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Determinacion toxicoldgica de cocaina en humor vitreo
Articulo de Revision

Toxicological determination of cocaine in vitreous humor

Héctor Garcial; Guadalupe Melo-Santiesteban?; Andrés Hermida-Moreno®

|
RESUMEN

La determinacion toxicol6gica postmortem de cocaina y sus derivados
tradicionalmente ha sido realizada en muestras de sangre y orina; sin embargo, en
algunos casos no se cuenta con este tipo de sustratos, lo cual obliga al uso de sustratos
alternativos; de ellos, en afios recientes ha surgido interes en el uso del humor vitreo
para determinacion de cocaina y benzoilecgonina como su principal metabolito. En la
presente revision analizamos las caracteristicas que hacen al humor vitreo un sustrato
atil para el analisis toxicoldgico de cocaina y derivados, la metodologia usada en la
actualidad asi como los resultados obtenidos en estudios recientes acerca de la
sensibilidad y especificidad de su determinacion.
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SUMMARY

Postmortem toxicological analysis of cocaine and derivatives has usually been
done in urine and blood samples. However, in some cases we do not have such samples,
so it is imperative to use another kind of substrates. In recent years there has been an
increasing interest in the utilization of, the methodology used at present as well as the
results of recent studies on the sensitivity vitreous humor as a cocaine and
benzoilecgonine analysis susbtrate. In this review we analyze the characteristics that
make vitreous humor a useful substrate for toxicological analysis of cocaine and
derivativesand specificity of this determination.
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INTRODUCCION

La cocaina es un estimulante
extremadamente adictivo que afecta
directamente al cerebro. Es una de las
drogas mas antiguas; las hojas de coca,
de donde se obtiene la cocaina, se han
ingerido por miles de afios, mientras
que la sustancia pura, el clorhidrato de
cocaina, se ha consumido por mas de
100 afios?°.

Las  principales vias de
administracion de la cocaina son la oral,
nasal e intravenosa. Esta droga se asocia
a una fuerte sensacion de euforia,
provocada por el incremento excesivo
de la dopamina en las sinapsis
cerebrales, ocasionada por la inhibicion
de la recaptura de dicho
neurotransmisor.

La cocaina ha sido detectada
tradicionalmente en muestras de sangre,
orina y pelo. Sin embargo, tomando en
cuenta que la cocaina tiene una
semivida en sangre de entre 40 y 90
minutos, es necesario contar con tejidos
0 sustancias corporales que permitan un
margen de deteccion mas amplio®.

El humor vitreo es un gel acuoso
situado en la cavidad posterior del ojo,
entre el cristalino y la retina; se trata
de un fluido limpio que contiene menor
proteinas que la orina y que se puede
recoger facilmente por aspiracion
directa durante la autopsia. Dadas sus
caracteristicas, el humor vitreo es una
matriz  postmortem alternativa que
puede utilizarse para la deteccion de
diversas drogas de abuso, entre ellas la
cocaina®®.

A continuacion haremos una
revision de las caracteristicas propias
del humor vitreo para su utilizacién

como matriz de estudio toxicologico y
las evidencias actuales sobre la utilidad
del humor vitreo para detectar cocaina.

CARACTERISTICAS
FORENSES DEL HUMOR
VITREO

El humor vitreo consiste en una
solucion  salina estéril con baja
concentracion de proteinas; por lo tanto,
es un ambiente relativamente estable
para las drogas y sus metabolitos
durante el intervalo postmortem. Dadas
sus caracteristicas, el humor vitreo es
una matriz postmortem alternativa util
que se puede utilizar para detectar
drogas de abuso, en particular durante
las investigaciones de la muerte, donde
la sangre post mortem no esta
disponible o estd limitada en términos
de calidad o cantidad (por ejemplo,
después del choque hemorragico,
guemaduras,  embalsamamiento o
procesos de descomposicion) %,

El humor vitreo estd compuesto
en su mayor parte por agua, y por otros
elementos como son el potasio, cloro,
sodio, glucosa, proteinas, colageno, y el
acido hialuronico. Carece de
vascularizacion. No se renueva desde su
formacion durante la etapa embrionaria.

Recientemente, se ha propuesto
COmo una matriz para detectar drogas de
abuso. Una amplia variedad de
sustancias, incluidos los opiaceos, se
pueden determinar en este fluido
bioldgico. De hecho, el humor vitreo
puede ser una muestra (til, y en algunos
casos, es la mejor o la Unica muestra
disponible para el analisis toxicoldgico
forense3.

El humor vitreo constituye una
matriz relativamente simple en términos
analiticos en comparacion con la orina,
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sangre o sus derivados (suero y plasma),
y su uso ha sido recomendado para el
analisis de varios xenobioticos de
interes forense, principalmente en casos
de andlisis de cuerpos politraumatizados
0 cuerpos en avanzado estado de
descomposicién. El fluido permanece
aislado en un  compartimiento
relativamente  protegido  de la
contaminacién externa y la invasion de
microorganismos, constituyendo una
muestra  privilegiada cuando  se
encuentra en una etapa de putrefaccion.

Sin embargo, la desventaja del
humor vitreo se relaciona con su
pequefio volumen: puede obtenerse un
aproximado de 2 ml de humor vitreo en
cada globo ocular, lo que puede limitar
el numero de estudios analiticos
realizables?®.

xenobidticos, incluyendo las
drogas de abuso, llegan al humor vitreo
por difusion simple a través de la
barrera lipidica entre el compartimento
del humor vitreo y la sangre. Los
farmacos con baja unién a proteinas
plasmaticas y con liposolubilidad
adecuada pueden cruzar las barreras
biologicas, pero aln  sustancias
hidrosolubles, se pueden difundir
directamente  desde el  torrente
sanguineo al humor vitreo. EI humor
vitreo contiene un alto porcentaje de
agua (90-98%), que permite el
intercambio de sustancias con la sangre;
ello permite que exista una buena
correlacion entre los niveles de ciertos
xenobidticos en  ambos  fluidos
corporales®.

El humor vitreo resulta ideal
para el analisis quimico postmortem
dado que ademas de su aislamiento del
resto del cuerpo, no se ve afectado por
algunos cambios postmortem, como la
redistribucién y la hemoconcentracion.
Ademas, resiste mejor el fendmeno de

la putrefaccion en comparacion a otros
liquidos corporales, aunque no es
enteramente inmune a ella. De hecho,
el humor vitreo puede usarse para
analisis  toxicologicos en  cuerpos
previamente embalsamados. Un factor
limitante, aunque rato, es la existencia
de anormalidades intrinsecas del globo
ocular, que pueden afectar la utilidad
toxicoldgica del humor vitreo®.

El humor vitreo se obtiene por
medio de una aguja delgada con el bisel
hacia arriba, introduciéndola en el
angulo externo del ojo, ya sea el
derecho o el izquierdo.  Se podran
extraer alrededor de 2 a 5 ml como
maximo, aunque en un recién nacido la
muestra rara vez supera 1 ml; debe
realizarse la extraccion lentamente y no
utilizar tubos al vacio para no dafiar la
retina y alterar la muestra®; una vez
obtenida se coloca en tubos de vidrio; si
se desea hacer analisis toxicologicos es
ideal que el tubo contenga fluoruro de
sodio como conservador, idealmente
almacenandolos a -20°C para su
posterior analisis?.

La muestra obtenida debe ser
clara y transparente, con composicion
viscosa, debido principalmente al
contenido en acido hialurénico; ese es el
motivo por el que en ocasiones las
muestras son pre tratadas con
hialuronidasa para  disminuir la
viscosidad GARG. En caso de
cuerpos embalsamados, la muestra
puede ser de color rosado, lo cual
significaria que el humor vitreo ya fue
contaminado con el liquido de
embalsamamiento, que puede contener
formaldehido, glutaraldehido, EDTA,
metanol y fenol*.

En el humor Vvitreo puede
determinarse una gran cantidad de
sustancias, en muestras tomadas incluso
4 dias después de haber fallecido el
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individuo;  entre  las  sustancias
analizadas en humor vitreo se
encuentran: sodio!8, potasio, cloro,
glucosa, wurea, creatinina, cetonas,
insulina, péptido C, hierro, alcohol®,
drogas, anticuerpos, DNA y &cido
formico®. Por tal motivo, puede usarse
en andlisis toxicoldgico, deteccion de
infecciones  virales, estudio de
metabolitos?! y proteinas® asi como
deteccion de algunos metales pesados.
Incluso, en algunas enfermedades
(deshidratacién, insuficiencia renal,
vomito, diabetes mellitus, etc), pueden
encontrarse  ciertas  caracteristicas
especificas en el humor vitreo, que
permiten conocer si un individuo las
padecié premortem?®.

ANALISIS TOXICOLOGICO
DEL HUMOR VITREO

Es posible que cualquier
farmaco o droga de abuso que pueda ser
detectada en sangre, también pueda
serlo en el humor vitreo??.

Se han estudiado los niveles de diversas
drogas en el humor vitreo, siendo
importantes para su identificacion y su
correlacion con las cifras premortem??,
Sin embargo, la importancia del humor
vitreo como matriz es algo cuestionable,
dado que puede presentarse difusion
postmortem de ciertas drogas desde el
cerebro hacia el humor vitreo5; ademas,
las sustancias hidrofilicas es maés
probable que tengan concentracion
vitreas mas semejantes a las sanguineas,
en tanto que las sustancias lipofilicas
(como las benzodiacepinas) o con
mucha afinidad proteica (como los
antidepresivos  triciclicos) pudieran
tener concentraciones sanguineas muy
distintas a las encontradas en el humor
vitreo®®,

METODOS DE DETECCION
DE COCAINA EN HUMOR
VITREO

En la investigacion forense las
técnicas mas utilizadas para la basqueda
de drogas en humor vitreo son las
siguientes: la cromatografia de gases,
cromatografia liquida de alta resolucion,
la espectrometria de masas, la
electroforesis capilar y el analisis
inmunoenzimatico’.

La cromatografia es un método
fisico de separacion en el cual los
componentes a separar se distribuyen
entre dos fases!®, una de las cuales
constituye la fase estacionaria (puede
ser un solido o un liquido dispuesto
sobre un sélido que actlia como soporte,
de gran area superficial) y la fase movil,
puede ser gas o liquido que se usa como
portador de la mezcla) 3. Hay varios
tipos de cromatografia; en el analisis
toxicologico del humor vitreo se
utilizan con mayor frecuencia las
siguientes:

a) La cromatografia de gases (GC)
lleva a cabo la separacion por medio del
reparto de los componentes de una
mezcla quimica, entre una fase gaseosa
que fluye (movil) y una fase liquida
estacionaria sujeta a un soporte solido.

b) La cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), que consiste en un
proceso de separacion en el que una
muestra liquida se hace pasar a través
de una fase estacionaria a alta presion?®.

La espectrometria de masas se
basa en la obtencion de iones de masas
organicas en fase gaseosa; una vez
obtenido estos iones se separan de
acuerdo a su masa y carga y finalmente
se detectan por un dispositivo adecuado.
Un espectro de masa, serd entonces una
informacion bidimensional, que
representa un parametro relacionado
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con la abundancia de los diferentes tipos
de iones en funcion de la relacién
masa/carga de cada uno de ellos. Se
utiliza para el andlisis simultaneo de
diferentes drogas como cocaina (COC),
anfetaminas (AMP), opidaceos,
cannabinoides y sus metabolitos en el
humor vitreo. Habitualmente se utiliza
acoplada a la cromatografia de gases o
liquida*.

La Electroforesis Capilar
constituye una técnica de separacion
basada en la migracion diferencial de
moléculas (ADN, proteinas, iones
inorganicos, carbohidratos, esteroides,
farmacos, etc.) sujetas a un campo
eléctrico (de 100 a 500 V/cm) a traves
de un capilar de menos de 50 pm de
didmetro. Los cationes fluyen hacia la
terminal negativa, mientras que los
aniones fluyen hacia la positiva. El
tiempo de analisis es mas corto y la
resolucion (sensibilidad de separacion)
es mayor®,

COCAINA EN HUMOR
VITREO

En el campo de la Toxicologia
Forense, las muestras sanguineas
(especialmente de la vena femoral) son
las mas utiles para la deteccion de
diversas drogas de abuso, entre ellas
cocaina.  Sin embargo, en aquellos
casos en los que no se tiene muestra de
sangre, es necesario contar con tejidos o
liquidos alternativos? 24,

La primera interrogante que
surge  es  determinar  si las
concentraciones de cocaina y sus
derivados son similares o equivalentes
en sangre y humor vitreo; en un estudio
realizado al respecto, por medio de
cromatografia  liquida acoplada a
espectrometria de masas, se encontrd

una correlacion del 100% entre
muestras de sangre y humor vitreo, con
cifras que oscilaban entre 30.81 ng/ml y
283.97 ng/ml (promedio 186.98 ng/ml).
Una situacién similar ocurrio con la
benzoilecgonina y el cocaetileno?’.

La segunda interrogante es
determinar si la presencia de cocaina o
sus derivados en humor vitreo o en otras
muestras corporales es indicativo de que
la muerte del individuo fue provocada
por una sobredosis de cocaina. En
relacion con ello existe mucha
controversia.  En un estudio realizado
por Duer et al'?, se encontr6 una
correlacion del 88 al 94% entre las
concentraciones de cocaina y sus
derivados en sangre y humor vitreo,
incluso en casos de intoxicacion aguda.
En los casos en los que se trata de un
consumo moderado, las concentraciones
de cocaina y benzoilecgonina son
similares tanto en sangre como en
cerebro y humor vitreo; sin embargo, en
un estudio realizado por Carvalho et al®
se observO que en los casos de
sobredosis solo pueden apreciarse en
muestras sanguineas y de tejido cerebral
(corteza prefrontal, ganglios basales y
cerebelo) mas no asi en humor vitreo.

Fernandez et al'® analizaron 15
muestras de humor vitreo provenientes
de pacientes fallecidos por sobredosis
de cocaina, detectando niveles elevados
de cocaina en 14 de ellos, con
concentraciones promedio de 81 ng/ml
para cocaina y 126 ng/ml para
benzoilecgonina. Antonides et al?
encontraron que en casos de sobredosis
de cocaina, las concentraciones en
sangre eran mas elevadas que en humor
vitreo en el 72% de las muestras
analizadas, con lo que se concluye que
una concentracion elevada de cocaina
en humor vitreo no puede determinar
con precisién si es un consumo elevado
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cronico o se trata de una sobredosis
reciente.

CONCLUSIONES

Los analisis toxicol6gicos son
esenciales en la medicina forense:
aclaran las causas de muerte y ayudan a
establecer si estan relacionados con
sobredosis, adicciones, accidentes o
lesiones.

La cocaina es una droga de
abuso frecuentemente analizada en el
escenario forense. Las muestras de
sangre y orina siguen siendo las mas
utilizadas en la practica diaria; sin
embargo, son frecuentes los casos en los
que no se cuenta con muestras de este
tipo.

Esto nos obliga a buscar fuentes
alternativas para el analisis
toxicologico. De ellas, el humor vitreo
ha sido utilizado desde hace méas de 20
afios para determinacion de diversas
sustancias para fines toxicolégicos y
recientemente para la determinacion del
intervalo postmortem.

En la presente  revision
analizamos las ventajas que representa
el humor vitreo como fuente de analisis
toxicologico: ambiente cerrado,
facilidad de obtencion, resistencia
relativa a la distribucion de fluidos
postmortem y relativa resistente a la
putrefaccion.

Es evidente que el uso de la
cromatografia liquida o de gases,
acoplada a la espectrometria de masas,
ha  permitido la  determinacion
especifica de varias drogas de abuso,
entre ellas la cocaina, con limites de
precision y sensibilidad superiores a
técnicas previamente utilizadas, como la

electroforesis capilar 0 el
inmunoensayo.
Aunque existe cierta

discrepancia en  los  resultados
obtenidos, los niveles de cocaina y
benzoilecgonina son similares en humor
vitreo y en sangre, mas no asi en orina.
En casos de consumo cronico de
cocaina pueden detectarse niveles de
cocaina y benzoilecgonina hasta de 30
ng/ml;  sin embargo, en casos de
intoxicacion aguda, el paso de la
cocaina al humor vitreo parece ser algo
mas retardado, por lo que los niveles
detectados en muestras sanguineas
suelen ser superiores en las primeras
horas a los detectados en humor vitreo.

La determinacion de cocaina en
humor vitreo no parece ser un medio
confiable para determinacion de
intoxicacion por cocaina como causa de
muerte; al parecer, la muestra de sangre
0 de ciertos tejidos, como el cerebral,
son mas confiables en ese sentido. Sin
embargo, el humor vitreo ha
demostrado ser una fuente confiable
para deteccion de consumo crénico con
capacidad de deteccion de niveles que
pudieran ser indetectables en pruebas de
inmunoensayo.

En la presente  revision
evidenciamos uno méas de los usos
postmortem del humor vitreo en el area
de toxicologia forense. Se requieren
estudios con un nudmero mayor de
muestras para estandarizar en forma
apropiada y completa las
concentraciones que permitan
determinar consumo crénico y el tiempo
necesario para que el consumo agudo se
refleje en este tipo de sustrato biologico.
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