuticos (Lipp, 2002). Las hojas se comercializan en diferentes presentaciones
como las pomadas, infusiones de té, entre otros, que también son consumidos por
muchas personas ajenas a la poblacion nativa (Coca Nassa; Nasa Esh’s, 2011).

Estas practicas tradicionales no son consideradas como ilegales ni perjudiciales
para la salud. Sin embargo, cuando se realiza un test o ensayo para detectar
sustancias de estupefacientes tanto en consumidores de hoja de coca como en
consumidores de cocaina, se tendra un resultado positivo para cocaina. Por lo
tanto, la diferenciacion entre los tipos de consumo seria de gran importancia, no
solo en el aspecto legal y forense, si no también, para evitar que la poblacion
indigena y las personas que ingieren normalmente la hoja de Erythroxylum coca
sean juzgadas socialmente.

Es importante mencionar que las hojas de Erythroxylum coca no solamente
contienen el alcaloide de la cocaina, también tienen otros componentes como
flavonoides, vitaminas, alcaloides, taninos, entre otros (Jana Olivier, 2012).
Algunos de estos, podrian actuar como biomarcadores para diferenciar entre el
consumo de la hoja de coca y el consumo de cocaina procesada.

Debido a que en la extraccién quimica de la cocaina hay una pérdida de los
compuestos de la planta, estos biomarcadores solo se encontrarian presentes en
muestras de orina de personas que consuman hoja de coca y se encontrarian
ausentes en los cocaindmanos.

Por esta razén, se analizaron muestras de orina de consumidores de cocaina
procesada a manera de adiccion, consumidores de Erythroxylum coca y muestras
blanco, en donde se identificaron los compuestos quimicos en cada muestra.
Analizando los resultados, se determiné cuales de estos compuestos podrian ser
los posibles biomarcadores y ademas, se pretendia comprobar si higrina vy
cuscohigrina, alcaloides reportados en la literatura, pueden ser candidatos para la
diferenciacién entre los dos tipos consumo.



Cada muestra recolectada se congelé a -20°C hasta su uso, y se les realizé un
pretratamiento de alcalinizacion para liberar los alcaloides. Posteriormente, se
procedié a realizar una extraccién liquido-liquido con solventes organicos no
miscibles en agua. Finalmente, se analizaron los extractos obtenidos por medio de
la técnica de cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas.

El cromatégrafo de gases permite separar y detectar eficazmente compuestos
volatiles que son visibles segun los tiempos de retencion. Ademas, este equipo
cuenta con un detector de espectrometria de masas, en donde se obtienen los
espectros de fragmentacion y los patrones de masa de las moléculas analizadas.

Para realizar el procedimiento, en esta investigacién se adopté una metodologia
esencialmente para identificar los biomarcadores. Esta determinacion, servira para
suministrar informacién a los organismos judiciales, quienes llegado el caso,
podran aplicar objetivamente justicia a una persona implicada en un proceso penal
con cocaina en su organismo, ya que si se comprueba que la persona consumio
hoja de coca no tendria por qué ser juzgada legalmente.

Segun el cdodigo penal colombiano, cuando hay delitos contra la vida y la
integridad personal, como un homicidio, y la persona culpable esta bajo influencia
de bebida embriagante, droga o sustancia que produzca dependencia fisica o
mental, la pena se aumentara de la mitad al doble (Cdédigo penal Colombiano,
2000). De igual manera, esta situacion ocurre con las lesiones personales, por
ejemplo cuando existen lesiones que le impida a la victima trabajar correctamente
0 cuando se genere una deformidad en cualquier parte del cuerpo. Ademas, se
aplica cuando hay algun tipo de perturbacién funcional o fisica transitoria, o
perdida anatdomica y funcional de un miembro u o6rgano (Cddigo penal
Colombiano, 2000).

Cada una de estas situaciones tiene una pena de prision diferente y en algunas
ocasiones con multas en salarios minimos legales mensuales vigentes para las
personas juzgadas, dependiendo de la gravedad. En el caso de que se determine
que la persona contiene cocaina en su organismo, estas penas se incrementaran
significativamente.

Por lo tanto, la utilizacion de marcadores diferenciales entre el consumo de hoja
de coca y de cocaina, facilitaria la toma de decisiones judiciales de una manera
mas objetiva.

10



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

2.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

Hasta el momento, en Colombia, no se ha implementado una manera de
diferenciar entre un analisis de orina de una persona que consume cocaina como
droga de abuso y una persona que consuma hoja de Erythroxylum coca. Como
esta ultima practica no genera adiccion ni problemas sociales, se considera un
asunto de baja prioridad. El uso de la cocaina ha tenido un gran impacto desde el
punto de vista legal, forense, social, de salud y seguridad publica, debido a su alta
farmacodependencia y lo que ésta genera. Se ha comprobado la existencia de
cierta relacion entre la cocaina y los actos delictivos, narcotrafico, hurtos,
violencia, problemas sociales y familiares, que difieren totalmente del uso de la
hoja de Erythroxylum coca como tradicion y cultura.

Colombia tiene aproximadamente 48.000 hectareas sembradas de Erythroxylum
coca distribuida en 23 de los 32 departamentos del pais. Mas de la mitad de todos
los cultivos se encuentran en tres departamentos: Narifio, Norte de Santander y
Putumayo. Estos constituyen el 82% del cultivo de Erythroxylum coca junto con
Choco, Antioquia, Bolivar y Cauca. (UNODC, Colombia, Monitoreo de cultivos de
coca 2013, 2014)

Como consecuencia, Colombia ha sido catalogada internacionalmente como uno
de los principales paises productores de cocaina, debido a la exportacion y
produccion del alcaloide que proviene de los cultivos. Esto ha generado grandes
problemas internos, ya que esta droga ilicita presenta restriccion legal y los grupos
armados al margen de la ley la utilizan para su financiacion.

Por estas razones, se ha expuesto una imagen negativa de la produccién de la
hoja de Erythroxylum coca, ignorando completamente que existen personas
defendiendo tradiciones, culturas, fines terapéuticos, y por tanto, la representacion
de un legado de generaciones de poblaciones nativas de América del sur
(Bruneton, 1993). Estas personas comercializan productos provenientes de la
planta (infusiones, aceites, galletas, cremas, pomadas, harina, jabon, geles,
caramelos, entre otros. (Coca Nassa; Nasa Esh’s, 2011)), que constituyen un
sustento para su economia.

Adicionalmente, el interés por destruir los cultivos ilicitos, generd un grave impacto
ambiental negativo al utilizar herbicidas potentes como el glifosato, para la
aspersion y erradicacion de las plantas. Este mecanismo ha durado muchos afios
ocasionando grandes dafos tanto en los cultivos de Erythroxylum coca como en
cultivos ajenos, afectando el sostenimiento de las personas para vivir. A si mismo
se ha detectado que el herbicida tiene efectos téxicos en estas comunidades
causando problemas de salud (Zapata, 2006). Estos aspectos, sin duda alguna,
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han sido menos llamativos internacionalmente debido a que en muchos paises se
desconocen estas costumbres y los problemas internos que se desencadenan.

Por lo tanto, la identificacion de biomarcadores que permitan diferenciar entre
estas dos practicas en las personas seria de vital importancia en el contexto legal
y forense, ya que se podria excluir la determinacién de cocaina como un aspecto
ilegal, y por lo tanto, permitiria a las autoridades encargadas de administrar justicia
tomar decisiones juridicas mas adecuadas.

La determinacién de los biomarcadores y el uso de la técnica empleada pueden
servir como base para el desarrollo de nuevas tecnologias que permitan de
manera rapida y efectiva diferenciar los usos de la planta de Erythroxylum coca.
Ademas, se disminuiria significativamente el tiempo del anadlisis de las muestras,
con lo que también se reducirian los costos del proceso, ya que actualmente se
analizan manualmente los espectros y fragmentos de masa para identificar
muchas de estas sustancias. De igual manera, es importante mencionar que los
hallazgos también evitarian errores de deteccion y permitirian dar una
aproximacion para estandarizar las operaciones en el laboratorio.

Otro de los aportes de esta investigacion es que ofrece informacion para que en
estudios posteriores las moléculas candidatas se puedan comparar con
estandares de referencia, lo cual facilitarian en gran medida la identificacion de los
marcadores diferenciales y permitirian mejorar la técnica analitica. Con este
procedimiento, también se podrian realizar analisis cuantitativos que determinen la
cantidad exacta de los componentes en las hojas, ya que actualmente no se
encuentra disponible esta informacién. En este sentido, teniendo como base la
informacion recolectada en el estudio, se adelantarian mas investigaciones sobre
las propiedades fisicoquimicas y caracteristicas farmacoldgicas de las moléculas
ya que como se ha mencionado, aquellas que se encuentran en las hojas
contienen propiedades medicinales. Adicionalmente, seria de vital importancia
indagar mas sobre la farmacocinética de la infusion y el consumo de las hojas de
coca, debido a que hasta el momento es poco conocida.

En este estudio, se analizaron algunos de los compuestos quimicos que se
encuentran en las hojas de coca de Colombia en donde se confirmd que la planta
contiene varios alcaloides, antioxidantes, acidos grasos, entre otros, que sirven
para complementar la caracterizacion de las hojas de coca y permiten diferenciar
el consumo de cocaina como droga de abuso. Por lo tanto, con estos hallazgos se
protegerian las tradiciones vy rituales sagrados de las poblaciones indigenas y se
defenderia el uso de las hojas de Erythroxylum coca como medicina alternativa.
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2.2 MARCO TEORICO
2.21 ANTECEDENTES

El arbusto de Erythroxylum se ha utilizado hace mas de 5000 afos por las
poblaciones andinas para la produccion de sus hojas (Novak, Salemink, & Khan,
1984). El imperio Inca utilizaba las hojas de Erythroxylum coca para mascarlas y
emplearlas como medicamento, debido a sus capacidades de suprimir el hambre,
la sed y el cansancio. Esta practica se denomina “coqueo”, el cual también les
permitia hacer sus rituales y ceremonias religiosas que eran sagradas. Sin
embargo, se afirmaba que las personas pertenecientes a la poblacion que
abusaran de la utilidad de las hojas, con fines recreativos o ludicos eran
“estranguladas y despellejadas” (Cérdoba, 2006). Por lo tanto, ellos defienden la
practica del coqueo como fin terapéutico, tradicion y cultura, y manifiestan que
consumir Erythroxylum coca a no es consumir cocaina.

La primera informacion detallada de los cultivos de Erythroxylum coca aparece en
1553 y en 1844 Gaed Kent aisla la cocaina de hojas de coca brasilefias. Pero su
uso o aplicacion fue a partir del ano de 1859 cuando Albert Nieman empezé a
emplear este alcaloide con fines terapéuticos aislando los cristales puros. Sigmund
Freud y Carl Koller observaron propiedades anestésicas y estimulantes de la
cocaina para el tratamiento de la morfinomania y como anestésico en cirugias
oftalmolégicas. (Sneader, 2005). A finales del siglo XIX, en Estados Unidos se
empieza a comercializar la coca en cigarrillos y soluciones y se inicia la industria
comercial de la cocaina en Peru (1769) y en Colombia (1980). (Cérdoba, 2006).

Habitualmente se consumia la sal de la cocaina, es decir, el clorhidrato de
cocaina, ignorando el uso de la base. A partir de 1984, se inicié en los paises
industrializados el consumo intensivo de cocaina base, lo cual aparté en gran
medida el consumo de cocaina en forma de sal. (Cérdoba, 2006).

2.2.2 GENERO Erythroxylum

Erythroxylum es un arbusto de plantas espermatofitas tropicales que se
caracteriza por tener varias especies de hojas. Estas, difieren de acuerdo a su
aspecto fisico y tamafio y la mayoria de las hojas tienen en su cara superior un
color verde mas oscuro que la cara inferior (UNODC, 2012).
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La clasificacién cientifica del arbusto de Erythroxylum es la siguiente:

Tabla 1. Clasificacion cientifica del arbusto Erythroxylum (Cedro, 2004).

Reino: Plantae
Divisiéon: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Erythroxylaceae

Género: Erythroxylum

De todas las plantas pertenecientes a esta clase, solo dos especies se utilizan
para la produccion de cocaina: Erythroxylum coca Lam 'y Erythroxylum
novogranatense (Morris) Hieron que se cultivan generalmente en América del sur
(Evans, 2009). Para cultivar este tipo de especies, las condiciones ideales serian
que crecieran en altitudes entre 600 y 2000 metros sobre el nivel del mar en
ambientes calientes a temperaturas aproximadas de 20°C y con una humedad del
90%, en suelos arcillosos que contengan abundante nitrdgeno (Cordero Vilca,
2002).

En Colombia se emplean ambos tipos de especies para la extraccion del alcaloide.
Erythroxylum novogranatense posee hojas de color verde-amarillento brillante,
delgadas, con una lamina eliptica y alargada. La planta posee un olor
caracteristico, es frondosa, vigorosa, resistente y crece en presencia de calor y en
épocas de sequia, pero también se cultiva en areas humedas. Inicialmente se
cultivaba en la Costa Caribe y en la Sierra Nevada de Santa Marta. Sin embargo,
en la actualidad se encuentra distribuida en muchos departamentos del pais
(Cérdoba, 2006).

Esta especie consta de dos variedades taxonémicas: E. novogranatense var.
Novogranatense y E. novogranatense var. truxillense (William, 2005).

Imagen 1. Hojas de especie Erythroxylum novogranatense (Morris) Hieron
(William, 2005).
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Erythroxylum coca es un arbusto de configuracién piramidal que alcanza los cinco
metros de altura, con flores de color blanco o amarillo y frutos rojos. Contiene
hojas ovoides y se cultiva a temperaturas entre 15 a 20°C en ambientes humedos
(Cérdoba, 2006). En esta especie existen dos variedades taxondomicas:
Erythroxylum coca var. Coca y Erythroxylum coca Lam. var. ipadu Plowman
(William, 2005).

Imagen 2. Hojas de especie Erythroxylum coca Lam (William, 2005).

Se afirma que generalmente el arbusto E. novogranatense tiene menor cantidad
del alcaloide y que esto genera una mayor dificultad para su extraccion. Sin
embargo, actualmente se obtienen cruces genéticos con el fin de buscar mas
cantidad de cocaina y por lo tanto, se dificulta la clasificacién botanica correcta de
las hojas. (Cérdoba, 2006).

2.2.3 COMPOSICION DE LAS HOJAS DE Erythroxylum coca

Esta investigacion se centro principalmente en el estudio de las hojas de
Erythroxylum coca y por ello, se describira la composicién de este tipo de
especies.

Las poblaciones indigenas afirman que las hojas de Erythroxylum coca tratan
afecciones gastrointestinales, dolores musculares, y trastornos debido a la elevada
altitud. Ademas suprimen la sed, el hambre y les permite trabajar mejor y
eficazmente (Lipp, 2002).

Es importante mencionar que para la obtencion de la cocaina se necesita
aproximadamente entre 115 a 120 kg de hojas de coca para obtener 1 kg del
alcaloide (Calabuig, 2004). Esto, refleja la gran diferencia entre el coqueo y el
consumo de cocaina, ya que las hojas de coca no solo contienen esta molécula,
sino que poseen otros compuestos y otras propiedades que no son perjudicales
para la salud. Entre ellos estan otros alcaloides, flavonoides, taninos, vitaminas,
minerales, entre otros (Jana Olivier, 2012).

Segun la literatura, la hoja de coca puede contener los siguientes alcaloides:
cinamilcocaina, = metilecgonina, benzoilecgonina,  higrina,  cuscohigrina,
tropacocaina, ecgonina metil éster, entre otros, que podrian ser biomarcadores
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candidatos para la diferenciaciéon entre un consumidor de hoja de coca y un
cocaindmano (UNODC, 2012).

2.2.4 ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos organicos de origen vegetal en su mayoria, que
contiene en su estructura basica un sistema heterociclico compuesto por un atomo
de nitrogeno, que le confiere una cierta basicidad dependiendo de los
sustituyentes. Se utilizan restringidamente a bajas concentraciones con fines
terapéuticos debido a sus propiedades tan significativas. La solubilidad de estas
moléculas depende en gran medida del pH, ya que se pueden encontrar en su
estado de base o sal. Las bases son solubles en solventes organicos no polares,
mientras que las sales son solubles en solventes mas polares. Generalmente,
estos alcaloides se encuentran en las hojas, tallos y raices de las plantas
(Bruneton, 1993).

Estudios anteriores han demostrado que los alcaloides encontrados en las hojas
de coca pueden ser biomarcadores para diferenciar entre el consumidor de hoja
de coca y el cocaindbmano. Por lo tanto, el estudio se centro principalmente en la
extraccion de estas moléculas.

A continuacion se describen las principales caracteristicas de los alcaloides de
interés en la investigacion.

Cocaina

La 2-metil-3-benzoilecgonina, conocida normalmente como Cocaina, es un
alcaloide que se obtiene de la purificacién de las hojas procedentes de las plantas
de Erythroxylum coca. En la imagen 3 se encuentra la estructura quimica del
alcaloide (Calabuig, 2004).

Imagen 3. Estructura quimica de la Cocaina

La cocaina (C17H21NO4) tiene un peso molecular de 303,4 g/mol, con un punto
de fusion de 98°C y de ebullicion de 250°C. Es ligeramente soluble en agua (1 en
600 partes) y es soluble en etanol, éter etilico y cloroformo en su estado de base.

En estado de sal, clorhidrato de cocaina, su peso molecular es de 339,8 g/mol y
tiene un punto de fusion de 195°C. El clorhidrato es soluble en agua, etanol y
cloroformo y practicamente insoluble en éter etilico (UNODC, 2012).
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Conocer la solubilidad de la cocaina es clave para la extraccion de los alcaloides
de la hoja de coca, debido a que es la molécula que mas se ha estudiado hasta el
momento, en comparacion con las demas. Ademas, esta investigacion se centré
en las propiedades de la cocaina base, ya que los metabolitos a estudiar
presentan caracter basico.

Higrina

La higrina (CgH15NQO) es uno de los alcaloides mas volatiles que se extrae de las
hojas de coca y contiene un nucleo de pirrolidina con propiedades basicas. Tanto
la Higrina como la Cuscohigrina son productos secundarios de la biosintesis de la
cocaina, por la via de la ornitina por medio del catién N-metil-delta1-pirrolinio
(Bruneton, 1993).

Al parecer tiene una apariencia aceitosa, amarilla y su peso molecular es de
141.21 g/mol. Es soluble en solventes organicos como cloroformo, alcohol, éter
etilico y es ligeramente soluble en agua (UNODC, 2012).

Hasta el momento no se ha encontrado alguna funcion en particular y se afirma
que carece de accion anestésica y farmacoldgica (Novak, Salemink, & Khan,
1984).

La estructura quimica de la higrina es la siguiente:
@)

H3C N

Imagen 4. Estructura quimica de la Higrina
Cuscohigrina

La Cuscohigrina (C13H24N20) es un alcaloide que también contienen anillos de
pirrolidina. La diferencia entre este alcaloide y la higrina, es que la ultima contiene
un anillo pirrolidinico, mientras que la Cuscohigrina contiene dos, como se puede
observar en las imagenes 4 y 5 (Bruneton, 1993). Algunos estudios han
demostrado que su concentracion en las hojas de coca es alta, similar a la
cocaina. Ademas, es posible detectar este alcaloide aun en bajas concentraciones
en la orina, sangre, saliva, sudor y en el cabello (C. Rubio S. Strano-Rossi, 2012).

Posee un peso molecular de 224,3 g/mol y es soluble en cloroformo, etil acetato y
metanol (UNODC, 2012).
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Los estudios reportados afirman que estos alcaloides son buenos candidatos para
diferenciar entre los cocaindbmanos y los consumidores de hoja de coca.

A continuacion se encuentra su estructura quimica:

N N
| |

Imagen 5. Estructura quimica de Cuscohigrina
Cinamilcocaina

La Cinamilcocaina (C19H23NO4) es uno de los alcaloides que se encuentra de
manera abundante en las hojas de coca. Tiene un peso molecular de 329,4 g/mol
y un punto de fusién de 121°C. La base es casi insoluble en agua, pero es soluble
en etanol, éter etilico y cloroformo. La sal es soluble en todos estos solventes
(UNODC, 2012).

Hasta el momento se desconoce la funcién exacta de este alcaloide y se han
realizado estudios en animales donde se descartan propiedades midridticas y
anestésicas. De igual manera, no se ha encontrado que generen alguna accion
farmacoldgica (Novak, Salemink, & Khan, 1984).

La estructura quimica de la cinamilcocaina es la siguiente:

H (¢]
Imagen 6. Estructura quimica de la cinamilcocaina

Metilecgonina

La metilecgonina (C10H17NO3) denominado también como ecgonina metil éster,
es un alcaide que tiene en su estructura un nucleo tropanico con un grupo metilo
como se puede observar en la imagen 7.

Posee un peso molecular de 199,3 g/mol en su estado de base y en su estado de
sal de 235,7 g/mol, con un punto de fusién de 215°C (UNODC, 2012).

Los estudios reflejan que tiene un efecto inhibidor significativo sobre la captacién

de dopamina en la fraccidén sinaptosomal del cuerpo estriado de las ratas (Novak,
Salemink, & Khan, 1984).
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Imagen 7. Estructura quimica de la metilecgonina.
Benzoilecgonina

La benzoilecgonina (C16H19NO4) es el principal metabolito de la cocaina y es
detectado facilmente después del consumo. Aun se desconocen aspectos de su
farmacocinética en humanos, pero se ha demostrado que difiere en gran medida a
la de la cocaina, debido a que puede permanecer mucho mas tiempo en el
organismo. Presenta una semivida plasmatica de 6 a 8 horas y desaparece
lentamente (Fernandez, 2009). Este metabolito se forma por una hidrélisis de la
cocaina que es catalizada por carboxilesterasas en el higado y posteriormente, el
alcaloide es excretado en la orina siendo detectado hasta la semana después de
la absorcién en el organismo (Drugbank, 2007).

Posee un peso molecular de 289,3 g/mol con un punto de fusion 195°C. Tanto la
base como la sal son solubles en agua hirviendo y en etanol (UNODC, 2012).

De este alcaloide se han realizado estudios de farmacologia en las ratas
principalmente, en donde no hay acciones anestésicas considerables pero si una
afeccion en la captacion de dopamina en la fraccién sinaptosomal del cuerpo
estriado de estos animales. A dosis mas altas puede generar piloereccion,
respiracion rapida e hiperactividad.

A pesar de la sintomatologia que se presenta en los animales y de la permanencia
en el organismo, se afirma que la benzoilecgonina es mucho menos téxica que la
cocaina (Novak, Salemink, & Khan, 1984).

A continuacion se muestra la estructura quimica de la benzoilecgonina:

0

HEC\N OH

H O

Imagen 8. Estructura quimica de la benzoilecgonina

Actualmente, se conoce poco sobre las propiedades farmacoldgicas de los
metabolitos de la cocaina. Sin embargo, algunos de estos estudios manifiestan
que tanto cuscohigrina, cinamilcocaina y benzoilecgonina a altas dosis suprimen
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las células formadoras de anticuerpos en las respuestas de las células del bazo en
ratas (Novak, Salemink, & Khan, 1984).

2.2.5 EXTRACCION DE ALCALOIDES

En el presente estudio se pretende identificar alcaloides que permitan diferenciar
entre el consumo de cocaina como droga de abuso y el consumo de la hoja de
Erythroxylum coca. Por esta razén, es de vital importancia emplear la extracciéon
quimica de estos compuestos que serviran como posibles biomarcadores para tal
diferenciacion.

Normalmente los alcaloides se encuentran en forma libre y en sales en las hojas
de coca, junto con los demas componentes. Las hojas de coca deben ser
sometidas a un tratamiento alcalino para separar los alcaloides de las sales (Bello,
2000). Por ejemplo, para la extraccion de cocaina en laboratorios clandestinos, las
hojas se pisan y se tratan con hidréxido de calcio y agua. Luego, se extraen los
alcaloides con un solvente no miscible con el agua, en este caso, la gasolina o
keroseno. Posteriormente, se realiza una extraccion con acido sulfurico y agua, el
cual fija los alcaloides en la fase acuosa en forma de sales (Bruneton, 1993). A
esta mezcla, se adiciona un componente alcalino como hidréxido de amonio, junto
con permanganato de potasio. En este proceso se genera la “cocaina base”, o lo
que en Colombia se denomina “bazuco”. Este, es un producto intermedio de la
refinacion de las sales de la cocaina y contiene un alto contenido de impurezas
como metanol, éter, acetato, acido benzoico, entre otros, que pueden generar
mayor riesgo en la salud fisica y mental (Cérdoba, 2006).

Para obtener la base libre se separan los alcaloides con solventes organicos como
diclorometano, cloroformo, éter etilico y se extrae la fase organica, que
posteriormente se evapora al vacio (Bello, 2000).

La cocaina free base o “crack”, es cocaina base que se obtiene devolviendo la
cocaina sal de alta pureza a cocaina base, donde se utilizan sustancias quimicas
como amoniaco y bicarbonato. El crack es un producto de alto riesgo, su
absorcién es muy rapida en los pulmones y alcanza el cerebro en muy poco
tiempo, ocasionando euforia mas rapida y fuerte (Sifre, 2004). Los riesgos pueden
aumentar cuando también se ingiere simultaneamente alcohol, con el propésito de
generar una estimulacion por parte de la cocaina y un efecto depresor por medio
del alcohol para retardar los efectos que se producen. Esto es peligroso, ya que se
pueden generar graves intoxicaciones agudas ya sea por alcohol o por cocaina.
Particularmente, al realizar esta practica se genera un compuesto llamado
“cocaetileno” (Codrdoba, 2006), que es una molécula que se identifica
frecuentemente en los cocaindbmanos y en las comunidades indigenas, ya que en
muchas ocasiones ellos realizan sus rituales con hoja de coca y alcohol.
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Actualmente, todas estas formas de consumo son las mas comunes. Sin embargo,
la eleccion de la forma de presentacion, depende de la via de administracion que
se vaya a emplear. Por ejemplo, el clorhidrato de cocaina al ser soluble en agua y
termolabil, no se fuma y se utiliza principalmente por inhalacion o por via
intravenosa. Mientras que la base, es mas termo-resistente y no es hidrosoluble,
por lo tanto, si se puede fumar al igual que la pasta y el crack (Cérdoba, 2006).

2.2.6 FARMACOCINETICA DE LA COCAINA

Todas las maneras de consumo anteriormente mencionadas pueden provocar los
efectos caracteristicos de la cocaina, es decir, la inhibicién de la receptaciéon pre-
sinaptica de monoaminas; dopamina, noradrenalina y serotonina, los cuales
generan un aumento de estos neurotransmisores en la sinapsis (Ripoll, 2011). Por
lo tanto, estos mecanismos producen fendmenos de euforia y un gran gasto
energético, generando en muchas ocasiones alta dependencia. En algunos
paises, se aprueba su uso unicamente como anestésico local y vasoconstrictor,
generando un efecto tépico sobre las membranas de las mucosas especificamente
en la cavidad oral, laringe y cavidades nasales. (Brunton, Lazo, & Parker, 2006).
En el caso de la hoja de Erythroxylum coca, el contenido de cocaina se encuentra
entre 0,5y 2,5% (Cdordoba, 2006). De acuerdo a la cantidad de cocaina que se
encuentra en las bolsas de té de coca, se han encontrado varias teorias con
diversas concentraciones. Por lo tanto, se estima que la cantidad aproximada del
alcaloide en una bolsa de té varia entre 20 a 30mg (Suzan Mazor, 2006)

La cocaina se absorbe muy bien, entre el 60 y 80% en las membranas de las
mucosas, Yy en todas las vias de administracién. La distribucion es poco conocida,
pero se afirma que cruza rapidamente la barrera hematoencefélica y la placenta
(ANMAT, 2012).

En cuanto al metabolismo segun la administracion via tépica, la cocaina se
metaboliza por esterasas plasmaticas principalmente, y en el higado se degrada a
benzoilecgonina y ecgnonina metil éster por medio del CYP450. Posteriormente,
se excreta especialmente por la orina con menos del 10% sin cambios y con una
vida media de 0,7 a 1,5 horas. Ademas, este alcaloide también se puede excretar
por la leche materna en el caso de que la mujer se encuentre en estado de
lactancia (Epocrates, 2015) (ANMAT, 2012).

La cocaina puede ser detectada en muestras de sangre hasta las 12 horas y en
orina hasta aproximadamente una semana. También, se puede detectar el
alcaloide en saliva, sudor y en el cabello hasta las 24 horas, 2-3 dias y hasta 1 afo
respectivamente (Barrera & Duque, 2011). Es importante mencionar que la
deteccién de la cocaina dependen de varios factores como la cantidad de cocaina

21



ingerida, del metabolismo de cada persona y de la eliminacién e ingesta de los
liquidos (Franklin Alcaraz del Castillo, 2005).

En cuanto a las dosis toxicas del alcaloide, segun la literatura, la maxima cantidad
de cocaina tolerada en el organismo varia entre 0,3 g por via parenteral y 2,5 g
por via oral. La dosis mortal por via endovenosa para el adulto es mayor de 1
gramo por toxicidad directa sobre el musculo del corazén y la dosis promedio de
abuso por via inhalatoria o por via oral se encuentra entre 8,7 y 14 mg (Cdrdoba,
2006).

Estos datos de concentracién y la farmacocinética del alcaloide son importantes y
se deben tener en cuenta al momento de realizar ensayos clinicos en seres
humanos, ya que estos datos podrian ser una aproximacion de la cantidad
adecuada que se debe utilizar de las hojas de Erythroxylum coca. Ademas, esta
informacion se tuvo en cuenta al momento de recoger las muestras de los
cocaindbmanos. Por lo tanto, estas se recolectaron durante los 4 dias (como
maximo) después del ultimo consumo.

2.2.7 FARMACOCINETICA DE LOS METABOLITOS DE LA HOJA DE COCA

Actualmente poco se conoce de la farmacocinética de los demas componentes de
la hoja de coca. Sin embargo, estudios han demostrado que a partir de las 2 horas
del ultimo consumo de la hoja, en este caso del té, empiezan a aparecer en las
muestras de orina moléculas como benzoilecgonina, que es el principal metabolito
de la cocaina, superando el umbral de registro positivo que es de 300 ng/ml.
Ademas, también se ha encontrado que en las primeras horas de la ingestion los
metabolitos aparecen a concentraciones mayores que en los dias posteriores
(Suzan Mazor, 2006).

Segun los estudios, los metabolitos del té de coca permanecen hasta una semana
en la orina como se habia mencionado anteriormente, por lo tanto, se deben
recoger las muestras durante este intervalo de tiempo. Ademas, se debe tener en
cuenta que la determinacién de los metabolitos, depende de la cantidad de
consumo, el metabolismo del individuo y la cantidad de liquidos que
ingiera/elimine la persona, de manera similar a la detecciéon de cocaina (Franklin
Alcaraz del Castillo, 2005).

2.2.8 DETECCION DE BIOMARCADORES

Como se habia dicho anteriormente, aislar la cocaina de la hoja de Erythroxylum
requiere determinados procesos de extraccion para obtener el alcaloide puro.
Mediante el procedimiento de purificacion, se pierden ciertos alcaloides y otras
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moléculas de la hoja que no representan importancia comercial (C. Rubio S.
Strano-Rossi, 2012). Pero, cuando la hoja de Erythroxylum coca es usada con
fines tradicionales, todos los metabolitos vegetales de la planta incluyendo los
alcaloides, ingresan al organismo siendo posible detectarlos sin metabolizar o
metabolizados en los fluidos corporales. Muchas personas y especificamente la
poblacién Andina utilizan la masticacion o infusion de Erythroxylum coca de
manera tradicional.

Hasta el momento, se han realizado estudios sobre los efectos de la cocaina y la
hoja Erythroxylum coca en el organismo y se han desarrollado ensayos de
estupefacientes. Sin embargo, ha sido de poco interés la diferenciacion de estas
dos practicas en Colombia.

En la literatura se ha mencionado que existe dos alcaloides principales: higrina y
cuscohigrina, que pueden actuar como biomarcadores en la hoja de Erythroxylum
coca, debido a que se encuentran ausentes cuando se realiza la purificacion de la
cocaina (C. Rubio S. Strano-Rossi, 2012). En otro estudio, mediante el analisis de
cabello de voluntarios que mascaron Erythroxylum coca y de cocainbmanos, se
muestra la discriminacion de consumidores de coca y consumidores de cocaina
procesada. Como resultado, se obtuvieron datos cualitativos de higrina y se
detectaron dos metabolitos de cuscohigrina que no se encontraron en el cabello
de los cocaindbmanos (Rubio, Hastedt, Gonzalez, & Pragst, 2014).

Es necesario tener presente, que los estudios que se han realizado se centran en
los estudios y en las hojas de Erythroxylum coca provenientes de cultivos en
Argentina, Bolivia y Peru. Por lo tanto, este proyecto evaludé las hojas de
Erythroxylum coca que son utilizadas en Colombia, para comprobar si estos
compuestos mencionados anteriormente sirven como biomarcadores.
Adicionalmente, se investigd que otros posibles componentes de estas hojas
permiten la diferenciacion de interés en el estudio. Para esto, se empled la técnica
de cromatografia de gases y espectrometria de masas para la identificacion de los
compuestos.

2.2.9 CROMATOQRAFiA DE GASES ACOPLADO A DETECTOR DE
ESPECTROMETRIA DE MASAS

La cromatografia de gases (CG) es la técnica mas ampliamente utilizada para la
separacién y deteccion de compuestos volatiles en mezclas complejas. Tiene alta
sensibilidad, resolucion y permite determinar separaciones mas rapidas en
comparaciéon con otras técnicas analiticas. Ademas, tiene la capacidad de realizar
separaciones de sustancias muy semejantes y requiere poca cantidad de muestra.
(Douglas A. SKOOG, 1997) (Harris, 2006).
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En cuanto a la espectrometria de masas es una técnica analitica que permite
identificar y cuantificar compuestos dilucidando su estructura y propiedades
quimicas por medio de la ionizacion de la muestra. Gracias a esto, se puede
estudiar las masas de los atomos y la fragmentacién de moléculas de una manera

determinada (Harris, 2006).

Esta técnica complementa la separacion por cromatografia de gases,
convirtiéndose en un sistema eficaz para la determinacion de los compuestos que

se encuentran en las hojas de Erythroxylum coca.
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Imagen 9. Diagrama de un cromatografo de gases (Harris, 2006).
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Imagen 10. Diagrama de un espectrémetro de masas (Harris, 2006).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar al menos dos biomarcadores de tipo alcaloidal, que permitan diferenciar
entre el consumo de cocaina como droga de abuso y el consumo de hoja de
Erythroxylum coca.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar en muestras de orina los posibles compuestos quimicos de tipo
alcaloidal de Erythroxylum coca que se encuentren en los consumidores de
hojas o té de coca y en cocaindbmanos.

* |dentificar posibles biomarcadores en los compuestos extraidos.

e Comprobar si los alcaloides Higrina y Cuscohigrina reportados en la
literatura, estan presentes en las muestras y confirman que pueden ser
biomarcadores para la diferenciacion de un consumidor de hoja de
Erythroxylum coca y un cocainbmano.

2.4 VOLUNTARIOS

2.4.1 CONSIDERACIONES ETICAS

Antes de empezar con la investigacion se le brindd la informacion pertinente a las
personas interesadas en participar sobre la justificacion, objetivos y metodologias
del estudio. Ademas, se les explicé adecuadamente los procedimientos y el
propésito de la investigacién, en donde los voluntarios involucrados tenian la
autonomia y libertad de aceptar o rechazar su participacion.

Se realizé un consentimiento informado mediante el cual se garantizaba que el
sujeto habia expresado voluntariamente su intencion de cooperar en el estudio,
después de haber comprendido completamente la informacion que se le habia
suministrado acerca de los beneficios, molestias, derechos, posibles riesgos y sus
respectivas alternativas.

Ademas, en el documento también se hizo una explicacion concisa del proceso a
realizar a los voluntarios interesados en consumir las hojas de coca, con el fin de
evidenciar el interés del voluntario a la exposicion del material en estudio.
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Se consiguieron muestras de orina espontanea de tres grupos de personas de la
siguiente manera:

- Personas consumidoras de cocaina, con ultimo consumo no mayor de
cuatro dias.

- Personas consumidoras de hoja de coca, que aceptaron voluntariamente
tomar infusion de té suministrado por el equipo de investigacion y con un
ultimo consumo no mayor a 24 horas.

- Personas no consumidoras, ni de cocaina procesada, ni té de coca. Este
grupo pertenece a las muestras blanco.

Al aceptar la participacion los voluntarios firmaron el consentimiento informado y
posteriormente, se les realizé una valoracién médica e historia clinica completa
por parte del médico asesor del proyecto. Se evalud el estado de salud actual del
paciente, las manifestaciones clinicas por el consumo de la sustancia en estudio,
sus antecedentes médicos, farmacoldgicos, quirurgicos-alérgicos, entre otros. Con
esta informacion, se determind las personas candidatas de acuerdo a los criterios
de inclusién.

En este estudio, también se tuvo en cuenta la Resolucion No 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud y se siguieron los principios basicos de Helsinki, en donde se
respeta al individuo en su totalidad y se vela ante todo por su salud, vida,
integridad y dignidad. Ademas como se menciond anteriormente, los voluntarios
tuvieron la autonomia y libertad de aceptar o rechazar su participacion.

Durante la eleccion de estos voluntarios, las personas tuvieron la garantia de una
respuesta clara y oportuna a cualquier pregunta del procedimiento y los aspectos
relacionados con la investigacion. A las personas que accedieron a participar, se
les realizd6 un proceso de seleccion de acuerdo a los criterios de inclusion
planteados por el grupo investigador, teniendo en cuenta que estas personas
debian ser ajenas a los cursos dictados por los profesores involucrados en el
estudio o que estuvieran bajo érdenes de los profesionales que participan en la
investigacion.

Es importante aclarar que no se presentd ningun beneficio directo para las
personas involucradas. El beneficio estaba encaminado a la participaciéon en el
procedimiento para demostrar que el consumo tradicional de Erythroxylum coca
difiere en gran medida al consumo de cocaina.

Con respecto a los cocaindmanos, también se les pidié firmar el consentimiento
informado cuando se encontraran en un buen estado de conciencia y se les
explicé de igual manera, el propdsito y el proceso del estudio teniendo en cuenta
todos los aspectos éticos. Sin embargo, algunos de estos voluntarios dieron su
muestra sin aportar datos personales en el consentimiento, debido al temor de ser
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juzgados, por incomodidad o por otras razones que son totalmente respetables.
Ademas, en ningun momento las personas fueron subordinadas u obligadas por
disminucién de su capacidad cognitiva para que participaran.

Todas éstas y demas situaciones que se presentaron, se anotaron
respectivamente en la historia clinica y en el consentimiento informado de cada
persona.

En cuanto a la informacion obtenida durante el proceso, se tuvo la total
confidencialidad de la informaciéon privada y la identificacion de las personas.
Ademas, la informacion se guardé en medios electrénicos con contrasefias y en
lugares que pertenecen unicamente a los investigadores principales. El
consentimiento informado en fisico firmado por los participantes, se guardé en una
carpeta perteneciente a un miembro del grupo investigador y se mantuvo en un
archivador con llave. Por lo tanto, es el unico lugar donde se tiene acceso al
nombre del participante. Por esta razon, cada voluntario se identifico con un
cbdigo que fue empleado en los demas documentos, en los recipientes donde se
recolectaban las muestras y en los resultados. Adicionalmente, todos los archivos
utilizados y guardados en medios electrénicos se encuentran en un pdf encriptado.

También, se tuvo en cuenta los siguientes aspectos éticos:

* “Todo ser humano es autbnomo e inviolable”

* “Todo ser humano tiene iguales derechos”

* “Ningun ser humano tiene derecho a hacer dafo sin necesidad”
* Se le respetara al participante sus derechos y dignidad.

* Se garantizara la proteccién del bienestar de la persona.

Por otro lado, de acuerdo a el articulo 11 de la Resoluciéon No 008430 de 1993, la
clasificacion de esta investigacién fue de riesgo minimo, por tratarse de un estudio
prospectivo que empled el registro de datos a través de un procedimiento comun
que incluye; la evaluacién clinica del participante y la recoleccion de muestra de
orina espontanea.

Esta investigacion pas6 por un proceso de autorizacién por parte del Comité
Cientifico y Comité de Etica de la Universidad Icesi, el cual fue aprobado.

2.4.2 CONVOCATORIA DE LOS VOLUNTARIOS

Para cada grupo del estudio se hicieron convocatorias en diferentes lugares, de la
siguiente manera:
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Grupo consumidor de infusion de coca: se convocaron personas del circulo
social, conocidas y familiares de los integrantes del grupo de investigacion.

Grupo de los cocaindmanos: la convocatoria se realizd en centros de
rehabilitacion, buscando personas recién ingresadas a programas de
desintoxicaciéon. Ademas, también se buscaron personas referidas por familiares y
circulo social.

Grupo control: se convocaron personas conocidas y familiares de los integrantes
del grupo de investigacion.

2.4.3 SELECCION DE LOS VOLUNTARIOS

De acuerdo a la convocatoria de los voluntarios, los sujetos de estudio fueron
seleccionados de acuerdo al cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusién.
Se organizaron en los grupos respectivos y se procedio a recolectar la muestra de
orina de cada participante.

Como se menciond anteriormente, se siguieron las consideraciones éticas de la
Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y se siguieron los principios
basicos de Helsinki.

2.4.4 RETIRO DE LOS VOLUNTARIOS

La persona tuvo la autonomia y libertad de retirar su participacion vy
consentimiento en cualquier momento durante el estudio sin ningun tipo de presion
o0 coaccion. En esta investigacion en particular, ningun participante se retiro
voluntariamente y todos decidieron participar hasta el final.

Se consideraba como retiro de voluntarios, a aquella persona que manifestara de
forma oral o escrita no continuar con el proceso en cualquiera de las etapas del
estudio. En el caso de que la persona se hubiera retirado después de haber
consumido las hojas de Erythroxylum coca, se descartarian los resultados
obtenidos, se eliminarian las muestras y se le hubiera proporcionado el
seguimiento médico si se presentaba algun efecto adverso. Ademas, se respetaria
la confidencialidad de la informacién privada que se alcanzo a recolectar.
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2.5 METODOLOGIA UTILIZADA

La metodologia empleada se basé del estudio “Hygrine and Cuscohygrine as
possible markers to distinguish coca chewing from cocaine abuse in workplace
drug testing” (C. Rubio S. Strano-Rossi, 2012).

Inicialmente se tomé aproximadamente 3 gramos de hojas de Erythroxylum coca
obtenidas de cultivos del departamento del Cauca y 3 gramos de hoja de coca
contenidas en bolsas de té. Estas, fueron alcalinizadas utilizando un tampodn
carbonato/bicarbonato a pH 9. Se dejaron en infusiébn durante 1 dia y
posteriormente se realizé una extraccion liquido-liquido con el reactivo éter etilico.
Se extrajo la capa organica y se evapord el solvente con el sistema Labconco.

Luego de que se evaporara totalmente la capa organica, se reconstituyd con 150
ul de metanol, se agitd y posteriormente se transvaso el contenido a los viales. Por
ultimo, estos viales se llevaron al cromatografo de gases (Agilent 7890b) con
detector de espectrometria de masas (Agilent 5975) para analizar los resultados.

Muestras de orina

A todas las muestras de orina se les realizd el mismo procedimiento. Estas, se
obtuvieron de personas que voluntariamente querian participar en la investigacion
y que eran del circulo social de los investigadores. El grupo investigador se dirigid
al lugar donde se encontraba el participante y a cada persona se le explicd
claramente el motivo de su participacion en el estudio. Posteriormente, se les
entrego6 un consentimiento informado el cual debian leer detenidamente y firmarlo.

Cada participante se identific6 con un cddigo, por ejemplo: C1; C2, que
corresponde a la primera y segunda muestra obtenida de los cocaindmanos. Esto
con el fin de proteger la privacidad del individuo.

Después que se les brind6 esta informacién, se recolectaron las muestras de las
siguiente manera:

Consumidores de hoja de coca

Inicialmente se prepard el té de coca con 2 sobres en una tasa de agua caliente y
se dejo en infusidn aproximadamente por 5 a 15 minutos para poder ser
consumido.

Después, se le entreg6 a cada participante un recipiente anteriormente etiquetado,
con la fecha y codigo para recolectar la muestra de orina. Se le indicé claramente
a cada persona que los recipientes con la muestra se recogerian después de las 3
horas del consumo, maximo 4.
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Las muestras obtenidas se congelaron a -20°C y asi permanecieron hasta su uso.
Muestras de orina de consumidores de cocaina

Para recolectar las muestras de este tipo de consumidores, se contactaron varias
fundaciones y centros de rehabilitacion para encontrar personas que
recientemente ingresaban a las organizaciones y que llevaban pocos dias
después de su ultimo consumo. Con esta informacion, se podia determinar los
candidatos correctos para el estudio que cumplieran con los criterios de inclusion,
debido a que la ultima ingestidén de cocaina no podia sobrepasar de 4 dias.

Otras muestras de cocaindmanos se obtuvieron por medio de personas cercanas
que conocian este tipo de consumidores y que voluntariamente querian participar
en la investigacion.

Es importante aclarar que todas las personas pertenecientes a este grupo estaban
totalmente conscientes de la informacién que se les estaba proporcionando. Sin
embargo, no todos los candidatos aportaron informacion personal en el
consentimiento informado como nombre y numero de identificacion, debido a las
razones que se mencionaron anteriormente.

Muestras blanco

Este tipo de muestras de orina pertenece a las personas no consumidoras, es
decir, personas que no consumieron ni cocaina procesada ni hoja de coca.
También se les ofrecié toda la informacion pertinente al estudio y firmaron el
consentimiento informado.

Procedimiento de las muestras

Las muestras recolectadas de los grupos anteriormente mencionados se
mantuvieron congeladas hasta su uso. Se consiguieron 10 muestras de
consumidores de Erythroxylum coca y no consumidores y 11 muestras de
cocainbmanos.

Se tomd 10 ml de cada muestra y se adicionaron a un tubo coénico. Se afnadié 5 ml
de buffer carbonato-bicarbonato a pH 9, generando un total de 15 ml de volumen.
Se agitoé aproximadamente 30 minutos manualmente y con agitador vortex.

Posteriormente, se separaron los 15 ml en 3 tubos conicos con 5 ml cada uno,
para analizar cada muestra por triplicado. Después, se le adicion6 a cada tubo 3
ml del reactivo éter etilico con agitacion constante durante 30 minutos
manualmente.
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Luego, de cada tubo se tomaron 2 ml de la fase organica y se adicionaron a otro
tubo coénico vacio. Estos tubos se llevaron al sistema RapidVap hasta que se
evaporara completamente el solvente organico.

Posteriormente, se adicioné 150ul de metanol, se agité y luego, ese mismo
volumen se adicioné a los viales. Posteriormente, las muestras se analizaron en el
cromatégrafo de gases con detector de espectrometria de masas.

Estas muestras de orina se procesaron en el laboratorio 202L de la Universidad
Icesi. Este lugar, cuenta con un sistema de extraccidon y ventilacion, balanzas,
sonicador, espectrofotometro UV acoplado a un computador, rotaevaporadores,
entre otros equipos, con su respectiva ficha de funcionamiento. Ademas, posee
instalaciones y medidas de seguridad que evitan accidentes y hay una correcta
clasificacion de los desechos de acuerdo a los riesgos quimicos y bioldgicos con
sus respectivos recipientes. En este estudio, se empled principalmente en cuanto
a equipos, la cabina de bioseguridad y el sistema Rapidvap.

Las muestras procesadas se analizaron en un cromatdgrafo de gases con detector
de espectrometria de masas facilitado por el Instituto Nacional de Medicina Legal
seccional Cali que cuenta con un cuarto especifico de varios de estos equipos con
instalaciones de perfecto funcionamiento para analisis de estupefacientes.

2.5.1 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

2.5.1.1 TIPO DE DISENO

Tipo descriptivo

2.5.1.2 UNIVERSO

La poblacion de consumidores de la hoja de coca en presentacion de té y
consumidores de cocaina procesada en la ciudad de Cali.

2.5.1.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Se tomo6 una muestra significativa que represente la totalidad de la poblacion y
que permita estudiar o determinar sus caracteristicas. Para esto, se recolectaron
31 muestras en total de todos los sujetos de estudio: 10 de consumidores de hoja
de Erythroxylum coca, 10 de no consumidores y 11 de consumidores de cocaina
procesada. A todos estos grupos se les realizd un analisis por triplicado y cada
muestra se revisd con tres bibliotecas especializadas: NIST8.0, NIST11.L vy
Wiley ver 8.
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Las personas elegidas debian ser mayores de edad y debian cumplir con los
criterios de inclusion.

Por tratarse de un estudio bioanalitico de tipo descriptivo en el cual prima la
identificacion de biomarcadores diferenciales, se afirma que es aceptable un
muestreo de 5 individuos de las mismas caracteristicas y que de cada muestra se
realice un analisis por triplicado para que el resultado sea reproducible. Sin
embargo, para reforzar la validez del estudio se recolectaron 31 muestras en total
que se dividen en tres grupos: grupo P (consumidores del té), grupo C
(consumidores de cocaina) y grupo N (no consumidores), como se puede observar
a continuacion en la imagen 11:

Participantes
n=31
| ]
GRUPO P GRUPO C GRUPO N
n=10 n=11 n=10

Imagen 11. Distribucion de los grupos de estudio.

2.5.1.4 UNIDAD DE OBSERVACION

1. Grupo de consumidores de hoja de coca: Individuos mayores de edad
que consuman la hoja de coca de manera tradicional, terapéutica o que
acepten ingerir la infusion de té. Sin comorbilidades y sin uso de
medicamentos farmacoldgicos que interfiera con la observacion de los
resultados.

2. Grupo de consumidores de cocaina procesada: Individuos mayores de
edad que consuman habitualmente cocaina y que su ultimo consumo no
exceda los 4 dias.

3. Grupo control: Individuos mayores de edad, sin comorbilidades y sin uso
de medicamentos farmacoldgicos que interfieran con la observacion de los
resultados. Ademas, sin antecedentes de consumo de cocaina o de hierbas
medicinales que incluyan la hoja de coca.

2.5.1.5 CRITERIOS DE INCLUSION

* Mujeres y hombres mayores de edad.
* Personas que no utilicen medicamentos farmacoldgicos que interfiera la
lectura correcta de los resultados.
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* Personas que tengan disponibilidad del tiempo requerido, para la
recoleccion de las muestras de orina.

2.5.1.6 CRITERIOS DE EXCLUSION

* Mujeres embarazadas.

* Uso de medicamentos farmacolégicos.

* Sujeto que en valoracion médica se encuentre en fase de intoxicacion
aguda por cocaina con incapacidad de tomar de decisiones.

« Ultimo consumo mayor a 4 dias, para consumidores de cocaina.

+ Ultimo consumo mayor a 24 horas, para consumidores de hoja de coca.

2.5.1.7 DEFINICION Y MEDICION DE VARIABLES INDEPENDIENTES

Edad, sexo, etnia, vivienda actual, teléfono de contacto, consumo de hoja de coca,
consumo de cocaina procesada, consumo de sustancias psicoactivas, tiempo de
consumo, patologias.

2.5.1.8 DEFINICION Y MEDICION DE VARIABLES DEPENDIENTES

Como variables dependientes se definen la presencia o ausencia de
biomarcadores candidatos.

2.5.1.9 PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

Se cred una base de datos en Microsoft Excel en donde se encuentran las
moléculas encontradas en los extractos de la hoja de coca provenientes de
cultivos y del té. Ademas, se compararon estos compuestos con las muestras de
orina de todos los consumidores determinando la presencia y la ausencia. La
informacion de las variables dependientes de cada sujeto de estudio con su
respectivo cédigo y el andlisis estadistico de los biomarcadores candidatos se
realizaron aplicando la prueba de y? cuadrado.

2.5.1.10 METODOS O TECNICAS DE RECOLECCION

Se recolectd la muestra de orina de los participantes aptos para el estudio, en un
recipiente plastico de polipropileno de 40 ml, que fue tomada por el mismo
voluntario. Estas muestras se mantuvieron a -20°C hasta su uso y se identificaron
de acuerdo a como se describe en la metodologia. Para realizar el respectivo
analisis, se emple6 un muestreo propositivo donde se integra los sujetos que
cumplan con todos los criterios de inclusion.
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2.5.1.11 ANALISIS ESTADISTICO

Por tratarse de un analisis cualitativo, se utilizd como estadistico la prueba y?
cuadrado de acuerdo a las variables del estudio y las moléculas obtenidas como
posibles biomarcadores.

La variable resultado es dicotdomica, lo cual permiten evaluar la ausencia o
presencia de las moléculas en las muestras.

2.5.1.12 SESGOS POTENCIALES

* Falsedad en la informacién aportada por el participante.
* Fallas de calibracion y mantenimiento de los equipos de analisis.
* Descomposicién de la muestra.

2.5.1.13 POSIBLES EFECTOS ADVERSOS

Hasta el momento no se ha reportado que el consumo de hoja de Erythroxylum
coca presente efectos adversos.

2.5.1.14 CONDICIONES DE ENSAYO

Las muestras de orina se recogieron en recipientes plasticos limpios, después de
la valoracion medica y la firma del consentimiento informado.

En todos los casos, dichas muestras se congelaron inmediatamente después de la
recoleccion y asi se mantuvieron hasta su procesamiento. El sobrante de las
muestras es guardado en el congelador nuevamente hasta su uso posterior.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se empleé un cromatégrafo de gases Agilent 7890b y un detector de
espectrometria de masas Agilent 5975. La columna cromatografia es capilar, HP
5% Phenyl Methyl Silox, con las siguientes dimensiones 30 m x 250 ym x 0.25 pym.
El caudal del gas portador fué de 1mL/min a una presion de 9,954 Psi y la
temperatura maxima del horno es de 325°C con un tiempo de equilibrado de 0,5
min.

En cuanto al detector de masas opera por impacto electronico y la adquisicién de
iones se encuentra entre 50 m/z a 800 m/z.
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2.5.1.15 REALIZACION DEL ENSAYO

Las personas que decidieron participar se ubicaron en los grupos a estudiar, que
se encuentran claramente definidos en el consentimiento informado. A partir de
esta posicion, tomaron su rol en el proceso en donde siguieron correctamente el
procedimiento descrito.

2.5.1.16 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Se tomaron las muestras de orina hasta un tiempo maximo de 4 horas para los
consumidores de la hoja de coca y 4 dias para los consumidores de cocaina
procesada. Cada muestra recolectada se analizo por triplicado.

2.5.1.17 MATRIZ DE MARCO LOGICO

Tabla 2. Matriz de marco légico planteado

Objetivo general

Identificar al menos dos biomarcadores de tipo alcaloidal, que permitan diferenciar entre el
consumo de cocaina como droga de abuso y el consumo de hoja de Erythroxylum coca.

Actividades Supuestos Indicador
Recoleccion de -
informacion Aprobacion de la
L - ibliografi ropuesta or el
Objetivo especifico | bibliografica propuesta - b
1 Comité Cientifico.
. Implementacion del
. Aprobacion del comité | Obtener un
Determinar en | protocolo  para el | /PTOPAC )
. ité  d At de ética de la|listado de los
muestras de orina | cOMIe e ehea y Universidad Icesi y el | alcaloides
los posibles | consentimiento \ cesl y y
inf d Instituto Nacional de | compuestos
compuestos Informaao. - .
N . Medicina Legal. provenientes de
quimicos de tipo
X . las muestras de
alcaloidal de | Obtenciéon de muestras . _—_ )
Erythroxylum coca | de orina de personas Disposicion ~de las | orina  de los
Y y ) P .~ | muestras de orina de | cocaindmanos Yy
que se encuentren | consumidoras de hoja
en los consumidores | E. coca, cocainbmanos las personas | de los  que
de hoias o té de 'muest’ras blanco consumidoras de E. | consumen hoja
! y | coca y cocainébmanos. | de E. coca.

coca y
cocaindmanos.

en

Preparacion de
muestras  (extraccién
liquido-liquido)

de las
utilizando

Analisis
muestras

Disponibilidad de
equipos y materiales
necesarios para la
preparacion de las
muestras y su analisis
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Cromatografia de
gases y espectrometro
de masas.

Disponibilidad de | Obtener un
equipos. cromatograma
Interferencias de la | donde se
matriz que no | diferencien los
Objetivo especifico permitan observar .I(,)S tiemp9§ de
2. Identificar o tiempos d_e ‘retenC|on reter'10|on de las
posibles Id.entlflcamon de | de .Hllgrlna y molequlas
biomarcadores  en blomgrcadores Cuscohigrina y por lo obtenldgs.
los compuestos candidatos. tanto, no se pueda | Determinar
extraidos. hgcer N la | espectros . de
diferenciacion  entre | fragmentacion y
cocainbmano y | patrones de
consumidor de E.|masa de Ilas
coca. moléculas
analizadas.
Objetivo especifico
3.
Comprobar si los
gﬁ:gﬁ%ﬁinilg”na y Anél.isis. estadistico No se observa ReISl.J|FadOS del
reportados en la cuglltatlvo de .Ias claramente los analls’ls.
literatura, estan variables .d’el estudio y tiempos de retencion esta_dls.tlco
presentes en las comparacion - con los y fragmentos de masa cualltatllvo entre
muestras y datos teoricos. de _los alcaloides las ve_lrlables del
confirman que ., candidatos como estud~|o y el
pueden ser Presentaplon del biomarcadores. tamafno de Ia
Informe final. muestra.

biomarcadores para
la diferenciacion de
un consumidor de
hoja de
Erythroxylum coca y
un cocainébmano.
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2.6 RESULTADOS

Para la identificacién de los biomarcadores se analizaron los extractos mediante la
técnica de cromatografia de gases con espectrometria de masas. En el andlisis de
los extractos del té de coca, se encontraron varias moléculas quimicas que entre
las principales se encuentran diversos antioxidantes, acidos grasos y moléculas
que dan aroma a la planta, entre otras. También, se encontraron alcaloides, entre
los cuales se encuentra la cocaina y sus principales metabolitos como
cinamilcocaina, ecgonina metil éster y ecgonidina metil éster.

A continuacién en la tabla 3, se encuentran los principales alcaloides y
componentes de interés con los datos obtenidos del tiempo de retencion y los
patrones de masa caracteristicos de acuerdo a la literatura.

Tabla 3. Moléculas encontradas en el té de coca junto con sus tiempos de
retencién y los patrones de masa.

Tiempo
TE DE COCA de ‘. Patrones de masa (m/z)
retencién
(Min)
Ecgonidina, 9,32 106 | 122 | 138 | 152 | 166 | 181
metil éster
Ecgoninametil |16 45 | 55 | 82 | 96 | 112 | 140 | 168 | 169
éster
Acido
. 13,60 60 73 85 97 | 1151129 | 143 | 171 | 185 | 199 | 228
tetradecanoico
10,18-
bisnorabieta- 16,48 55 73 97 | 105 | 115 129 | 143 | 157 | 199 | 227 | 242
8,11,13-trieno
Acido
. 17,48 60 73 83 | 115129 [ 171 | 185 | 199 | 241 | 255 | 284
octadecanoico
Cocaina 18,30 51 68 82 94 | 105|122 | 152 | 182 | 198 | 272 | 303
Cinamilcocaina 21,77 55 82 96 | 131 | 152 | 168 | 182 | 198 | 238 | 329
1H-Azepina,
hexamdro-1-(1-1 2410 | 55 | 70 | 83 | 98 | 126 | 141 | 154 | 210 | 264 | 363
octadecenil)-

Las imagenes mostradas a continuacion pertenecen a los espectros de los
fragmentos de masa obtenidos de las moléculas mencionadas en la tabla 3. En el
lado izquierdo para el lector, se encuentra el espectro tedrico junto con la molécula
y en el lado derecho se ubica el espectro obtenido experimentalmente que
contiene en su parte inferior el tiempo de retencién. Debajo de estas imagenes, se
muestra la comparacion entre estos dos espectros anteriormente mencionados. El
que se encuentra en color rojo, el superior, pertenece al espectro experimental y el
de color azul, el inferior, corresponde al espectro tedrico.
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Ecgonidina metil éster
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(mainlib) Ecgonidine, methyl ester
Imagen 12. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de Ecgonidina

(TextFile)Scan 683 (9.316 min): COC 2.D\data.ms

Imagen 13. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de Ecgonidina

152
100+
50
181
82 122
57 91 94 106 138 166 |
o 53 5 65 72 ,..1.85 1. 98 H 111 I I 127 N I ' I I |
106 166
138
122 181
50+
100+
152
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
la Scan 683 (9.316 min): COC 2.D\data.ms | Head to Tail MF=949 RMF=961 hd Ecgonidine, methylester

Imagen 14. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de Ecgonidina
metil éster.
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Imagen 16. Espectro experimental de

Imagen 15. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de cocaina.

fragmentacion de masa de cocaina.
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Imagen 17. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de cocaina.
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Imagen 18. Espectro tedrico de Imagen 19. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de fragmentacion de masa de
cinamilcocaina. cinamilcocaina.
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de los espectros de

Imagen 20. Comparacion
cinmailcocaina.
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Ecgonina metil éster
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Imagen 21. Espectro tedrico de

fragmentacion de masa de ecgonina

82
1004
%
501
152
122
55 77 [li0s e 199
| I 239 285

0- T T T T

60 %0 120 150 180 210 240 270

(TextFile) Scan 822 (10.482 min): COC 2-1.D\data.ms

Imagen 22. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de ecgonina
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Imagen 23. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de ecgonina

metil éster.

10,18-bisnorabieta-8,11,13-trieno
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(mainlib) 10,18-Bisnorabieta-8,11,13-triene
Imagen 24. Espectro tedrico de

fragmentacion de masa de 10,18-
bisnorabieta-8,11,13-trieno.
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Imagen 25. Espectro experimental de

fragmentacion de masa de 10,18-
bisnorabieta-8,11,13-trieno.
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Imagen 26. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de 10,18-
bisnorabieta-8,11,13-trieno.
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Imagen 27. Espectro tedrico de Imagen 28. Espectro experimental de
fragmentacion de masa del acido fragmentacion de masa del acido
octadecanoico. octadecanoico.
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|l Scan 1700 (17.848 min): COC 2-1.D\data.ms | Head to Tail MF=854 RMF=879 hd Octadecanoic acid

Imagen 29. Comparacion de los espectros de masa obtenidos del &acido
octadecanoico.
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1H-Azepina, hexahidro-1-(1-oxo-9-octadecenil)-
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Imagen 30. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de 1H-
Azepina, hexahidro-1-(1-0x0-9-
octadecenil)-.
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Imagen 31. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de 1H-
Azepina, hexahidro-1-(1-0x0-9-
octadecenil)-.
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Imagen 32. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de 1H-Azepina,

hexahidro-1-(1-oxo-9-octadecenil)-.
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Imagen 33. Espectro
fragmentacion de masa del
tetradecanoico.
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Imagen 34. Espectro experimental de
fragmentacion de masa del acido
tetradecanoico.
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Imagen 35. Comparacion de los espectros de masa obtenidos del acido
tetradecanoico.

A continuacion se muestra el cromatograma donde se obtuvieron los diferentes
tiempos de retencion.
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Imagen 36. Cromatrograma con los tiempos de retencién de las moléculas
obtenidas en los extractos de té de coca.

En cuanto a las hojas de coca provenientes de los cultivos del departamento del
Cauca, se encontraron muchos de los componentes presentes en la infusion. Sin
embargo, se encontraron otros alcaloides adicionales como, trans-cinamilcocaina,
tropacocaina y el principal metabolito de la cocaina benzoilecgonina.

A continuacién en la tabla 4, se encuentran los principales alcaloides y
componentes de interés encontrados con los datos obtenidos del tiempo de
retencién y patrones de masa.
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Tabla 4. Moléculas analizadas en las hojas de coca con sus tiempos de retencion
y los patrones de masa.

Tiempo de
HOJA DE COCA retencion Patrones de masa (m/z)
(Min)
Ecgonidina, metil 9,367 106122138 152 | 166 | 181
éster
Egonina metil éster 10,466 55 |1 68|82 | 96 | 112 | 140 | 155 | 168 | 182 | 199
Trans-cinamilcocaina 14,484 57 182 |94 |131] 168 | 182 | 198 | 239 | 268 | 300
Benzoilecgonina 15,683 67 | 82 | 105|124 | 140 | 165 | 185 | 285 | 289
Tropacocaina 15,843 51| 67 | 82 | 94 | 105 | 124 | 140 | 146 | 245
Cocaina 18,502 5118294 122 152 | 182 | 198 | 259 | 272 | 303
Cinnamoylcocaine 20,498 551 82|96 131 168 | 182 | 198 | 238 | 298 | 329
Cis-cinamilcocaina 20,532 5518296 131 168 | 182 | 198 | 238 | 298 | 329

Las imagenes siguientes pertenecen a los espectros de los fragmentos de masa
obtenidos de cada molécula mencionada en la tabla 4. Para recordar, en el lado
izquierdo se encuentra el espectro tedrico y en el lado derecho se ubica el
espectro obtenido experimentalmente. En la figura inferior a estas imagenes, se
muestra la comparacion entre estos dos espectros anteriormente mencionados.
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Imagen 37. Espectro tedrico de
de masa
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(TextFile) Scan 689 (9.367 min): COC1.D\data.ms

44

Imagen 38. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de Ecgonidina
metil éster.
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Imagen 39. Comparacién de los espectros de masa obtenidos de ecgonidina

metil éster.
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Imagen 40. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de trans-
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Imagen 41. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de trans-
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Imagen 42. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de trans-

cinamilcocaina.
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Cis-cinamilcocaina
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Imagen 43. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de cis-
cinamilcocaina.
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Imagen 44. Espectro experimental
de fragmentacion de masa de cis-
cinamilcocaina.
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Imagen 45. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de cis-

cinamilcocaina.
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Imagen 46. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de ecgonina
metil éster.
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Imagen 47. Espectro experimental
de fragmentacion de masa de
ecgonina metil éster.
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Imagen 48. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de ecgonina metil

éster.
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Imagen 49. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de cocaina

182
1001
82
504
9 303
o 68 1212 I URNPEL 285
L fushheepupa ofll b . , ,
60 90 120 150 180 210 240 270 300

(TextFile) Scan 1778 (18.502 min): COC1.D\data.ms

Imagen 50. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de cocaina
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Imagen 51. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de cocaina.
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Imagen 52. Espectro tedrico de
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Imagen 53. Espectro experimental de

fragmentacion de masa de fragmentacion de masa de
benzoilecgonina. benzoilcocaina.
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Imagen 54. Comparacion de
benzoilecgonina.
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Imagen 55. Espectro tedrico de
fragmentacion de masa de
tropacocaina

los espectros de masa obtenidos de
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(TextFile)Scan 1461 (15.843 min): COC1.D\data.ms

Imagen 56. Espectro experimental de
fragmentacion de masa de
tropacocaina
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Imagen 57. Comparacion de los espectros de masa obtenidos de tropacocaina

Cinamilcocaina
182
100 82 1004 82
182
96
i ©
NS
50- A 504
131 131
238 329 168
122
168|198
> 15211 Il 570 298 l 35 68
0- " T 0 | = S 0-
50 100 150 200 250 300 350 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330

(mainlib) Cinnamoylcocaine

Imagen 58. Espectro tedrico
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Imagen 60. Comparacion de
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los espectros de masa obtenidos de
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A continuacion, se muestra la posible molécula de higrina obtenida de las hojas de
coca proveniente de cultivos con su respectivo tiempo de retencion.
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Imagen 61. Espectro tedrico de fragmentacion
de masa de higrina

En la siguiente imagen se muestra el cromatograma obtenido de los tiempos de
retencién del extracto de hoja de coca.
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Imagen 62. Cromatrograma de iones con los tiempos de retenciéon de las
moléculas obtenidas en las hojas de coca provenientes de cultivos.

Los resultados mencionados anteriormente se compararon con los obtenidos en
las muestras de orina de cada participante. A continuacion en la tabla 5, se
muestra el resumen del analisis por triplicado de las moléculas observadas en los
extractos de orina de los grupos de voluntarios. Para mayor informacion, todos los
compuestos obtenidos en los extractos del té y las hojas de coca provenientes de
cultivos se encuentran en la primera tabla 14 del anexo 1.
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Tabla 5. Resultados de las moléculas encontradas en las muestras de orina para
los grupos de estudio.

GRUPOS DE ESTUDIO (FRECUENCIA)

MOLECULAS DEL EL TE DE

COCA P (n=10) C (n=11) N (n=10)
Ecgonidine, methyl ester 2 5 0
Cocaine 6 9 0
Ecgonine methyl ester 4 5 0
Butylated hydroxytoluene 10 10 10
5H-benzo(b)pyran-8-
0l,2,3,5,5,8a-pentamethyl- 0 1 0
6,7,8,8a-tetra
Tetradecanoic acid 4 0 1
Hexadecanoic acid, methyl 10 11 10
ester
n.hexadecanoic acid 8 4 1
10,18-bisnor§bieta-8,1 1,13- 8 0 0
triene

Octadecanoic acid 7 1 0
Phenol,2,2-methylenebis[6- y 0 0

(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-
Cinnamoylcocaine 0 2 0

1H-Azepine, hexahydro-1-(1-
5 0 0

oxo-9-octadecenyl)-

Benzoic acid 1 1 0
p-Hydroxycinnamic acid, ethyl 0 > 0

ester
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MOLECULAS DE LA HOJA

DE COCA P (n=10) C (n=11) N (n=10)
Benzoic acid 1 1 0
2-propenoic acid, 3-phenyl-
0 5 1
,methyl ester
Ecgonidine, methyl ester 2 4 0
Ecgonine methyl ester 4 5 0
Butylated hydroxytoluene 10 10 10
Benzene, 1,2,4,5-tetrakis(1- 2 4 0
methylethyl)-
Trans-cinnamoylcocaine 0 2 0
Benzoylecgonine 0 2 0
Tropacocaine 0 1 0
Cinnamoylcocaine 0 2 0
Benzamide,2-hydroxy-N-
(2,2,6,6-tetramethyl-4- 0 0 0
piperidinyl-)
cocaine 5 9 0
Oxirane,2,2-[(1-
methylethylidene)bis(4,1- 1 0 0
phenyleneoxymethyl
8-azabicyclo[3.2.1]oct-2-ene-2-
carboxylic acid, 8-methyl-, 0 2 0
methyl ester, (1r,5s)-
2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-
methyl-2,5-cyclohexadien-1- 7 6 4
one
Allopseudomethylecgonine 1 0 0
Cis-Cinnamoylcocaine 0 2 0
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A continuacion se muestran los graficos de la frecuencia de las moléculas
encontradas en el té y las hojas de coca de acuerdo a los grupos de estudio.

GRUPO P
L GRUPOC
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*Grupo P:
Consumidores
de té de coca
*Grupo C:
Consumidores
de cocaina
*Grupo N: No
consumidores.

FRECUENCIA DE MOLECULAS ENCONTRADAS EN EL TE DE COCA
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Imagen 63. Grafico de frecuencia de moléculas encontradas en el té de coca y en

los grupos de estudio.
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Imagen 64. Grafico de frecuencia de moléculas encontradas en la hoja de coca y

en los grupos de estudio

53




2.6.1 ANALISIS ESTADISTICO

Prueba y? cuadrado en tablas de contingencia

La prueba de y? cuadrado es una prueba no paramétrica que se utiliza para
probar si las frecuencias observadas defieren en forma significativa de las
esperadas bajo la hipotesis nula (Taucher, 1997).

Para realizar esta prueba, primero se plantea la pregunta de investigacion que es
la siguiente:

Existen diferencias significativas entre las moléculas presentes en los
consumidores de hoja de coca con respecto a las encontradas en los
consumidores de cocaina procesada?

A continuacion, se proponen las hipotesis para esta pregunta de investigacion:

Hipoétesis nula (Hy): No hay diferencias entre las moléculas presentes en los
consumidores de hoja de coca y las que se encuentran en consumidores de
cocaina procesada.

Hipoétesis alternativa (H,): Hay diferencias entre las moléculas presentes en los

consumidores de hoja de coca y las que se encuentran en consumidores de
cocaina procesada.

v x? calculado

Para calcular el y? cuadrado se emplea la siguiente formula:

fZ(O—E)Z

En donde,
0;= Frecuencia observada en la celda i
E;= Frecuencia esperada en la celda i

fxc= numero de celdas, se obtiene multiplicando numero de filas (f) por numero de
columnas (c) (Taucher, 1997).
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La E; se calculé como se muestra a continuacion:
E; = (Total fila x total columna)/TOTAL
Datos obtenidos en el analisis de cada una de las moléculas

Tabla 6. Datos correspondientes a la presencia y ausencia de 10,18-bisnorabieta-
8,11,13-triene en el grupo Py C

MOLECULA VARIABLES P C TOTAL
10,18-bisnorabieta-8,11,13- Presencia 8 0 8
triene Ausencia 2 11 13
TOTAL 10 1 21
Tabla 7. Resultados del calculo del y?
Frecuencias Diferencia x? cal
Frecuencia |Frecuencia (0, — E;)?
observada | esperada 0;-E; ~—
0, E; E;
8 3,81 4,19 4,61
2 6,19 -4.19 2,84
0 4,19 -4.19 4,19
11 6,81 4,19 2,58
TOTAL 14,22

Tabla 8. Datos correspondientes a la presencia y ausencia del &acido
octadecanoico en el grupo Py C

MOLECULA VARIABLES

P C TOTAL
P . Presencia 7 1 8
Acido octadecanoico Ausencia 3 10 13
TOTAL 10 11 21
Tabla 9. Resultados del calculo del y?
Frecuencias Diferencia x? cal
Frecuencia |Frecuencia (0, — E;)?
observada | esperada 0;-E; ~—
0, E; E;
7 3,81 3,19 2,67
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3 6,19 -3,19 1,64
1 4,19 -3,19 2,43
10 6,81 3,19 1,49

TOTAL 8,24

Tabla 10. Datos correspondientes a la presencia y ausencia de 1H-Azepine,
hexahydro-1-(1-oxo-9-octadecenyl)- en el grupo Py C

MOLECULA VARIABLES P C TOTAL
1H-Azepine, hexahydro-1-(1- | Presencia 5 0 5
oxo-9-octadecenyl)- Ausencia 5 11 16
TOTAL 10 10 1

Tabla 11. Resultados del calculo del y?

Frecuencias Diferencia x? cal
Frecuencia |Frecuencia (0, — E;)?
observada | esperada 0;-E; S

0, E; E;
5 2,38 2,62 2,88
5 7,62 -2,62 0,90
0 2,62 -2,62 2,62

11 8,38 2,62 0,82

TOTAL 7,22

Tabla 12. Datos correspondientes a la presencia y ausencia del acido
tetradecanoico en el grupo Py C

M OLECULA VARIABLE [ c N | TOTAL

- _ Presencia 4 0 1 5

Acido tetradecanoico Ausencia 6 11 9 26
TOTAL 10 1 10 3
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Tabla 13. Resultados del calculo del x?

Frecuencias Diferencia x? cal
Frecuencia |Frecuencia (0, — E,)?
observada | esperada 0;-E; ~—t

0, E; E;
4 1,61 2,39 3,53
6 8,39 -2,39 0,68
0 1,77 -1,77 1,77
11 9,23 1,77 0,34
1 1,61 -0,61 6,33
9 8,39 0,61 0,04
TOTAL 12,70

v' x? cuadrado critico

Este valor se determiné de acuerdo a la tabla tedrica del y?, en donde se tuvo en
cuenta los grados de libertad y el « de 0,05.

Los grados de libertad se determinan de la siguiente manera:

gl= (f-1)*(c-1), en donde f es el numero de filas y ¢ el numero de columnas.
gl= (2-1)*(2-1)=1

El x? critico para gl=1y «=0,05, es igual a 3,8415.

La mayoria de las moléculas mencionadas anteriormente se analizaron con un gl
de 1. Sin embargo, para el acido tetradecaonico se emple6 un gl=2, por lo tanto,
su valor y? critico es igual a 5,9915.

Como se puede observar en todas las tablas de las moléculas, el y?calculado > y?
critico, por lo tanto, se rechaza la H, indicando que si existen diferencias entre las
moléculas presentes en los consumidores de hoja de coca y las que se
encuentran en consumidores de cocaina procesada.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede afirmar que la presencia de una
sola molécula candidata como biomarcador no es suficiente para hacer la
diferenciacién. Por tal motivo, para este tipo de estudios se recomienda analizar el
conjunto de biomarcadores para confirmar la posible discriminacién de los tipos
de consumo.
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2.7 DISCUSION

En esta investigacion se analizaron las muestras de orina de consumidores de té
de coca, cocaindbmanos y muestras blanco, en donde se hizo un analisis de los
posibles compuestos que puedan diferenciar entre un consumidor de hoja de coca
y un consumidor de cocaina. Para ello, primero se realiz6 un analisis de las
moléculas por cromatografia de gases con deteccion de espectrometria de masas
en hojas de coca provenientes de cultivos y las que se encuentran en las
infusiones de té. Debido a que en la purificacion de la cocaina se pierden muchos
de los compuestos de la hoja de coca, se buscaba determinar moléculas que
prevalecieran en las muestras de orina de consumidores de té de coca y que se
encontraran ausentes en los consumidores de cocaina.

Extractos de hoja de coca y té.

De acuerdo a los espectros de fragmentacion de masas obtenidos de ambos tipos
de material vegetal, se logré determinar varios compuestos en donde se encuentra
el alcaloide de la cocaina y sus metabolitos como ecgnodinina metil éster,
cinamilcocaina, entre otros, como se puede observar en las tablas 3y 4 .

Segun los resultados, en la infusion de té se identificaron varias moléculas
adicionales pertenecientes a antioxidantes y acidos grasos, entre otras, que no se
encontraban en las hojas de cultivo. Esto puede ser debido a que las partes del
arbusto de la hoja de coca se someten a otros procesos que incluyen molienda y
secado y que por lo tanto, puede generar un cambio en la composicion de la hoja
original o la liberacién de otras moléculas.

Para localizar las moléculas obtenidas en este té, se tuvo en cuenta el valor del
ion molecular, el pico base y la abundancia relativa de cada uno de los picos.

Segun la teoria, ecgonidina metil éster posee un pico base de 152 m/z que
contiene la mayor abundancia relativa y un ion molecular de 181 m/z. En el
resultado experimental se identifico esta molécula con una probabilidad del 96.1%
y un tiempo de retencion de 9.316 min en las hojas del té, y en las hojas de cultivo
con una probabilidad del 88.1% y un tiempo de retencién de 9.367 min. En cuanto
a la cocaina, su pico base es de 82 m/z y su ion molecular es de 303 m/z y fue
determinada en las hojas de té con una probabilidad de 91.2% y un tiempo de
retencién de 18.502 min. En las hojas de cultivo este alcaloide se detecté con un
94.2% de probabilidad y con un tiempo de retencion de 18.502 min.
Adicionalmente, se identificod la Cinamilcocaina en el té, que tiene un pico base de
82 m/z y un ion molecular de 329 m/z, con un 85.2% de probabilidad y un tiempo
de retencién de 21.765 min. En las hojas de cultivo se determin6 con el 95.3% de
probabilidad y un tiempo de retencién de 21.841 min.
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El método empleado en este estudio también puede separar los diferentes
isbmeros trans y cis de las moléculas. En las hojas de cultivo se determiné
adicionalmente la trans-cinamilcocaina, que contiene un pico base de 82 m/z y un
ion molecular de 298 m/z, y se detecté con una probabilidad del 72.6% y un
tiempo de retencion de 14.484 min. En cuanto a cis-cinamilcocaina, se detecté con
un pico base de 82 m/z, un ion molecular de 329 m/z y con un tiempo de retencién
de 20.532 min y una probabilidad del 94.5%. También, se identificé la
benzoilecgonina con una probabilidad de 79.2% y un tiempo de retencién de
15.683 min. Su pico base es de 124 m/z y el ion molecular es de 289 m/z. Por
ultimo, la tropacocaina contiene un pico base de 124 m/z y un ion molecular de
245 m/z y se determin6 con una probabilidad de 97.4% y un tiempo de retencién
de 15.843 min. Todos los picos base mencionados fueron detectados con la
maxima abundancia relativa caracteristica de las moléculas descritas en la teoria.

En cuanto a las moléculas de higrina y cuscohigrina no se detectaron con el
método empleado, por lo tanto, se buscaron cuidadosamente en cada una de las
sefales del cromatograma de iones y patrones de fragmentacién de masas y se
compararon con los reportados en la literatura. Es importante mencionar que los
estudios anteriormente realizados que identifican a estos dos alcaloides como
biomarcadores, empleaban hojas de cultivo provenientes de Argentina. En esta
investigacion se pretendia comprobar si en las hojas de coca de Colombia,
especificamente en la infusibn de té se encontraban estas moléculas. Sin
embargo, en ninguno de estos tipos de material vegetal se logré determinar
cuscohigrina a pesar de realizar varias extracciones. Solo en las hojas de coca
provenientes de cultivos se logré identificar un espectro similar a la molécula de la
higrina, ya que sus sefales concordaban con muchos de los picos caracteristicos
de su estructura tedrica.

Sin embargo, en el extracto del t¢ no se determinaron estas moléculas y esto se
puede atribuir a que en el proceso de fabricacidon del té se requiere un proceso en
donde las hojas son seleccionadas, trituradas, sufren molienda y secado y esto,
puede cambiar la composicion original de la hoja.

En los estudios anteriores en donde se comprueba que higrina y cuscohigrina son
biomarcadores diferenciales se emplearon sujetos que masticaban las hojas de
coca por horas. Por lo tanto, estas hojas no sufrian ningun tratamiento adicional en
comparacién con las hojas del té. Ademas, estos estudios se realizaron en zonas
geograficas diferentes del continente sur americano con diferentes condiciones de
cultivo, composicion de suelo y factores ambientales. Adicionalmente, han existido
cruces entre las especies lo que dificulta la correcta clasificacion botanica de las
plantas. En este mismo sentido, la cantidad de cocaina y de los alcaloides
presentes en las hojas de coca también dependen de otros factores como: el
tiempo en analizar la muestra después de su recoleccion, las condiciones de
almacenamiento y la fraccion y la edad de la hoja, ya que se ha demostrado que
las hojas jovenes de las ramas terminales en desarrollo reproductivo contiene un
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mayor contenido de alcaloides, en comparacion con las hojas maduras. (Johnson,
1995).

En esta investigacion se emplearon dos tipos de hojas. Primero se uso hojas
Erythroxylum coca Lam maduras provenientes de Argelia en el occidente del
departamento del Cauca. Argelia es un municipio montafioso que se encuentra a
una altitud de 1,250 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura media de
24°C (Sitio oficial de la Alcaldia de Argelia-Cauca, 2015).

Por otro lado, se encuentran las hojas del té “Biococa”, que es un producto
comercializado por la comunidad indigena. Las hojas son trituradas y secadas y se
disponen en bolsas para consumir en infusion. Cada bolsa tiene aproximadamente
un gramo de hoja de coca y su presentacion para el comercio es en cajas de 50 o
100 sobres. La fabricacion de este producto se realiza actualmente en Bogota,
pero la materia prima proviene de Nueva Segovia de San Esteban de Caloto en el
departamento del Cauca. Caloto se encuentra situado en el norte de este
departamento con una altura de 1,100 metros sobre el nivel del mar, temperatura
media de 25°C y humedad del 60% (Sitio oficial de la alcaldia de Nueva Segovia
de San Esteban de Caloto, 2013).

De acuerdo a la literatura, ambos tipo de cultivos cumplen con la mayoria de las
condiciones para el crecimiento 6ptimo de la planta. Ademas, estas hojas son muy
comercializadas como materia prima y son distribuidas en todo el pais por
diferentes marcas comerciales.

Muestras de orina

Para estos analisis, primero se seleccionaron los compuestos presentes tanto en
el té de coca como en las hojas de cultivo y se buscaron estos compuestos en las
muestras de orina de todos los grupos del estudio.

En las muestras de los consumidores del té (Grupo P) aparecen algunos
alcaloides, incluyendo la cocaina y sus metabolitos como ecgonina metil éster y
ecgonidina metil éster. Seis de diez personas pertenecientes a este grupo tuvieron
resultado positivo para cocaina y en las cuatro restantes, se encontraron los
metabolitos que de igual manera confirman la presencia del alcaloide. Lo anterior
sugiere que al realizar un analisis de estupefacientes a una persona que ha
consumido aunque sea una bolsa de té de coca, tiene como resultado la presencia
de cocaina o sus metabolitos como se menciona en algunos estudios previos. Por
lo tanto, se evidencia la importancia de diferenciar entre los dos tipos de consumo,
ya que los biomarcadores permitirian simplificar la toma de una decision judicial o
los procedimientos rutinarios que realizan los profesionales sanitarios.

En cuanto a la higrina y cuscohigrina, los alcaloides anteriormente mencionados
que son reportados como biomarcadores en este tipo de muestras, no fue posible
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detectarlos debido a que no se encontraban en los extractos del té utilizados en el
estudio. Por consiguiente, en los extractos de orina de consumidores de esta
infusién, no se encontrarian los citados compuestos. Un factor que influye sobre
los resultados es que posiblemente en las especies cultivadas en Colombia no se
encuentren estos alcaloides, ya que se analizaron dos tipos de hojas y no se
identificaron estas estructuras a pesar de que se encontraban casi en la misma
zona geografica, especificamente en el departamento del Cauca con condiciones
similares. Debido a esta situacion, se buscaron otros componentes no alcaloides
que pudieran servir como biomarcadores y se encontraron principalmente 4
compuestos que se encontraban presentes en las muestras de la mayoria de los
consumidores de té de coca y ausentes en los consumidores de cocaina y
muestras blanco.

Estas moléculas encontradas son: 10,18-bisnorabieta-8,11,13-triene,
Octadecanoic acid, 1H-Azepine, hexahydro-1-(1-oxo-9-octadecenyl)- y &acido
tetradecanoico. También, se encontraron otros compuestos pero en menor medida
y se encuentran en la tabla 5.

El compuesto mas frecuente en estos consumidores es 10,18-bisnorabieta-
8,11,13-triene (C18H26) que contiene un peso molecular de 242,399 g/mol
(PubChem Compound). No se conoce exactamente su funcién pero se ha
mencionado en estudios de compuestos volatiles para identificar moléculas que
generan la fragancia en algunas flores como citrus grandis (Zakaria, Zakaria, &
Ishak, 2010).

En cuanto al acido octadecanoico (C18H3602) o comunmente llamado acido
estearico, es un acido graso alifatico saturado de cadena larga que se encuentra
normalmente en algunos aceites vegetales y animales. Se caracteriza por ser
empleado ampliamente en el campo industrial y su peso molecular es de 284,48
g/mol (Drugbank, 2007), (William Eduardo Herrera Agudelo, 2006).

Otra molécula determinada fue el acido tetradecanoico (C14H2802) o &cido
miristico, que es un acido graso alifatico saturado que se encuentra en algunos
aceites vegetales como el aceite de palma y la nuez moscada. Posee un peso
molecular de 228,3709 g/mol (Drugbank, 2007), (William Eduardo Herrera
Agudelo, 2006).

Y por ultimo se encuentra el 1H-Azepine, hexahydro-1-(1-oxo-9-octadecenyl)-
(C24H45NO) el cual tiene un peso molecular de 363,6202 g/mol (PubChem
Compound) y hasta el momento no se conoce exactamente su funciéon en las
hojas de las plantas.

En cuanto a los cocaindbmanos, también se detectdé cocaina, ecgonindina metil
éster, ecgonina metil éster, cinamilcocaina, benzoilecgonina, tropacocaina,
cinamilcocaina, trans y cis cinmailcocaina. Estos alcaloides se identificaron
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principalmente en personas que de acuerdo a la historia clinica tienen una
frecuencia de consumo alta del alcaloide y que por tanto, los metabolitos
prevalecen en el organismo encontrandose en mayor cantidad en comparacién
con las personas que consumen ocasionalmente. Ademas, algunos de estos
individuos no consumen la cocaina pura en forma de clorhidrato, si no que optan
por presentaciones econdémicas como el bazuco o el crack que contienen un alto
grado de impurezas.

En muchas de estas personas también se logré identificar la molécula de
cocaetileno que es un producto del metabolismo de etanol y cocaina. Esto
generalmente se observd en las personas que consumen eventualmente, ya sea
un fin de semana o una fiesta. Estos aspectos estan relacionados directamente
con la farmacocinética del alcaloide, pues como se habia mencionado
anteriormente la determinacion de ellos depende de la cantidad ingerida, del
metabolismo de cada persona y de la eliminacién e ingesta de los liquidos
(Franklin Alcaraz del Castillo, 2005).

Un aspecto importante que se determind en la investigacién con respecto a este
grupo de consumidores (Grupo C), es que se detectd el compuesto 2-acido
propenico, 3-fenil-, metil éster presente en estas muestras, que se encontraba
ausente en las muestras de los consumidores de té de coca. Por lo tanto, esta
molécula ofrece la posibilidad de servir como biomarcador para corroborar el
consumo de cocaina como droga de abuso.

El 2-acido propenico, 3-fenil-, metil éster (C10H1002) o metil cinamato, tiene un
peso molecular de 162, 1852 g/mol y es un acido organico que se encuentra en
los aceites vegetales de varias plantas como en algunas variedades de albahaca
(Ocimum spp) (Vifia & Murillo, 2003). Esta molécula no se confirmé en todas las
personas por lo que se requeririan estudios posteriores que permitan aprobar esta
afirmacién.

Por otro lado, en las muestras blanco (Grupo N) no se observé ningun alcaloide y
tampoco se encontraron los compuestos candidatos para ser marcadores
diferenciales, como era de esperarse. Estas muestras sirvieron en gran medida
como control para probar la presencia de los componentes de interés en las
muestras de orina.

Los resultados obtenidos de esta investigacion aportaran informaciéon como base
para realizar futuros estudios que permitan complementar el analisis de las
moléculas y da herramientas para poder diferenciar eficazmente los tipos de
consumo cuando se encuentra un resultado positivo para cocaina. Por lo tanto, se
puede afirmar que no solo los alcaloides pueden ser biomarcadores diferenciales
como se habia mencionado en estudios anteriores, si no que también, pueden
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existir otros compuestos como algunos acidos grasos que puedan hacer tal
diferenciacion y faciliten la toma de decisiones judiciales.

En cuanto a los objetivos planteados en este estudio, estos se realizaron de
acuerdo a los reportes cientificos en donde se afirma que los alcaloides podian ser
marcadores diferenciales, por lo tanto, se queria analizar estas moléculas en las
hojas de coca colombianas. Sin embargo, se determinaron otros compuestos de
tipo no alcaloides que pueden en conjunto servir como marcadores y que
ayudarian a cumplir el propésito principal del estudio que es diferenciar entre los
consumidores de cocaina y consumidores de hoja de coca. Ademas, fue posible
realizar una caracterizacién de los compuestos quimicos de Erythroxylum coca
presentes en todos los grupos de estudio y se identificaron las moléculas de
interés. También, se encontré que la higrina y cuscohigrina no se encuentran en
las hojas de coca analizadas.

Como se habia mencionado anteriormente la hoja de coca se utiliza por sus
propiedades medicinales hace siglos de antigiedad por muchas personas. El
estudio de estas caracteristicas ha sido un aspecto de poca importancia en
Colombia, pues las investigaciones se han centrado en el alcaloide de la cocaina,
a pesar de que la hoja contenga otros componentes importantes. Por lo tanto, el
estudio de la hoja de coca merece toda la atencion e investigacion pertinente para
determinar no solo la composicién de las hojas, si no también, sus propiedades
farmacoldgicas, pues podria ser una solucién natural a varios problemas de salud
actuales. Con respecto a estas propiedades, se ha demostrado la influencia de la
coca sobre la funcion cardiovascular y respiratoria en voluntarios, en donde se
confirma un beneficio en el rendimiento de varias actividades en las grandes
altitudes (Biondich & Joslin, 2015). Ademas, la hoja se ha caracterizado por su
actividad anestésica, digestiva, diurética, entre otras, que en nuestro pais seria de
gran utilidad como medicina alternativa. Por ello, la informacién planteada en esta
investigacion permitira proporcionar conocimientos que les permita a los
organismos judiciales determinar cuando existe realmente un agravante punitivo,
favoreciendo a aquellas personas que utilicen la hoja de coca como tradicion,
cultura o con fines medicinales.

En cuanto al método utilizado en el estudio, se puede afirmar que es apto debido a
que se logré encontrar en las muestras de orina muchos de los alcaloides
presentes en las plantas, los cuales fueron comparados con los datos tedricos
para confirmar las moléculas. Ademas, se identificaron otros compuestos no
alcaloides diferenciales del tipo de consumo. Sin embargo, para corroborar estos
procedimientos se requieren estudios posteriores que permitan complementar los
resultados obtenidos.
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Limitaciones

Una de las limitaciones presentadas en el estudio fue la disponibilidad de las
muestras de orina principalmente de los voluntarios captados para el grupo de
consumidores de cocaina, debido a que manifestaban incomodidad en dar su
muestra por temor de ser juzgados socialmente a pesar de que se les explicd
claramente los aspectos éticos incluyendo la confidencialidad.

En cuanto a la recoleccion de las muestras de orina de los voluntarios captados
para el grupo de consumidores del té de coca, también se generaron dificultades
en recolectar las muestras de orina pues a algunos de los participantes les resultd
molesto contactarlos nuevamente. Ademas, se requeria que la persona tuviera
disponibilidad de tiempo para la recoleccién de la muestra en las 3 horas
posteriores del consumo, maximo 4. No obstante, se consiguié el numero de
muestras planteadas, pertenecientes a los grupos de estudio, desde el principio de
la investigacion gracias a la colaboraciéon de las fundaciones de rehabilitacion y
circulo social de los investigadores principales.
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2.8 CONCLUSIONES

Se logré identificar posibles biomarcadores presentes en muestras de orina de
consumidores de té de coca que se encontraban ausentes en los consumidores de
cocaina. Entre los principales se encuentran: 10,18-bisnorabieta-8,11,13-triene,
acido octadecanoico, acido tetradecanoico y 1H-Azepine, hexahydro-1-(1-oxo-9-
octadecenyl)-. Estos compuestos en conjunto pueden ser utiles para diferenciar
entre los dos tipos de consumos.

Se caracterizaron los componentes que normalmente se encuentran presentes en
las hojas de coca provenientes de cultivos y las del té, en donde se encontraron
varios alcaloides incluyendo la cocaina y sus metabolitos. Ademas, se analizaron
otros compuestos volatiles no alcaloides en los dos tipos de material vegetal.

Se realizé un listado de todas las moléculas presentes en todos los grupos de
consumidores para determinar los biomarcadores candidatos.

Se detecté un espectro similar a la molécula de higrina en las hojas de coca
provenientes de cultivos. Sin embargo, en los consumidores de infusién de coca
no fue posible determinarla debido a que este alcaloide no se encontraba en el
extracto del té de coca.

El analisis estadistico para datos cualitativos dio como resultado, que si existen
diferencias entre las moléculas candidatas a biomarcadores presentes en los
extractos de orina de voluntarios consumidores de té de hoja de coca y las que se
encuentran en consumidores de cocaina procesada o cocaindmanos.
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2.9 RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la caracterizacion botanica de los compuestos de la
especie de hoja de coca, debido a que es un factor clave para determinar los
biomarcadores candidatos.

Es importante tener en cuenta que la cantidad de alcaloides depende de las
condiciones ideales de crecimiento de la planta que se mencionaron en el
documento y la farmacocinética en el organismo de los voluntarios.

En lo posible, realizar el mismo procedimiento con personas que mastiquen o
masquen las hojas de coca debido a que este estudio se realizé con las personas
que consumieron la infusién. Ademas, en algunos de los estudios realizados
emplean este tipo de voluntarios y los biomarcadores reportados en la literatura se
obtuvieron con este procedimiento.

Se recomienda recoger las muestras de orina después del ultimo consumo en
varios intervalos de tiempo (horas y dias) para determinar el momento de mayor
concentracion de las moléculas de estudio, ya que algunas pueden ser eliminadas
con mayor rapidez dependiendo del tamafio del compuesto y de los grupos
funcionales.
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2.11 ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 14. Total de moléculas obtenidas en los extractos de hoja de coca

MOLECULAS OBTENIDAS EN EL TE DE COCA

Ecgonidine, methyl ester

Acido acético 5-(2,2-dimethyl-6-oxocyclohexylidene)-3-methyl-pent-3-enyl ester

5-(7a-isopropenyl-4,5-dimethyl-octahydroinden-4-yl)-3-methyl

Cocaine

Benzaldehyde diethylacetal

2-propenoic acid, 3-phenyl-

Ecgonine methyl ester

Butylated hydroxytoluene

2(4H)-benzofuranone, 5,6,7,7a- tetrahydro-4,4,7a-trimethyl- (

Benzothiazole, 2-(methylthio)-

2 (3H)-Benzothiazole

5H-benzo(b)pyran-8-0l,2,3,5,5,8a-pentamethyl-6,7,8,8a-tetra

Tetradecanoic acid

Hexadecanoic acid, methyl ester

N,N-dicyclohexyl-phthalamide

n.hexadecanoic acid

10,18-bisnorabieta-8,11,13-triene

Octadecanoic acid

Phenol,2,2-methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-

8,14-seco-3,19-epoxyandrostane-8,14-dione,17-acetoxy-3

1-phenanthrenecarboxylic acid, 1,2,3,4,4a,9,10,10a,-octah

Ehtyliso-allocholate

Benzothiazole,2-propyldithio-

Cinnamoylcocaine

2-tert-butyl-6-(3-tert-butyl-2-methoxy-5-methylbenzyl)-4-methyl

1H-Azepine, hexahydro-1-(1-oxo-9-octadecenyl)-

Dibenz[a,c]cyclohexane,2,4,7-trimethoxy

2,4,6,8,10-tetradecapentaenoic,9a-(acetyloxy)-1a,1b

Cholest-5-en-3-one

Pyrrolidine,[(3beta)-3-(acetyloxy)-20-methyl-21-oxopregn-5-en

7,8-epoxylanostan-11-ol,3-acetoxy-

Cyclohexane, isocyanato

Benzoic acid

3-acetyl-N-methyl-tomatidine

p-Hydroxycinnamic acid, ethyl ester

6-beta-Hydroxyfluoxymesterone

2-quinoxalinecarboxamide, 3-amino-6,7-difluoro-.1,4-dioxi
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MOLECULAS OBTENIDAS EN LA HOJA DE COCA PROVENIENTE DE CULTIVOS.

1-benzoyl-2-(pyrrolidinomethyl)piperidine

Heptanediamide, N,N-di-benzoyloxy-

Henzoic acid

2-propenoic acid, 3-phenyl-,methyl ester

Ecgonidine, methyl ester

2-propenoic acid, 3-phenyl

7-methoxy-2,2,4,8-tetramethyltricyclo[5.3.1.0(4,11)undeca

Ecgonine methyl ester

Butylated hydroxytoluene

2 (4H)-benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-trimethyl- (

Benzene, 1,2,4,5-tetrakis(1-methylethyl)-

3-hydroxy-7,8-dihydro-beta-ionol

Benzoic acid, 3,5-bis (1,1-dimethylethyl)-4-hydroxy-methyl

Trans-cinnamoylcocaine

Dibutylphthalate

Benzoylecgonine

Tropacocaine

Cinnamoylcocaine

Benzamide,2-hydroxy-N-(2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinyl-)

Cocaine

Phenylacetoxyecgonine methyl ester

Androst-5,7-dien-3-ol-17-one

Oxirane,2,2-[(1-methylethylidene)bis(4,1-phenyleneoxymethyl

9-(2,2-dimethylpropanoilhydrazono)-3,6-dichloro-2,7-bis-[2-

4,4-ethylenebis(2,6-di-tert-butylphenol)

7,8-epoxylanostan-11-ol,3-acetoxy-

8-azabicyclo[3.2.1]oct-2-ene-2-carboxylic acid, 8-methyl-, methyl ester, (1r,5s)-

2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-methyl-2,5-cyclohexadien-1-one

Allopseudomethylecgonine

1ah,5ah-tropane-2B3-carboxylic acid, 33-hydroxy-, methyl ester

2(4h)-benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-6-hydroxy-4,4,7a-trimethyl-, (6s-cis)-

Methyl 3-(benzoyloxy)-8-methyl-8-azabicyclo[

Methyl 8-methyl-3-(pentanoyloxy)-8-azabicyclo[3.2.1]octane-2-carboxylate #

8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl benzoate

8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl tropate

8-Azabicyclo[3.2.1]octan-3-ol, 6-methoxy-8-methyl-

Phenylacetoxyl ecgonine methyl ester

Cis-Cinnamoylcocaine

Trans-Cinnamoylcocaine
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Anexo 2. Formato de consentimiento informado.

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES QUE DESCARTEN LA PRESENCIA DE COCAINA
COMO DROGA DE ABUSO”

PROTOCOLO: I-INML1

INVESTIGADOR PRINCIPAL:, DIANA GAONA ACEVEDO QF (Estudiante) - FRANKLY JAVIER URBANO CERON QCO.
Ms Ciencias biomédicas.

INSTITUCION: INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA LEGAL SEDE CALI, UNIVERSIDAD ICESI.
PATROCINADOR: UNIVERSIDAD ICESI

TELEFONO CONTACTO: 5552334 ext 8342

COMITE DE ETICA: Comité de Etica Humana de la Universidad Icesi

Se invita a participar en el estudio “Identificacion de biomarcadores que descarten la presencia de cocaina como droga de
abuso”. Su participacion en la investigacion es estrictamente voluntaria, es decir, usted puede optar por cooperar o negarse
de hacerlo. En este formulario de consentimiento se describe el propdsito, procedimientos, beneficios y riesgos del estudio,
asi como la manera de cémo se usara su informacién y quienes podran verla.

El personal del estudio le respondera todas las preguntas que usted tenga sobre este formulario o el estudio. Lea
detenidamente este documento y si después de leer usted decide participar, se le pedira que lo firme en compafiia de un
testigo. Ademas, se le entregara una copia firmada y fechada para que la conserve en su poder.

PROPOSITO Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

Se le esta invitando a participar en un estudio que tiene como propésito diferenciar entre una persona que consume hoja
de Erythroxylum coca y una persona que consume cocaina como droga de abuso, a través del andlisis de muestras de
orina humana.

Para esto, se identificaran biomarcadores que se encuentren presentes en los consumidores de hoja de Erthroxylum coca y
ausentes en los consumidores de cocaina. El estudio se realizara bajo la direccion de Frankly Urbano (Quimico- Ms) y
Diana Gaona Acevedo (Estudiante de Quimica Farmacéutica).

El estudio contara con la participaciéon de 30 individuos y tendré una duracién de 6 meses desde la recoleccién de la
muestras hasta el andlisis final de los resultados obtenidos.

Si usted decide participar, debera saber que existen tres grupos de consumidores dentro del estudio:

GRUPO N: Individuo mayor de edad, sin comorbilidades, sin antecedentes de consumo de psicofarmacos o de
hierbas medicinales que incluyan la hoja de coca.

Grupo P: Individuos mayores de edad, sin comorbilidades, sin uso de medicamentos farmacologicos los cuales
hacen uso de la hoja de coca de manera tradicional, terapéutica o que reciban infusién de té de coca
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proporcionado por el equipo de investigacion.
Grupo C: Individuos mayores de edad, sin comorbilidades, que consuman habitualmente cocaina
Ademas, este estudio se compone de:

* Un periodo de 2 meses de convocatoria y seleccién de los participantes.

* Una vez cumpla con los criterios de seleccion, usted debera firmar este consentimiento, se le realizara una
valoracién médica y se recolectara su muestra de orina.

» Si usted pertenece al Grupo P y recibi6 infusion de té de coca por parte de nuestro equipo, se analizaran las
posibles reacciones o eventos adversos y se le brindard un seguimiento médico hasta las 24 horas por via
telefonica.

* También este estudio se compone de un periodo de analisis de muestras, tabulacién de datos y analisis de los
resultados obtenidos.

En resumen su participacion activa en nuestro estudio sera del tiempo necesario para recibir la explicacion del protocolo de
estudio, realizar lectura y comprension del formulario de consentimiento informado, la valoracién médica, la ingesta de la
infusién proporcionada (si es el caso), y la recoleccion de la muestra de orina espontanea.

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO:

Si usted decide participar, se hara una recoleccion de los datos demograficos, evaluacion de seleccién inicial y se le
realizardn preguntas sobre su historia clinica, sus antecedentes personales, el uso de medicamentos y sus habitos.
Ademas, se le realizard un examen fisico externo que incluiré la toma de presién arterial, frecuencia cardiaca y frecuencia
respiratoria.

Usted se ubicara en alguno de los tres grupos estudio mencionados anteriormente y se le asignara un cddigo de
identificacion que garantice la confidencialidad de la informacion privada. Este codigo esta compuesto por un literal seguido
de un numero de la siguiente manera:

Literal P: Perteneciente al grupo de consumidores de hoja de coca.
Literal C: Si es consumidor de cocaina procesada.
Literal N: Perteneciente al grupo de personas no consumidoras.

En todos los casos se adicionara el nimero consecutivo de acuerdo a la cantidad de personas que participen en el estudio.
Ejemplo: P-10: Consumidor numero 10 del grupo de consumidores de hoja de coca.

Si usted pertenece al Grupo P y va recibir la infusion de té de coca, el equipo de investigacion le brindara un vaso con
agua tibia que contiene 2 sobres del té “Biococa” para su consumo inmediato. En el caso de que no salgan los resultados
esperados, el grupo investigador podra contactarse nuevamente con estos voluntarios para una nueva ingestion del té con
la respectiva recoleccion de la muestra.

Posteriormente, se le pedird que deposite su muestra de orina en un frasco plastico proporcionado por el grupo
investigador el cual tendra su cédigo de identificacion y la fecha.

Una vez usted nos proporcione su muestra esta sera almacenada en un congelador a -20°C, hasta el momento del
andlisis.
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RIESGOS Y POSIBLES MOLESTIAS.

En este estudio no se llevan a cabo procedimientos invasivos que generen algun tipo de riesgo o de disconfort personal
para los participantes.

En cuanto a los individuos pertenecientes al Grupo P que reciban infusion de té de coca, no se espera ningun tipo de
reaccion adversa ya que hasta el momento no se ha reportado esta informacién.

POSIBLES BENEFICIOS

Si desea participar en la investigacion, tenga en cuenta que no se presentara ningun tipo de beneficio directo para usted. El
beneficio estara encaminado a su participacién en el procedimiento para demostrar que el consumo tradicional de
Erythroxylum coca difiere en gran medida al consumo de cocaina.

Es importante aclarar que como participante tendra informacién sobre los resultados que se obtengan durante toda la
investigacion si usted lo desea.

Desea recibir informacion de los resultados? S NO__
Direccion:
Email:

GASTOS PARA USTED

Usted no tendra que pagar nada para participar en el estudio. Todos los costos de los procedimientos, productos
requeridos, procesos quimicos, tabulacion y andlisis de resultados seran cubiertos por el patrocinador del estudio.

REMUNERACION
Usted no recibira ningun pago por participar en este estudio.
PARTICIPACION Y RETIRO DE VOLUNTARIOS.

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. Usted puede optar por no participar en él o salirse en cualquier
etapa del proceso, sin ninguna coaccion, sanciones, o perdidas de algun tipo.

SELECCION DE GRUPO
Por favor marque con una X el grupo al que usted pertenece:

GRUPO N: Individuo mayor de edad, sin comorbilidades, sin antecedentes de consumo de psicofarmacos o de hierbas
medicinales que incluyan la hoja de coca.

Grupo P: Individuo mayor de edad, sin comorbilidades, los cuales hacen uso de la hoja de coca de manera tradicional,
terapéutica o que reciban infusidn de té de coca proporcionado por el equipo de investigacion.

Grupo C: Individuo mayor de edad, sin comorbilidades, que consuman habitualmente cocaina.
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He sido invitado(a) a participar en la investigacion titulada como ‘“ldentificacion de biomarcadores que descarten la
presencia de cocaina como droga de abuso”. He leido todo el documento con una comprension total del mismo y todas mis
preguntas fueron respondidas de manera clara y oportuna. Entiendo y acepto que no me proporcionara riesgos ni
beneficios directamente, pero si doy mi contribucion a la sociedad y al propdsito del estudio. Autorizo la revelacion de mis
datos recolectados con fines de investigacion o normativa tal como se describe en este documento. Con respecto a mi
informacion personal, esta sera manejada con completa confidencialidad. Por lo tanto, decido participar voluntariamente en
el estudio teniendo en cuenta que me puedo retirar en cualquier momento sin ninguna presion o coaccion.

Tome el tiempo que desee antes de decidir participar en este estudio. Con gusto contestaremos cualquier pregunta que
tenga acerca de la investigacion. Si tiene mas preguntas, quiere comunicar intereses particulares, quejas acerca de la
investigacion o si tiene algun problema relacionado con el estudio, usted puede contactar a los investigadores principales:
Frankly Urbano Ceron por correo electronico (frankly80@hotmail.com) y en la Universidad Icesi a Diana Gaona Acevedo
(dianita_gaona@hotmail.com) al teléfono 5552334 ext 8342. En cualquier caso, si desea discutir sus derechos como
participante, intereses, preguntas u obtener mas informacion, puede contactar al presidente del comité de ética de la
Universidad Icesi Yoseth Ariza Araljo al correo electronico yjariza@icesi.edu.co o al teléfono (572) 5552334 extension
8140.

PARTICIPANTE TESTIGO

Firma Firma

Fecha Fecha

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Nombre

Firma

Fecha
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Anexo 3. Formato de valoracion médica de seleccion.
VALORACION MEDICA COMPLETA DE SELECCION

SUJETO No FECHA HORA

CONSENTIMIENTO INFORMADO:

El consentimiento informado se discutié con el paciente. El formato fue firmado y fechado por el paciente, el testigo y el
Investigador. Al paciente se le dio tiempo adecuado para revisar el ICF y todas sus preguntas fueron resueltas.

S NO

Fecha en que se firma el ICF por el sujeto o el representante legal : / /

Versién del ICF que se firma:

Se le entregd una copia firmada al paciente antes del cualquier procedimiento del estudio Sl NO

[DATOS DEMOGRAFICOS Y CARACTERISTICAS ESPECIALES]

Edad: __ afos Fecha Nacimiento: / / Sexo: ___ Hombre ___ Mujer

Etnia: __ Hispanico o Latino; __ No-Hispanico __ Noreportado __ Desconocida

Raza (Seleccione una o mds): __ Blanco  __Negro / Afro-__ Asidtico __ Indio ___Americano o Natfivo de Alaska
Oftro

Direccion de residencia: Teléfono de contacto:

VALORACION MEDICA

PA FC FR___ PESO TALLA FUM Embarazo

ANTECEDENTES DE IMPORTANCIA (médicos, farmacoldgicos, alérgicos, hdbitos de consumo ,etc)

PIEL Y MUCOSAS 0OJOS: Congestidn conjuntival I NO

PUPILAS

COORDINACION MOTORA, EQUILIBRIO Y MARCHA

- Prueba de movimiento ( dedo — nariz- dedo.dedo) Normal___ Alterada No se realiza___
- Test de movimientos rdpidos alternos : Normal___ Alterada No se realiza___

- Prueba de marcha en Tamden ( punta talén): Normal___ Alterada No se realiza___
PRESENTACION, PORTE, APTITUD Y CONDUCTA MOTRIZ:
SENSORIO

Estado de Conciencia

Orientacion

Atencién

Memoria

LENGUAJE

Disartria: Negativo __ discreta Evidente___
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Oftras Alteraciones

ALTERACIONES DEL PENSAMIENTO, PERCEPCION, JUICIO Y RACIOCINIO

CRITERIOS DE INCLUSION

- Mujeres y hombres mayores de edad SI___ NO

- Sujeto que no presente ningun tipo de comorbilidad que requiera uso de medicamentos farmacoldgicos  SI___
NO

- Disponibilidad de tiempo requerido para la recoleccién de orina SI___ NO

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Mujeres embarazadas N NO____

- Uso de medicamentos farmacoldgicos N NO____

- Sujeto que en valoracién médica se encuentre en fase de intoxicacién aguda por cocaina con alteracion en la
capacidad de tomar decisiones N NO____

- Mas de 24 horas del Ultimo consumo en sujetos consumidores de hoja de coca. SI___ NO

PARA PACIENTES DEL GRUPO P O C:

- Consumidor de planta de coca habitual SI NO

Habito de consumo (marca, cantfidad, horarios, tiempo de consumo)

- Consumidor de cocaina procesada: SI NO

Habito de consumo (marca, cantfidad, horarios, tiempo de consumo

- Recibe té de coca proporcionado por el grupo de investigacién Si NO Hora:
CALIFICACION DEL SUJETO

- Sujeto es elegible: SI NO

EVENTOS ADVERSOS:

Han ocurrido eventos adversos S| NO
Cuales
COMENTARIOS:
/ /
Firma del médico Fecha
/ /
Firma del Investigador Fecha

78



Anexo 4. Aprobacion del proyecto por el Comité de Etica Humana de la Universidad Icesi.
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Q\\\ o, RS 1A 1 COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION HUMANA.
"5‘1&‘%\\’ [( l < S [ UNIVERSIDAD ICES!

Acta de Aprobacion N° 042

Proyecto:

Protocolo de evaluacién para la identificacién de biomarcadores que descarten la presencia
de cocaina como droga de abuso.

Sometido por: Frankly Javier Urbano Ceron, Guillermo Montoya, Dana Gaona

El Comité de Etica de Investigacion Humana de la Universidad Icesi, creado mediante la
Resoluciéon de Rectoria No. 763 del 13 de Abril del 2010, se rige por la Resoluciéon 008430 del
04 de Octubre de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud; los principios de la
Asamblea Medica Mundial expuestos en su Declaracion de Helsinki de 1964, Gltima revision en
2002; y el Codigo de Regulaciones Federales, titulo 45, parte 46, para la proteccién de sujetos

humanos, del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Institutos Nacionales de
Salud de los Estados Unidos 2000

Este Comité certifica que:
1. Sus miembros revisaron los siguientes documentos del presente proyecto:

[:] Resumen del Proyecto Protocolo de Investigacién

[ﬂ Formato de consentimiento informado {:} Instrumento de recoleccién de datos

E:] Folleto del investigador (si aplica) I:] Carta de instrucciones a participantes

[—_—_—j Resultados de evaluacion por otros comités (si aplica)

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité:
3. Segun las categorias de riesgo establecidas en el articulo 11 de la Resoluciéon N°

008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el presente estudio tiene la siguiente
Clasificacion de Riesgo:

l::' SiniiEsge Riesgo Minime [ | Riesgo Mayor del minimo

4. Que las medidas que estan siendo tomadas para proteger a los sujetos humanos son

adecuadas.
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6.

7.

8.

9.

Firma:

¥
Nombre: Yoseth Ariza-Araujo

COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION HUMANA.

|
|
ESI |

La forma de obtener el consentimiento informado de los participantes en el estudio es
adecuada

Este proyecto serd revisado nuevamente en la préxima reunién plenaria del Comité,
sin embargo, el Comité puede ser convocado a solicitud de algin miembro del Comité
0 se las directivas institucionales para revisar cualquier asunto relacionado con los
derechos y el bienestar de los sujetos institucionales para revisar cualquier asunto
relacionado con los derechos y el bienestar de los sujetos involucrados en este estudio
Informara inmediatamente a las directicas institucionales:

a.
b.

Todo desacato de los investigadores a las solicitudes del Comité.
Cualquier suspensidn o terminacién de la aprobacién por parte del Comité.

Informara inmediatamente a las directivas institucionales toda informacién que reciba
acerca de:

a.

b.

Lesiones a sujetos humanos.

Problemas imprevistos que involucren riesgos para los sujetos u otras personas
Cualquier cambio o modificacion a este proyecto que haya sido revisado y
aprobado por el Comité

El presente proyecto ha sido aprobado por un periodo de 1 afio a partir de la fecha de
aprobacion.

Los proyectos de duracién mayor a un afio, deberdn ser sometidos nuevamente con
todos los documentos para revisidon actualizados
10. El investigador principal deberé informar al Comité

a.

Cualquier cambio que se proponga introducir en este proyecto. Estos cambios no
podra iniciarse sin la revision y aprobacion del Comité excepto cuando sean
necesarios para eliminar peligros inminentes para los sujetos.

Cualquier problema imprevisto que involucre riesgos para los sujetos u otros.
Cuazlguier evento adverso serio dentro de las primeras 24 horas de ocurrido, al
secretario (a) y al presidente.

Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar la tasa
riesgo/beneficio para los sujetos participantes

Cualquier decisién tomada por otros comités de ética

La terminacién prematura o suspension del proyecto explicando la razén para esto
El investigador principal deberd presentar un informe al final del afio de
aprobacién. Los proyectos de duracion mayor a un afio, deberdn ser sometidos
nuevamente con todos los documentos para revision actualizados.
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Fecha:

18 08 2015

Teléfono: 5552334 ext. 8140
Capacidad representativa: Presidente del Comité de Etica Humana



