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RESUMEN

La entomotoxicologia, desde una perspectiva forense, utiliza a los insectos o
artrépodos presentes en el cuerpo como muestra alternativa en la asociacion de
toxicos con el cadaver. Esta disciplina es particularmente importante cuando el
cuerpo se encuentra en avanzado estado de descomposicion y/o carece de tejidos o
fluidos y no es posible realizar un estudio toxicoldgico de rutina. La cocaina, potente
estimulante del sistema nervioso central, es ampliamente consumida en América y es
uno de los téxicos que puede estar presente en los restos en descomposicion
susceptible de ser incorporado por las larvas. El objetivo principal del presente
trabajo fue desarrollar un método analitico cualitativo en el uso de larvas de moscas
como matriz bioldgica alternativa en estudios toxicoldgicos post mortem, para la
deteccion de cocaina. Las larvas se obtuvieron por colonizacién y cria artificial a
partir de la oviposicion/larviposicion de moscas de la region sobre el sustrato
seleccionado. Se utilizaron lotes de higado vacuno adicionados con diluciones de
cocaina hasta obtener concentraciones teéricas de cocaina en el rango 0.05 - 10.00
mg/kg de higado. Se selecciond la extraccion en fase sdlida (previo clean up) para
extraer al compuesto de interés de manera adecuada y con la obtenciéon de un
extracto compatible con el procedimiento analitico final. Se estimo6 una concentracion
minima tedrica detectable de cocaina en 0.75 pg/g de larva con un tamafio de
muestra de 5 g. Se detectd la presencia de cocaina en los lotes de higado con
concentraciones de cocaina de 10.00, 5.00 y 1.00 mg/kg. Se observd la colonizacién de
ejemplares del orden Diptera, de las familias Calliphoridae y Sarcophagidae. Se
propuso una metodologia preliminar en el uso de larvas de moscas en estudios
toxicologicos cualitativos post mortem y se redactd el correspondiente protocolo de

trabajo para la deteccién de cocaina en la matriz larval. La aplicacién del presente
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protocolo puede significar una mejora al momento de formular conclusiones respecto
a los casos y facilitar la resolucion de los mismos. Es de esperar que la importancia de
la entomotoxicologia aumente cuando se apliquen sistematicamente protocolos y se

sumen mas laboratorios que realicen estos andlisis entomotoxicoldgicos.

Palabras claves: entomotoxicologia, larvas, cocaina, post mortem, protocolo



XV

SUMMARY

Title: Detection of cocaine in fly larvae. Protocol on the use of larvae as an

alternative biological matrix in post mortem toxicological studies

Entomotoxicology, from a forensic perspective, uses insects or arthropods present in
the body as an alternative sample in the association of toxins with the corpse. This
discipline is particularly important when the body is in an advanced state of
decomposition and/or lacks tissues or fluids so a routine toxic testing is not possible.
Cocaine, a powerful stimulant of the central nervous system, is widely consumed in
America and is one of the toxins that may be present in decaying remains that can be
incorporated by larvae. The main objective of the present work was to develop an
qualitative analitycal method for the use of fly larvae as an alternative biological
matrix in post-mortem toxicology studies, for the detection of cocaine. The larvae
were obtained by colonization and artificial rearing from the
oviposition/larviposition of local flies on the selected substrate. Different lots of
bovine liver previously added with cocaine dilutions were used to obtain cocaine
concentrations in the range 0.05 - 10.00 mg/kg of bovine liver. It was established that
the solid phase extraction (previous clean up) fulfilled the objective of extracting the
compound of interest in an optimal way, without matrix effects and the gathering of
a compatible extract with the final analytical procedure. A theoretical minimum
detectable concentration of cocaine was estimated at 0.75 ug/g of larvae with a
sample size of 5 g. The presence of cocaine was detected in all substrates with
cocaine theoretical concentrations of 10.00, 5.00 and 1.00 mg/kg. The colonization of

specimens that belong to Calliphoridae and Sarcophagidae families (Order: Diptera)
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was observed. A preliminary methodology was proposed for a qualitative
toxicological analysis of fly larvae in post mortem studies, in the detection of cocaine
and the corresponding work protocol was written. The application of this protocol
might mean an improvement when formulating conclusions regarding cases and
facilitating their resolution. It is expected that the importance of entomotoxicology
increases as protocols are applied systematically and more laboratories join in to

perform these entomotoxicology analysis.

Key words: entomotoxicology, larvae, cocaine, post mortem, protocol



1.INTRODUCCION

Cuando un organismo muere sufre una serie de cambios fisicos y quimicos
destructivos que incluyen autolisis, autodigestion y putrefaccion, lo que produce una
rapida alteracion en su forma y estructura. Es asi que un cuerpo en descomposicion
provee un hdbitat altamente nutritivo para una amplia variedad de organismos que
van desde hongos y bacterias hasta vertebrados carrofieros (1). El componente
principal de la fauna asociada lo constituyen los artrépodos, y dentro de éstos, los
insectos son el grupo predominante tanto en nimero de individuos como riqueza de
especies (2-4). Estas especies, dependiendo de sus hébitos alimenticios, pueden ser
clasificadas en: necrofagas, parasitas y predadores, omnivoras, oportunistas y
accidentales (5-7). Lasespecies necrdfagas pertenecen principalmente al Orden
Diptera y son quienes cumplen el papel principal en el proceso de descomposicion ya
que utilizan el caddver como recurso para el desarrollo de sus estados inmaduros. En
efecto, las especies de las familias Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae
(Diptera), principalmente, colonizan rdpidamente los restos en descomposicion
durante las primeras etapas de este proceso, dejando gran cantidad de huevos y
larvas que se alimentan activamente de estos. El proceso de descomposicion
determina la llegada de distintos necrofagos en forma secuencial, siguiendo un
patron de sucesion faunistico determinado y los primeros individuos en arribar, en
regiones templadas, son las especies de la familia Calliphoridae: Lucilia sericata
(Meigen 1826), Lucilia ochricornis (Wiedemann 1830), Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy, 1830, Sarconesia chlorogaster( Wiedemann 1830), entre otras.

El conocimiento de la biologia de los artropodos asociados con el proceso de
descomposicion de un cuerpo ha sido usado en numerosos trabajos en el ambito de
la Medicina Legal, drea conocida como Entomologia Forense (EF). La EF o

entomologia médico legal se define como el estudio de los artrépodos asociados a un
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cuerpo en descomposicion a fin de determinar, principalmente, el intervalo post
mortem (IPM) (5), es decir, el tiempo transcurrido entre el momento de la muerte y el
hallazgo del cuerpo. En cuanto a las diversas aplicaciones de la EF, ademas de
estimar la data de muerte, incluyen la deteccién de drogas y toxicos, de traumas pre
mortem, la determinacion de posibles movimientos de un cadaver, etc. (1), y hacen de
esta ciencia una herramienta fundamental en las investigaciones forenses.

Ademas de lo antes descrito, se han establecido nuevos campos o aplicaciones
de la EF, entre ellos los estudios toxicoldgicos y moleculares. Estas aplicaciones se
llevan a cabo en los insectos presentes en un cuerpo en descomposicion y pueden
ayudar a determinar, ademds de la causa de muerte, la identidad de la victima
gracias a la asociacién de las larvas con su alimento, por ejemplo, cuando el cuerpo

ha sido deliberadamente removido y las larvas atin estan presentes en el lugar (8).

1.1 Entomotoxicologia

La deteccion de drogas en larvaspuede ayudar a los entomdlogos a
determinar un IPM mads certero, ya que el desarrollo de los insectos puede verse
alterado por la presencia de drogas en el cadaver (9-14). Es importante destacar que
en muertes por envenenamiento o relacionadas a las drogas en cadaveres
esqueletizados, el analisis de las larvas de moscas puede ser el tnico recurso para
que la busqueda de toxicos. La disciplina que estudia el uso de insectos en la
deteccién de drogas y otras toxinas en los tejidos en descomposicion se denomina
Entomotoxicologia (9).

Sus principales objetivos han sido la utilizacion de insectos necréfagos como
una muestra toxicologica alternativa del cuerpo o remanentes del que se alimentan y
el estudio del impacto que tienen los toxicos o contaminantes presentes en los tejidos

en el desarrollo de los estadios inmaduros (15, 16). En ese sentido, las larvas que se
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alimentan de un cuerpo incorporan a sus tejidos sustancias presentes en el individuo,
como metabolitos de barbitiiricos, cocaina, anfetaminas, etanol e incluso venenos, los
cuales quedan depositados en las cuticulas de las larvas o en los puparios vacios (9),
por lo tanto, estas matrices son fuentes utiles para el andlisis toxicoldgico post
mortem. Esto es particularmente importante en aquellos casos en que el cuerpo se
encuentra en avanzado estado de descomposicién o cuando carece de tejidos o
fluidos (esqueletizacion) y no es posible realizar un estudio toxicologico de rutina (9).

Cabe mencionar que la deteccion de drogas y otras toxinas en larvas de
moscas es de cardcter cualitativo y no cuantitativo ya que un porcentaje de lo
ingerido es metabolizado por éstas. Algunas investigaciones, que utilizaron animales
como modelo de estudio, demostraron una posible correlacion entre la concentracion
de drogas en los tejidos y las diferentes etapas de desarrollo de los insectos criados
sobre estos, debido al hecho que parte de la droga que consumen se metaboliza (12,
14, 17, 18, 19, 20). Varios estudios han demostrado que diferentes concentraciones de
cocaina, metanfetaminas, heroina, entre otras, pueden acelerar o retardar el
desarrollo larvario de los insectos (10, 11, 13, 21, 22), conduciendo a estimaciones del

IPM errdneas.

1.2 Importancia del tema bajo estudio

Los andlisis toxicologicos en cadaveres putrefactos son a menudo dificiles de
realizar, debido a la ausencia de sangre y/u orina (o de cualquier matriz bioldgica
procedente del cadéver), y es en estas situaciones donde los insectos se convierten en
una matriz alternativa sumamente valiosa. Es asi, que se reportan trabajos donde se
han identificado distintas drogas presentes en caddveres en descomposicion o
incinerados, mediante el andlisis de las larvas que se alimentan de él y también a

partir de los puparios vacios encontrados junto a los restos (23-25). De esta manera,
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los peritos forenses encargados del estudio toxicologico, interdisciplinariamente con
peritos bidlogos y médicos, aportarian a través de sus informes técnicos o periciales,
evidencia de suma importancia a la causa.

Dentro de los estupefacientes, la cocaina es una de las drogas ampliamente
consumida en América (26) y es considerada como uno de los estimulantes mas
potentes del sistema nervioso central (27). Esta frecuentemente asociada a los
accidentes de trafico y crimenes violentos, junto con otras drogas, tal como lo
demuestra un estudio realizado por el Observatorio Argentino de Drogas (28). Este
estudio, describe que las muertes relacionadas al consumo de drogas, incluida la
cocaina, en la poblacién argentina de individuos de 15 a 64 afios representan el 16.3%
de las muertes totales para ese grupo de edad durante el mismo periodo. De ese
16.3%, aproximadamente un 10% se deben a lesiones, que incluye muertes por
sobredosis, accidentes de transporte y homicidios, hechos en los que interviene el
Servicio de Justicia. En adicion, el consumo de cocaina se incremento en un 100%, en
la poblacion argentina de individuos entre 12 y 65 anos entre los anos 2010 y 2017
(29). En relacion a su metabolismo, la cocaina es transformada por hidrdlisis
enzimatica, entre otros mecanismos, para producir benzoilecgonina (BZE), ecgonina
metil éster (EME) y posteriormente ecgonina, siendo la BZE su metabolito
mayoritario seguido por la EME (27).

Hasta donde conocemos, no hay registros de este tipo de estudios en
Argentina, es decir donde se hayan utilizado las larvas de moscas como matriz
bioldgica alternativa para analisis toxicoldgicos. Sin embargo, Zanetti y col. (30),
pertenecientes al grupo de investigacién de la Universidad Nacional de Quilmes
(Argentina), determinaron experimentalmente fluoxetina en Dermestes maculatus De
Geer, 1774. En América Latina, Brasil es el pais donde se han llevado a cabo mas
experiencias en el drea de la entomotoxicologia (10, 21, 31, 32).

Por todo lo expuesto anteriormente, surge la necesidad de contar en el ambito

legal con un protocolo que estandarice los andlisis entomotoxicologicos para
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contribuir con las investigaciones forenses en Argentina. En el presente trabajo se
desarrollé un método de deteccién de cocaina en larvas de moscas, utilizando como
sustrato higado vacuno, de manera de proponer una metodologia preliminar para el
analisis toxicoldgico cualitativo de larvas de moscas en estudios post mortem. Para
ello fue necesario disponer de larvas las cuales se obtuvieron a partir de una
colonizacién y cria artificial a partir de la oviposicion (huevos)/ o larviposicion
(larvas) de moscas de la region sobre el sustrato seleccionado. El método analitico
para la determinacion de cocaina involucra extracciones en fase sdlida-liquida y
liquida-liquida y la determinacién se realizd por cromatografia gaseosa acoplada a
un espectrdmetro de masa (GC/MS). El proceso de extraccion de la droga desde la
matriz depende de la técnica a utilizar y es muy importante evaluar distintos
procedimientos para seleccionar el mas adecuado. En este sentido, se siguio un
enfoque cualitativo con la finalidad de establecer presencia o ausencia de la droga en

la matriz estudiada.



2.OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

El objetivo principal del presente proyecto es desarrollar un método analitico
en el uso de larvas de moscas como matriz bioldgica alternativa en estudios

toxicoldgicos post mortem, para la deteccion de cocaina.

2.2 Objetivos Especificos

1. Establecer una técnica que permita detectar cocaina en muestras de larvas
alimentadas con higado vacuno, que contengan diferentes concentraciones de
la droga a estudiar.

2. Ensayar distintas condiciones de extraccién/purificaciéon, disponibles en el
laboratorio de la Divisién Quimica Legal, para cocaina, teniendo en cuenta la
matriz a analizar, seleccionando el método mas adecuado para el posterior
analisis cromatografico.

3. Estimar una concentracion minima tedrica de cocaina en larvas de moscas
detectable con la metodologia propuesta.

4. Proponer un protocolo de trabajo para el analisis toxicoldgico de larvas de

moscas en estudios post mortem, en la deteccion de cocaina.



3.MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la ciudad de Cdrdoba, provincia homoénima, situada en
el centro de Argentina, con una elevaciéon de 400 msnm. Presenta un clima templado
mesotermal, con temperaturas promedios de 11 °C en invierno y 24 °C en verano y
con una pluviosidad media anual de 800 mm donde las precipitaciones prevalecen en
los meses de octubre a diciembre y en el mes de marzo (33).

Los experimentos se llevaron a cabo en los meses de diciembre de 2016, abril y
agosto de 2017 y en mayo y setiembre de 2018, con registros de temperatura
promedios de 23 °C, 18 °C, 17 °C, 17 °C y 19 °C, respectivamente para cada mes (34).
Se realizaron al aire libre, especificamente en la terraza del edificio de la Direccion
General de Policia Judicial, ubicado en el centro de la ciudad, a una altura
aproximada de 12 m. Se tuvo en cuenta que el periodo de sol directo no fuera muy
prolongado, a los fines de no elevar demasiado la temperatura dentro de las jaulas y

evitar la deshidratacién del sustrato de cria.

3.1 Reactivos

La cocaina (COC) utilizada para este estudio fue proporcionada por la Seccién
Narcotrafico de la Division Quimica Legal en respuesta a la solicitud de la Secretaria
Penal del Tribunal Superior de Justicia de la Provincia de Cérdoba. En un primer
momento se utilizé6 una muestra suministrada de COC con un 41% de pureza y en una
cantidad de 1.00 g, cuya sustancia de corte fue identificada como levamisol, de aqui en
adelante COC-Levamisol. Debido a que hasta ese momento (mayo de 2017) no se
obtuvieron resultados satisfactorios en el cultivo, es que se requirié una nueva

muestra con un porcentaje de pureza mas elevado y sin la presencia de sustancias de



corte activas. La nueva muestra de cocaina provista fue de 100 mg y presentaba un
porcentaje de pureza de 81.5%, de aqui en adelante COC 81.5% de pureza. Se utilizé un
estandar de cocaina marca Lipomed para el analisis instrumental.

Se emplearon los siguientes solventes grado HPLC: metanol, 4cido acético,
éter etilico, hexano, isopropanol, cloroformo, diclorometano y tolueno marca
Cicarelli y J.T. Baker. Hidréxido de amonio acuoso y acido clorhidrico, ambos pro-
analisis marca Cicarelli. Se utilizo agua destilada, buffer fosfato pH 6 y buffer borato

pH 9, sulfato de sodio anhidro y reactivo iodoplatinico.

3.2 Preparacion del sustrato artificial

Para cada experimento se prepararon cuatro lotes de higado triturado de 300 g
cada uno. A tres de los homogenatos se los adiciond con diluciones de cocaina hasta
obtener sustratos con distintas concentraciones tedricas seguin se detalla en la tabla
1. El lote restante se identific6 como lote blanco, en este caso el higado se mezcld con

agua destilada.

Tabla 1. Asignacion de la concentracion de cocaina en los sustratos de los distintos lotes

Experimentos N° Concentracion de cocaina mg/kg por lote
Blanco A) B) C)
1-2-3 0 5.00 0.50 0.05
4-5 0 10.00 5.00 1.00

La seleccion de las concentraciones de cocaina en higado de los experimentos
uno, dos y tres esta basada en reportes de investigaciones toxicoldgicas post mortem

donde se detectd este estupefaciente en un amplio rango de concentraciones (35-37).
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Las concentraciones de los experimentos cuatro y cinco estdn basadas en
investigaciones donde la muerte de las personas se produjo por sobredosis con
cocaina (38).

Cada uno de estos lotes fue mezclado manualmente por 10 min con el objeto
de homogeneizar totalmente los preparados, dentro de una bolsa de polietileno con
cierre hermético. Se tomd una muestra de 20 g de sustrato de cada lote para su

posterior analisis de deteccion de cocaina, las cuales se conservaron en freezer.

3.3 Obtencion y cria de las larvas

Para seleccionar el lugar donde se colocarian las jaulas para la
oviposicion/larviposicion de moscas, cria y obtencion de las larvas, se llevd a cabo
una prueba ubicando una jaula con sustrato, sin el adicionado de cocaina, en la
terraza del edificio de Policia Judicial. Esto se realizd para evaluar si era factible la
llegada de moscas hasta la terraza, la cual se ubica a una altura aproximada de 12 m.
Se obtuvieron resultados satisfactorios, por lo que se decidié disponer las jaulas de
los experimentos en ese lugar.

Cada lote de sustrato se distribuyd equitativamente en tres contenedores
plasticos transparentes de seis litros de capacidad, que hicieron de jaula, con una
pequena abertura lateral por la cual las moscas ingresaron a depositar sus
huevos/larvas (Figura 1). Dentro de los mismos se colocé una base de material
absorbente de humedad (vermiculita) y una bandeja descartable de plastico en la
cual se acomodo el sustrato. Las jaulas se dispusieron al aire libre, durante 7-10 dias
aproximadamente para garantizar la colonizacién y oviposicion/larviposicion de los
sustratos por partes de las moscas las cuales son atraidas por los compuestos que se
liberan durante la descomposiciéon. Una vez que las larvas eclosionaron de los

huevos y comenzaron a alimentarse del higado, se cerrd el ingreso a nuevas moscas y
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se tomd como tiempo final el momento en que las larvas comenzaron a migrar para
pupar.

Es importante destacar que en esta investigacién se le otorgd valor a la
utilizaciéon de larvas con la cocaina incorporada en sus tejidos, de manera de

asemejar el contexto de andlisis lo mas cerca posible a los casos reales.

Figura 1. Representacion de la distribucion de las jaulas donde se muestran los diferentes
lotes por triplicado.

Entre el experimento N° 1 y N° 2 se realizé una prueba de cultivo con el
objetivo de evaluar la retencion de humedad por parte del sustrato. Para ello se
utilizaron dos jaulas: una con sustrato mas el agregado de COC-Levamisol y otra con
sustrato sdlo. En esta ocasion se incorporo la utilizacion de una bolsa de polietileno
transparente, en la cual se colocd cada sustrato; de esta manera se obtuvieron
resultados positivos en relacion al desarrollo larval, en ambas jaulas. En las figuras 2

se muestra el sustrato dentro de las jaulas.



11

Figura 2. Representacion de la disposicion del sustrato dentro de las jaulas. A) Sustrato seco.
B) Sustrato en bolsa de polietileno

3.4 Recoleccion y tratamiento de las larvas

Se probaron dos metodologias de sacrificio de las larvas para su posterior
analisis toxicoldgico. Los procedimientos se realizaron en distintos momentos, en
larvas de diferentes experimentos.

Se recolectaron todas las larvas activas de cada una de las jaulas utilizando
pinzas de plastico, los ejemplares fueron sacrificados siguiendo dos
procedimientos:

1. Primero se sacrificaron con agua caliente y luego, para eliminar toda la

contaminacion externa, se lavaron bajo el grifo, con abundante agua corriente

y un enjuague final con agua destilada. Finalmente, se secaron en papel

absorbente y se llevaron a freezer a -20 °C, hasta su andlisis.

2. Primero se lavaron bajo el grifo, con abundante agua corriente y un

enjuague final con agua destilada. Luego se secaron en papel absorbente y se

llevaron a freezer a -20 °C, sacrificandolas por muerte por congelamiento,
conservandolas alli hasta su analisis.

El primer método se aplicd en los primeros tres experimentos, en tanto que el
segundo método se utilizo en los experimentos restantes. Estos procedimientos se

llevaron a cabo para seleccionar el método de sacrificio mas adecuado para el
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posterior andlisis toxicoldgico, ya que ambos se documentaron en la bibliografia
consultada (39, 40-42). Para descartar que los resultados positivos de cocaina en las
larvas se deban a contaminaciéon externa por parte del sustrato, debido a un
ineficiente lavado de los especimenes, es que se procedio a realizar un control del
proceso y se colocaron larvas del lote blanco en contacto con el sustrato adicionado
con cocaina en la concentracion mas alta (5.00 y 10.00 mg/kg). Posteriormente, se
procedié al exhaustivo lavado y al correspondiente analisis al que se sometieron las
larvas de los distintos experimentos, estas larvas se identificaron como “control
lavado”. En la figura 3 se observan algunas de las larvas obtenidas en los

experimentos, dispuestas para su sacrificio por congelamiento.

Figura 3. Larvas dispuestas para su sacrificio por congelamiento, luego de su proceso de
lavado. A) Larvas de lote blanco. B) Larvas “control lavado”.

3.5 Identificacion taxonomica de las larvas

Para la identificacion de las larvas obtenidas de los experimentos se tuvo en
cuenta caracteres taxondmicos citados en la bibliografia (39, 43).
Complementariamente, se determinaron moscas adultas que quedaron capturadas en
las jaulas (40, 44) y otras que emergieron de las pupas obtenidas del experimento N°

3.
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Las larvas y moscas adultas se observaron bajo un microscopio de diseccion
(Stemi 305, Zeiss). Se us6 una fuente de luz de fibra Optica para iluminar muestras
sobre un fondo contrastante. Cada muestra se fotografié con una camara digital (ERc
5s Axiocam, Zeiss) y el software Zen lite para medir los pardmetros de longitud y
anchura al 0.001 mm mas cercano.

Todas las observaciones taxonomicas tanto de larvas como de los adultos
recolectados fueron realizadas por la Dra. Moira Battdn Horenstein (CONICET-

UNCQ).

3.6 Deteccion de cocaina

3.6.1 En sustratos

Para confirmar la presencia de cocaina en los sustratos adicionados con esta
droga se analizaron 10 g de homogeneizado de cada lote por extraccion liquido-
liquido y confirmacién por GC/MS, correspondientes a cada experimento con
desarrollo larval positivo. En recipientes plasticos con tapa se colocaron los sustratos
y se le agregaron 15 ml de agua destilada y se llevé a pH 2 con HCL Se agitd
manualmente y se dejé reposar 24 horas. Luego el macerado se acondicion6 para
centrifugarlo a 3000 rpm por 15 min. El sobrenadante se filtré en papel Whatman N°
40 y se alcaliniz6é a pH 11 con hidréxido acuoso de amonio y se incorpord a una
columna Extrelut (Merck). Se dejo interactuar 15 min, finalmente se eluyd con 20 ml
de cloroformo. El eluato fue evaporado y se reconstituyéo con 200 ul de
diclorometano y se colocé en un inserto de vidrio con resorte para vial de vidrio de 2

ml, tapa a rosca marca Agilent Technologies. Posteriormente se analiz6 por GC/MS.
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3.6.2 Métodos de extraccion en matriz larval

La preparacion de la muestra es un paso vital del proceso analitico ya que
asegura que las muestras sean adecuadas para la determinacién cromatografica de la
sustancia de interés. Es por ello que se deben controlar las condiciones de
extraccion/purificacion del analito. Para la eleccion de la técnica, solvente o sistema
de solventes de extraccion se utilizaron procedimientos que se realizan actualmente
en el Laboratorio de la Division Quimica Legal para la detecciéon de cocaina en
muestras bioldgicas y otros descriptos por la literatura (14, 38, 40). En los ensayos de
las distintas condiciones de extraccion, ademas de las larvas del lote blanco, se
incluy6 una muestra de larvas blanco fortificada con un extracto con cocaina, ya
confirmado por GC/MS; esta muestra cumplio el rol de un control positivo.

A los fines de determinar la metodologia mas adecuada, se realizaron técnicas
de extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida (SPE) descriptas a

continuacion.

3.6.2.1 Extraccion liquido- liquido (ELL)

En una primera instancia se realizd la extraccién en tubo de vidrio y en
columnas de Extrelut (Merck), de manera simultdnea, para los lotes de mayor
concentracion (5.0 mg/kg) del experimento N° 3. Las extracciones se realizaron por
duplicado.

Extraccion en tubo: 2 g de muestra de larvas se trituraron con 3 ml de agua
destilada en mortero de porcelana y se colocaron en tubo de vidrio HACH, se llevo a
pH 2 con HCl y se agregaron 6 ml de hexano, se agitd vigorosamente por un minuto

y se desecho la fase organica, esto se realizdo en una segunda ocasion. La fase
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inorganica se alcalinizé a pH 11 con hidréxido de amonio acuoso y se le agregaron 6
ml de éter etilico como solvente de extraccion, este procedimiento se realizé dos
veces mas, la fase recuperada en las tres extracciones se filtro con sulfato de sodio
anhidro y se llevd a sequedad por corriente de aire bajo campana.

Extracciéon en columna Extrelut: 2 g de muestra de larvas se trituraron con 6
ml de agua destilada en mortero de porcelana y se colocaron en tubo de vidrio
HACH. Se agito en vortex por un minuto y se centrifugd a 3000 rpm por 15 min. El
sobrenadante se filtré en papel Whatman N° 40 y se alcalinizé a pH 11 con hidroxido
de amonio acuoso y se incorpor6 a una columna Extrelut. Se dejé interactuar 15 min,
para la elucién se utilizo cloroformo.

Los extractos se analizaron por cromatografia en capa delgada de alta
performance (HPTLC). Se sembraron sobre placas de Silica 60 F254, en plancha
calefactora a 30 °C. Se utiliz6 como fase movil metanol/amoniaco (100:1,5). La placa
cromatografica se revel6 mediante aspersion de solucion al 10% de HCl y se observo
a la luz UV, luego se calent6 en plancha calefactora a 80 °C por 5 min, se observd
nuevamente fluorescencia al UV y por udltimo se rocié con reactivo iodoplatinico
acido. Este secreening tuvo el objetivo de revelar la presencia de grasa y de alguna

otra sustancia que pudiera interferir para el andlisis de cocaina por GC/MS.

3.6.2.2 Extraccion en fase solida (SPE)

Se realiz¢ la extraccion con columnas de intercambio iénico Bond-Elut 130 mg
marca Varian, con un sistema de bomba de vacio, evaluando el resultado obtenido
(de acuerdo a la senal cromatografica) en distintos tamafios de muestras de larvas. Se
analizaron tamanos de muestra de 1, 2 y 5 g de larvas de cada lote. Cada tamafio de

muestra se analizé por duplicado. Las larvas se trituraron en mortero y se colocaron

en un tubo HACH.
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Previo a la utilizacién de las columnas de SPE, se ensayaron las siguientes
metodologias para el clean up:

1. Cada 2 g de larva se agregaron 5 ml de buffer borato pH 9 y se

homogeneizo agitando 5 min en vortex, luego se agregaron 5 ml de éter etilico,

se agitd nuevamente por 2 min mas y se centrifugd a 3000 rpm por 20 min.

Posteriormente, la fase organica se transfiri6 a un tubo de vidrio y se

agregaron 2 ml de HCI 2 M, se agit6 por 2 min en vortex y nuevamente se

centrifugd a 3000 rpm por 20 min. Separada la fase acuosa acida, se le
agregaron nuevamente 4 ml de éter etilico y se agit6é por 2 min y se centrifugd

a 3000 rpm por 20 min, se descarto la fase organica y se reservo la fase acuosa

para su analisis por SPE.

2. Cada 2 g de larvas se agregaron 5 ml de metanol y se homogeneizd

agitando 5 min en vortex. Se dejo reposar unos minutos y luego se centrifugé a

3000 rpm por 20 min. Para 2 y 5 g se realizdé nuevamente este procedimiento.

Posteriormente, el sobrenadante se transfiri6 a un tubo de vidrio y se

agregaron 4 ml de 4cido acético 1 N, se homogeneizd en vortex. A

continuacion se agregaron 3 ml de mezcla etér etilico:hexano (3:1) y se agito en

vortex durante 2 min. Finalmente se centrifugd a 1500 rpm durante 20 min, se
desecho la fase organica y se reservo la fase acuosa para su analisis por SPE.

La fase acuosa obtenida se pipeted en las columnas de SPE siguiendo las
especificaciones del fabricante para el analisis de cocaina y metabolitos. A 5 ml de la
fase acuosa se le adicion6 2 ml de buffer fosfato pH 6, se homogeneizd en vortex
controlando que el pH se encuentre entre 4 y 6. La columna se acondiciono
anadiendo de manera secuencial: 2 ml de metanol y 2 ml de buffer fosfato pH 6 sin
dejar que la columna se seque. Luego se dejo pasar por la columna la fase acuosa
obtenida sin aplicar vacio. Para limpiar la columna se hizo pasar 6 ml de agua
destilada, 3 ml de HCI 0.1 M y luego se dejo secar la columna aplicando vacio (15

mmHg) por 15 min. Una vez seca, se agregaron 9 ml de metanol. Se utiliz6 como
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solvente de extraccion 2 ml de una mezcla de diclorometano/alcohol isopropilico
(80/20) y 2% de hidroxido de amonio acuoso. La fase organica obtenida se dejé
evaporar durante toda la noche bajo campana.

Cada extracto obtenido en ambas técnicas de extraccion (ELL y SPE) se
reconstituy6 con 200 ul de diclorometano y se colocé en un inserto de vidrio con
resorte para vial de vidrio de 2 ml, tapa a rosca, para su posterior andlisis por
GC/MS. Aquellos extractos que presentaron una gran cantidad de acidos grasos, no

fueron inyectados en el cromatdgrafo.

3.6.3 Analisis Instrumental

La deteccion e identificacion de la droga estudiada se realizd6 por GC/MS,
metodologia de referencia para el analito que se pretende detectar en este trabajo. En
cada secuencia de analisis se inyecté un estandar de cocaina como un control para el

analisis por GC/MS.

3.6.3.1 Condiciones cromatograficas

Se coloco el vial de vidrio en el carrusel de inyeccidon automatica del GC marca
Agilent Technologies modelo 7890B, acoplado a un MS marca Agilent Technologies
modelo 5977A, con ionizacidn por impacto electrénico a 70 eV. La columna capilar
utilizada fue HP-5MS (5 % fenilmetil siloxano) ultra inert (30 m x 0.25 mm x 0.25 um
MSD). El volumen de inyeccion fue de 2 pl y las condiciones de operacion fueron las
siguientes: la temperatura del inyector fue de 250 °C con un split 5:1, la temperatura

inicial del horno fue 70 °C con un incremento de 19 °C/min hasta 250 °C (se mantiene



18

por 17 min) con un tiempo total de corrida de 26.5 min. Se utilizé Helio ultrapuro
(Air Liquide) como gas carrier con un flujo de columna de 1.0 ml/min.

La operacion del MS se realizé en forma Scan con un intervalo de deteccion de
masa menor de 45.0 m/z y de masa mayor de 450.0 m/z. Durante el analisis se
adquirieron todos los espectros. Los iones selectos para la deteccion de la cocaina
fueron 82, 182 y 303 m/z. La identificacién de la cocaina se realizé por comparacion
con testigo de cocaina marca Lipomed y por comparacion de los iones por biblioteca

NIST, incorporada al software del equipo.

3.6.3.2 Concentracion minima tedrica detectable

Se estim0 una minima concentracién tedrica con base en la sefal
cromatografica de la cocaina cuya altura de pico pudiera diferenciarse del ruido, es
decir, con una relacién sefial/ruido (S/N) igual o mayor que 3:1. Para ello se utilizaron
larvas del lote blanco adicionadas con cocaina en concentraciones decrecientes del
analito de interés (n=3). Estas concentraciones fueron establecidas con base en la
bibliografia (9, 20).

Una vez seleccionada la técnica de extraccion, muestras de larvas del lote
blanco se trituraron en mortero y se dividieron en tres lotes a los cuales se les
adicion6 cantidades de una solucion madre de cocaina de concentracion 299.2 mg/1
de manera de obtener concentraciones de cocaina teoricas de 0.50, 0.75 y 1.00 ug/g de
larva. Finalmente se procedid al andlisis de 5.00 g de larvas por SPE (previo clean up)

y luego por GC/MS.



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cria y obtencion larvas
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En el presente estudio se llevaron a cabo cinco experimentos a lo largo de dos

anos (2016 a 2018) en todas las estaciones: verano, otono, invierno y primavera con el

objetivo de criar y obtener larvas de moscas para su utilizacion como matriz para la

deteccion de cocaina. Previamente se realizaron dos ensayos a modo de prueba para

poner apuntola metodologia de cria y obtencidn de larvas. En la tabla 2 se detallan

los resultados obtenidos de cada experimento.

Tabla 2. Crecimiento de las larvas en los diferentes experimentos realizados

Fecha Sustrato Desarrollo larval Observaciones
Experimento N° 1 Higado + Se observo El sustrato se seco, no
09/12/2016 COC- oviposicion/larviposicion, logré retener humedad
Levamisol no hubo crecimientos de
larvas
Experimento N° 2 Higado + Se obtuvieron pocas El sustrato se colocd
22/04/2017 COC- larvas dentro de una bolsa de
Levamisol (02/05/2017) polietileno con
apertura superior
Experimento N° 3 Higado + Se recolectaron larvas, Se identificaron moscas
05/08/2017 COC- pupas y moscas adultas ~ que quedaron
Levamisol (17/08/2017) atrapadas y adultos
que emergieron de las
pupas
Experimento N° 4 Higado + Se observo El sustrato se sec6 a
12/05/2018 COC 81.5% oviposicion/larviposicion, pesar de la bolsa de
pureza no hubo crecimientos de  polietileno
larvas
Experimento N° 5 Higado + Se recolectaron larvas Se realiz6 un
11/09/2018 COC 81.5% (22/09/2018) duplicado por cada
pureza lote
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En el experimento N° 1, si bien se constatd la llegada de moscas y hubo
oviposicion/larviposicidon en la mayoria de las jaulas, no se observé desarrollo larval
en ninguno de los sustratos. En el experimento N° 2 no hubo crecimiento de larvas en
varias de las jaulas, incluso no se observod desarrollo en uno de los lotes control, a
pesar de la utilizacién de las bolsas de polietileno.

En el experimento N° 3 se obtuvo desarrollo de larvas en todas las jaulas,
incluso en las concentraciones mas elevadas. Las larvas recolectadas presentaban
distintos tamanos, también se extrajeron moscas muertas que quedaron atrapadas en
las jaulas y varias pupas.

En los experimentos N° 4 y N° 5, la cocaina adicionada a los sustratos (COC
81.5% de pureza) presentaba mayor porcentaje de pureza ademds de no contener
levamisol ni ninguna otra sustancia de corte activa, asimismo los sustratos se
colocaron en bolsas de polietileno similar al experimento anterior.

En cuanto al experimento N° 4, el sustrato se prepard con la nueva muestra de
cocaina y a pesar de la utilizacion de la bolsa, se seco6 en la mayoria de las jaulas
debido a la falta de humedad en la preparacién original y a las temperaturas
ambiente elevadas. Esto trajo como consecuencia que no hubo desarrollo larval en
ninguna jaula, no obstante, se observd oviposicion/larviposicion en algunos
sustratos.

Finalmente se decidi6 realizar el ultimo experimento, disponiendo cada lote
por duplicado. En este experimento final se asegurd que la preparacion de higado,
colocada dentro de la bolsa de polietileno, presentara una suficiente humedad para
evitar el resecamiento. De esta manera se logré obtener nuevamente
oviposicidn/larviposicion y desarrollo larval. Al cado de 11 dias se recolectaron

larvas en todos los tratamientos.

4.2 Tratamiento de las larvas para analisis
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En un primer momento no se obtuvieron resultados satisfactorios en las larvas
de lotes adicionados con cocaina, sacrificadas con agua caliente, para la deteccién de
este estupefaciente. Es decir, no se logré detectar la cocaina en los primeros ensayos
de evaluacion de las técnicas de extraccion. Esto puede deberse que a temperaturas
elevadas las proteinas son rapidamente desnaturalizadas, se afecta la estabilidad del
tejido larvario y de la hemolinfa, lo que disminuiria la disposicion del tdxico ante el
contacto del solvente de extraccion (45). Por consiguiente, se decidié utilizar otro
método de sacrificado de las larvas de los ulteriores experimentos.

Se obtuvieron resultados positivos en la deteccion de cocaina en las larvas del
experimento N° 5, las cuales fueron sacrificadas por congelamiento. En adicion, una
vez que se selecciond la técnica de extraccion, larvas recolectadas de los experimentos
N° 2 y N° 3 que se conservaron a —20 °C también fueron positivas en el analisis de
cocaina por GC/MS. Por lo tanto, un resultado positivo en la detecciéon de esta droga
en la matriz larval depende, principalmente, de la técnica de extraccién empleada y
no tanto del método de sacrificio utilizado. De todas maneras, el congelamiento es el
procedimiento sugerido por la literatura para este tipo de estudio toxicoldgico (9, 45).

En relacion a las larvas “control lavado”, en el andlisis cromatografico no se
detectd la presencia de cocaina en las mismas, por lo tanto, el lavado fue eficiente. De
este modo se descartan resultados falsos positivos debido a contaminacidn externa

por contacto con los sustratos adicionados con cocaina.

4.3 Identificacion taxonOmica

Se observo la colonizacion de ejemplares del orden Diptera, de las familias

Calliphoridae y Sarcophagidae.
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Se identificaron larvas en el tercer estadio que correspondieron a individuos
de las especies Lucilia sericata, Calliphora vicina, Sarconesia chlorogaster y ejemplares de
la familia Sarcophagidae sp. Asimismo se realiz6 la identificacion de los adultos
presentes en las jaulas de los experimentos N° 2 y N° 3. En la tabla 3 se detallan las
familias identificadas en los diferentes experimentos, en los cuales se obtuvo

desarrollo.

Tabla 3. Especies y familias del orden Diptera identificadas taxonémicamente.

Experimento Larvas estadio III Adultos
Orden Diptera Orden Diptera
Experimento N° 2 Calliphoridae: Lucilia sericata
Mayo 2017 Sarcophagidae sp. Sarcophagidae sp.
Experimento N°3 Calliphoridae: Calliphora vicina Calliphora vicina
Agosto 2017
Experimento N° 5 Calliphoridae: Lucilia sericata
Septiembre 2018 Calliphoridae: Sarconesia chlorogaster -
Sarcophagidae sp.

4.4 Deteccion de cocaina

4.4.1 En los sustratos

Se detecté la presencia de cocaina en todos los sustratos analizados
preparados a partir de las concentraciones de cocaina tedricas de 10.00, 5.00 y 1.00
mg/kg. En las concentraciones de 0.5 y 0.05 mg/kg de cocaina en higado se observd

una sefial cromatografica con mucho ruido y no se logré detectar la cocaina en
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algunos de estos sustratos. Mientras que no se detect6 la presencia de cocaina en

ninguno de los sustratos correspondientes a los lotes blanco de cada experimento.

4.4.2 En la matriz larval

4.4.2.1 Extraccion liquido-liquido (ELL)

Utilizando esta metodologia, tanto en la extraccion en tubo como en columna
se obtuvieron extractos con gran contenido lipidico, lo cual se observaba
macroscOpicamente. El alto contenido de grasas dificultaba la identificacion de la
cocaina en las muestras, en las corridas cromatograficas HPTLC.

De acuerdo a las caracteristicas de los extractos obtenidos, los mismos no
fueron inyectados en el cromatdgrafo, debido a que no se obtuvo un buen clean up
con esta técnica de extraccion. Sin embargo, algunos investigadores obtuvieron
resultados satisfactorios para la deteccion de cocaina en larvas aplicando esta

metodologia (47,48).

4.4.2.2 Extraccion en fase solida (SPE)

De los métodos de extraccidon evaluados en este trabajo, se obtuvieron mejores
resultados utilizando SPE, con un tamafio de muestra de 5 g (homogenizacién en
mortero) y realizando el procedimiento de clean up que utiliza metanol, 4cido acético

y una mezcla de etér etilicochexano (3:1).
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Fue necesario utilizar tres columnas de intercambio iénico en la extraccion de
la fase acuosa obtenida, de esta forma se evitd saturar la columna.

Se lograron extractos limpios a simple vista para todos los tamafios de
muestra analizados, con menor contenido de lipidos y de interferentes, aptos para
una inyeccion cromatografica. Estos resultados se corresponden con lo citado en
bibliografia en relacién a esta metodologia para el analito estudiado en la matriz
larval (14, 49).

La técnica SPE cumplid con el objetivo de extraer el compuesto de interés de
manera Optima, sin efectos de matriz y con la obtenciéon de un extracto compatible
con el procedimiento analitico final (GC/MS).

Es preciso aclarar que cuando se realizan procesos de extraccion, es necesario
realizar ensayos de recuperacion y utilizar un estdndar interno, el cual se agrega a la
muestra al inicio del proceso para controlar y corregir la extraccion del analito desde
la matriz. El porcentaje de recuperacion debe ser estable, preciso y reproducible. En
este trabajo no fue posible realizar estos ensayos debido a que este laboratorio no

dispone de un estandar interno para este tipo de andlisis.

4.5 Analisis cromatografico

Bajo las condiciones cromatografias establecidas para el anadlisis, el tiempo de
retencion (tR) de la cocaina en la matriz larval fue de 13.195 min. En la figura 4 se
observa el cromatograma, con su correspondiente espectro de masa, de una muestra

de larvas del lote blanco adicionadas con cocaina (control positivo).
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Figura 4. A (arriba): Cromatograma de la inyeccion de una muestra de larvas blanco

adicionadas con cocaina. B (debajo): Espectro de masa del pico de cocaina con sus iones 82,

182 y 303 m/z.
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En los cromatogramas obtenidos de los extractos SPE de las larvas blanco de
todos los lotes de los experimentos con desarrollo larval, no se observo la presencia

de interferentes enddgenos en el tR de la cocaina.
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Figura 5. Cromatograma de la inyeccion de una muestra de larvas lote blanco, con
ampliacion de la zona entre los minutos 13 y 14, no se observa sefial al tR de la cocaina.

No se detecto la presencia de cocaina en los tamafios de muestras de 1y 2 g de
larvas de ninguno de los lotes de los experimentos N° 2, 3 y 5. En el tamafio de
muestra de 2 g, si bien no se obtuvo un pico diferenciable de la linea de base, en el tR
de la cocaina que pueda distinguirse de la sefial del blanco, se observaron algunos
iones de este analito (82 y 182 m/z) en el espectro de masas. Es por ello que se decidio

aumentar el tamafno muestral hasta 5 g.
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Una de las ventajas de automatizar la inyeccion es que se realiza de manera
mas precisa, en forma automatica y permite el andlisis de una secuencia de muestras
liberando al operador del proceso de inyeccién de muestras. No obstante, una de las
limitaciones de la inyeccion automatica es que el extracto necesita una mayor
dilucién frente a una inyeccion manual. Esto influye en la cantidad de cocaina a
detectar ya que en una inyeccion manual los extractos estdn mucho mas
concentrados en comparacion con los extractos para inyeccion automatica.

Se detect? la presencia de cocaina en las muestras de larvas correspondientes a
los experimentos N° 2 y 3 en los lotes de concentracion 5.00 mg/Kg de cocaina en
higado, y en todas las concentraciones evaluadas del experimento N° 5 (1.00, 5.00 y
10.00 mg/Kg). En las figuras 6, 7 y 8 se observan los cromatogramas
correspondientes a larvas del experimento N° 3 de los lotes de concentracion 5.00
mg/kg y de larvas del experimento N° 5 de los lotes de concentracion 1.00 y 10.00
mg/kg, respectivamente. Se identifica a la cocaina de acuerdo al tR que presenta en
cada uno de los cromatogramas y al espectro de masa comparado con el de un
estandar de cocaina y con el que figura en la biblioteca NIST. En estos espectros de
masas se observan los principales iones para este estupefaciente: los iones 82, 182 y
303 m/z.

En relacion al tamano de muestra, en la literatura se mencionan tamanos
muestrales de 1 g analizados por GC/MS (40, 47), inclusive se menciona el analisis de
los aparatos digestivos de 1 g de larvas (47). En el presente trabajo, fue necesario
partir de un tamafio de 5 g para lograr detectar las concentraciones utilizadas en los
diferentes experimentos. Esto también se relaciona con la dilucién que sufren los

extractos para poder ser analizados por GC/MS utilizando inyeccion automatica.
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29

+ T Sra - arvas Inte 10 00 modkg d

COCAINA
03

02 l
il T _JJ‘,.L_I,'fJI.._lr \

€ 7 8 9 10 17 12 13 4 15 1€ 17 10 19 20 21 22 20 24 25 ?GE‘:-' 2{1?9].(: Bl
Couns & Acquistian Time (min)

Figura 8. Cromatograma de muestra de larvas del experimento N° 5 del lote A) de 10.00
mg/kg.

Una de las limitaciones de este trabajo es no incluir a la BZE como analito de
interés. La razon es que nuestro laboratorio no dispone de un estandar de este
metabolito. La BZE es uno de los metabolitos principales de la cocaina y ha sido
detectada en larvas de moscas por algunos autores (48, 50) utilizando derivatizantes
para su analisis por GC/MS, procedimiento que no se realiza actualmente en el
laboratorio, pero se esta trabajando en su desarrollo asi como también en la
adquision de un estandar de BZE.

No obstante, otros investigadores han utilizado otras técnicas de analisis
como radioinmunoensayos (20), inmunohistoquimica (32) y cromatografia liquida
acoplada a MS en tandem (LC-MS-MS) (51) en la busqueda de BZE.

De acuerdo al modo de consumo de la cocaina y a su metabolismo, tanto la
droga madre como sus metabolitos, estaran presentes en el organismo de acuerdo a

su tiempo de vida media. Si bien la ventana de deteccion de los metabolitos como la
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BZE es mayor a la de la cocaina, es valida la busqueda y deteccion de la droga madre
ya que la técnica de extraccion SPE utilizada para cocaina es la misma empleada para
la extraccidon de sus metabolitos, incluida la BZE.

De la misma manera, en el andlisis cromatografico se detecta a la cocaina y a
muchos de sus metabolitos como la EME, cinamoilcocaina, norcocaina y cocaetileno

(consumo simultaneo de cocaina y etanol), sin necesidad de utilizar derivatizantes.

4.5.1 Concentracién minima tedrica detectable

Esta concentracion se estableciéo como la menor cantidad de cocaina que el
método puede distinguir sobre la sefial del ruido cromatografico, obteniéndose un
valor teodrico de 0.75 pg/g de larva. En la figura 9 se muestra el cromatograma
correspondiente a la concentracion tedrica mas baja detectada de cocaina en la matriz

larval, con su correspondiente espectro de masa.

En este apartado se presenta otra limitacidon del trabajo cuando se estima una
concentraciéon minima de cocaina y no el limite de deteccion (LD), el cual se define
como la minima cantidad mensurable del que se puede deducir la presencia del
analito, con un grado razonable de certeza estadistica. Para ello es necesario realizar
otros ensayos (recuperacion, precision, estabilidad) que no pudieron llevarse a cabo
por limitaciones analiticas (falta de estandar interno y disponibilidad de cocaina). En
este sentido es requisito indispensable la realizacion de ensayos de recuperacion,
estudios de precision y de estabilidad, ademds de establecer el limite de deteccion,
para la validacion del método cualitativo desarrollado. Con respecto a la estabilidad,
algunas drogas sufren degradacion post mortem resultado de procesos metabolicos,
autoliticos, fermentativos y putrefactivos; por su parte la hidrolisis de la cocaina

persiste al menos durante 48 horas posteriores a la muerte (51).
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En relacion a LD, no se encontr6 informacion al respecto en la literatura con la
técnica instrumental utilizada. Se encontr6 un sélo trabajo donde se menciona dicho
parametro utilizando HPLC acoplado a un espectrometro de masa con una interfase
de electrospray (ESI-MS/MS por sus siglas en inglés) (25). En dicha tesis doctoral el
LD de COC se estableci6 en 0,625 ng/g de larvas.

Por otro lado, es importante mencionar los valores de cocaina hallados en
larvas obtenidas de experimentos con sustratos adicionados con cocaina (20) y las
recolectadas en casos reales (48). Goff y col. (20) encontraron valores de cocaina
superiores a 0,3 mg/kg de larvas, en tanto que Nolte y col. (48) reportan un valor de
cocaina de 0,49 ug/g de larva.

Si bien no se pudo determinar el LD, se considera que la estimacién de la
cantidad minima detectable obtenida, en principio, es una aproximacién valida para
detectar cocaina en larvas de moscas relacionadas a muertes por posibles sobredosis
con este estupefaciente. La concentracion tedrica minima hallada en el presente
trabajo es alta comparada con los valores hallados en la literatura. La sensibilidad en
la deteccion puede mejorarse modificando condiciones cromatogréaficas como el
modo de operacion del MS en forma SIM (monitorizacion selectiva de iones),
utilizado generalmente para analisis cuantitativos, o realizando una inyeccion mas

concentrada del extracto (inyeccién manual).

4.6 Propuesta de protocolo para el tratamiento y analisis de larvas de moscas para
la deteccién de cocaina

Se redact6 el protocolo para estandarizar el uso de la matriz larval en el
analisis cualitativo de cocaina para ser utilizado en casos forenses en los cuales no se

disponga de las matrices tradicionales.
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Control de copias

Area Firma

Control de enmiendas

Ne Fecha Firma

Control de revisiones y versiones

Rev. Descripcion Fecha | Ver. Firma
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1. INTRODUCCION

Cuando un cuerpo se encuentra en avanzado estado de descomposicion o
cuando carece de tejidos o fluidos (esqueletizacion), el uso de insectos que se
alimentan del cadaver, puede ser el tinico recurso para la basqueda de toxicos en
casos de muertes sospechosas de envenenamiento o sobredosis. Los insectos
incorporan a sus tejidos sustancias presentes en el individuo, como metabolitos de
barbittricos, cocaina, anfetaminas, etanol e incluso venenos, los cuales quedan
depositados en las cuticulas de las larvas o en los puparios vacios.

Es importante destacar que la presencia de venenos o drogas en el cadaver
puede influir en el ciclo de vida de los insectos modificando en algunos casos el
intervalo post mortem (IPM), con lo cual se podria colaborar para estimar un IPM mas
certero.

De esta manera, los peritos forenses encargados del estudio toxicologico,
interdisciplinariamente con peritos biélogos y médicos, aportarian a través de sus

informes técnicos o periciales, evidencia de suma importancia a la causa.

2. OBJETIVO GENERAL

PREPARO: CONTROLO: APROBO:
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Proporcionar un documento de consulta y cumplimiento para el personal que trabaja

en areas de Toxicologia Forense de distintos laboratorios forenses de Argentina, en la

utilizacién de larvas de moscas como matriz alternativa para la deteccion de cocaina

en muestras obtenidas de cadaveres en estado avanzado de descomposicion, en casos

en los cuales se sospeche muerte por sobredosis por cocaina y en casos de no contar

con matrices tradicionales para llevar a cabo la determinacion toxicologica.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Estandarizar los procedimientos para el tratamiento y almacenamiento de las

larvas.

- Estandarizar los procedimientos a aplicarse en Laboratorio de Toxicologia

Forense para el andlisis y deteccidon de cocaina en larvas de moscas.

4. ALCANCE

El presente procedimiento aplica a los Laboratorios de Toxicologia Forense, en

lo que respecta a la obtencion y preservacion de las larvas y en relacion con el analisis

PREPARO: CONTROLO:

APROBO:



36

LOGO LABORATORIO ) Versién: 01
TOXICOLOGIA CODIGO Fecha: 20/09/2020
INSTITUCIONAL] Péagina 4 de 12
FORENSE

Protocolo para el tratamiento y analisis de larvas de moscas en la
deteccion de cocaina

toxicoldgico.

5. DEFINICIONES Y SIGLAS

Esqueletizacion: etapa final de descomposicion durante la cual los ultimos vestigios

de los tejidos blandos de un cadaver o carcasa se han descompuesto o secado hasta
el punto de que el esqueleto queda expuesto.

Evidencia: es todo indicio que, analizado pericialmente, se relaciona con el hecho que
se investiga. La evidencia es, por lo tanto, la certidumbre patente, clara y perceptible.
Nadie puede, racionalmente, dudar de ella ya que solo puede obtenerse después de
la observacion y medicion de los acontecimientos.

GC/MS: Cromatografia Gaseosa/Espectrometria de masas (por sus siglas en inglés,
Gas Chromatography/Mass Spectrometry).

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (por sus siglas en inglés, High
Performance Liquid Chromatography).

IPM: intervalo post mortem, tiempo transcurrido entre el momento de la muerte y del
hallazgo del cuerpo.

Muestra entomolégica: muestras de insectos (larvas) recolectadas del cadaver (en la

escena del hecho o durante la autopsia), asi como de sus inmediaciones.

PREPARO: CONTROLO: APROBO:
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SPE: extraccion en fase solida (por sus siglas en inglés, Solid Phase Extraction).

6. RESPONSABLES

Jefe de Laboratorio y/o peritos acreditados de Laboratorios de Toxicologia

Forense que funcionen bajo la drbita del Poder Judicial.

7. MATERIALES

El personal encomendado al analisis debe utilizar los elementos de proteccién

personal necesarios para llevar a cabo todas las etapas del analisis: guardapolvo,

guantes de nitrilo o latex, gafas, entre otros.

PREPARO:

Pinzas de plastico

Cucharas de metal

Frascos recolectores de polipropileno
Etiquetas

Papel absorbente

CONTROLO:

APROBO:
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Marcador indeleble
Pipetas automaticas
Morteros con pilon
Tubos HACH
Tubos de ensayo

Tubos de doble ensayo

Columnas de intercambio idnico Bond-Elut de 130 mg extraccion en

fase solida (SPE)

Material de vidrio de laboratorio

Viales de vidrio de 2 ml con tapa a rosca

Inserto de vidrio para viales para muestreadores automaticos de 9 mm

con resorte

8. EQUIPOS

PREPARO:

Balanza analitica
Vortex
Centrifuga para tubo de ensayos

Sistema de vacio para SPE

CONTROLO:

APROBO:
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o Cromatdgrafo gaseoso con detector de masas (GC-MS) (Agilent
Technologies modelo 7890B, acoplado a un MS marca Agilent Technologies
modelo 5977A)

9. REACTIVOS

o Solventes grado HPLC: metanol, acido acético, éter etilico, hexano,
isopropanol, cloroformo, diclorometano y tolueno

e Reactivos pro andlisis: hidréxido de amonio acuoso y acido clorhidrico
o Tiras reactivas para medir pH

o Buffer fosfato pH 6

o Agua destilada

» Estandar de cocaina marca lipomed

10. MUESTREO ENTOMOLOGICO

Aunque la mayoria de los investigadores realizan un muestreo al azar, los

mejores sitios corporales de muestreo para la deteccion de drogas en los insectos son

PREPARO: CONTROLO: APROBO:
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los 6rganos internos (por ejemplo, higado), la zona de la cabeza o musculos en los
casos en que no hay otros drganos internos disponibles. Se debe recolectar la mayor
cantidad de individuos a los fines de llevar a cabo una buena identificacion
taxonomica y luego realizar el analisis toxicoldgico.

Se debe completar un formulario de cadena de custodia indicando las
personas responsables de la toma de muestra, lugar de donde se recolectan, tipo de
especimenes, condiciones de almacenamiento, traslado, recepcion en el laboratorio y

todo otro dato que se considere necesario indicar (Anexo).

11. OBTENCION Y PRESERVACION DE MUESTRAS ENTOMOLOGICAS

Se deben recolectar los individuos utilizando pinzas de plastico limpias o con
cuchara de metal y colocarlos en un frasco recolector de polipropileno con tapa

hermética, rotular e identificar el sitio de la recoleccion.

12.  TRATAMIENTO DE LAS LARVAS PARA ANALISIS TOXICOLOGICO

PREPARO: CONTROLO: APROBO:
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Una vez en el laboratorio, lavar bajo el grifo con abundante agua corriente y
realizar un enjuague final con agua destilada. Luego secar con papel de filtro o
absorbente y colocar en el freezer a -20°C por una hora, de esta manera se sacrifica las
larvas por muerte por congelamiento. Almacenar en freezer hasta la realizacion del
analisis.

Pesar 5.0 g de larvas (previamente lavadas y sacrificadas) y colocarlas en un
mortero. Triturar las larvas y trasvasar a un tubo apto para centrifuga (tubo tipo

HACH). En lo posible, realizar por duplicado.

12.1 Clean up

Agregar al tubo HACH 10 ml de metanol, homogeneizar 5 min en vortex y
luego centrifugar a 3000 rpm por 20 min. Transferir el sobrenadante a otro tubo y
realizar nuevamente este procedimiento. A la fase metandlica obtenida se le agregan
10 ml de &cido acético 1 N homogeneizando nuevamente en vortex. Posteriormente,
esta fase acuosa acidificada se divide equitativamente en tres tubos de vidrio y se
agrega a cada tubo 2.5 ml de una mezcla etér etilico:hexano 3:1, luego se agita en

vortex durante 2 min. Finalmente se centrifuga a 1500 rpm durante 20 min, se

PREPARO: CONTROLO: APROBO:



42

LOGO LABORATORIO ) Versién: 01
TOXICOLOGIA CODIGO Fecha: 20/09/2020
INSTITUCIONAL] Péagina 10 de 12
FORENSE

Protocolo para el tratamiento y analisis de larvas de moscas en la
deteccion de cocaina

desecha la fase organica y se reserva la fase acuosa para la extracciéon por SPE,

utilizando 3 columnas de intercambio idnico, una por cada tubo de fase acuosa.

12.2 SPE

Cada tubo de fase acuosa se hard pasar por una columna SPE, utilizando tres
columnas en total, siguiendo las especificaciones del fabricante para el analisis de
cocaina y metabolitos.

Acondicionar 5 ml de la fase acuosa con 2 ml de buffer fosfato pH 6,
homogeneizar en vortex controlando que el pH se encuentre entre 4 y 6. Para
acondicionar la columna afnadir de manera secuencial 2 ml de metanol y 2 ml de
buffer fosfato pH 6 evitando que la columna se seque. Luego pasar por la columna la
fase acuosa obtenida sin aplicar vacio. Para la limpieza de la columna pasar 6 ml de
agua destilada, 3 ml de HCl 0.1 M, de manera secuencial y luego dejar secar la
columna aplicando vacio (15 mmHg) por 15 min. Una vez seca, agregar 9 ml de
metanol. Como solvente de extraccion utilizar 2 ml de una mezcla de
diclorometano/alcohol isopropilico (80/20) y 2% de hidroxido acuoso de amonio.

Dejar evaporar la fase organica obtenida durante toda la noche bajo campana.

PREPARO: CONTROLO: APROBO:
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13. ANALISIS INSTRUMENTAL

Reconstituir los extractos con 200 ul de diclorometano y colocar en un inserto
de vidrio de 250 pL con resorte para vial de vidrio de 2 ml, tapa a rosca, para su
inyeccion en el cromatdgrafo (GC/MS). Colocar el vial de vidrio en el carrusel de
inyeccion automatica del GC/MS con ionizacidén por impacto electronico a 70 eV.

Se utiliza una columna capilar HP-5MS (5 % fenil metil siloxano) ultra inert
(30m x 0.25 mm x 0.25 um MSD). Se emplea Helio ultrapuro (Air Liquide) como gas

carrier con un flujo de columna de 1.0 ml/min.

13.1 Condiciones cromatograficas

Ajustar el volumen de inyeccion a 2 pl y las siguientes condiciones de
operacion: la temperatura del inyector en 250°C con un Split 5:1, la temperatura
inicial del horno es de 70°C con un incremento de 19°C/min hasta 250°C (se mantiene

por 17 min) con un tiempo total de corrida de 26.5 min.
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Adquirir los datos en forma Scan con un intervalo de deteccion de masa menor
de 45.0 m/z y de masa mayor de 450.0 m/z. Durante el analisis adquirir todos los
espectros. Los iones selectos para la deteccion de la cocaina son 82, 182 y 303 m/z.
Para la identificacion de la cocaina se deben comparar los espectros obtenidos
experimentalmente con el espectro de un testigo de cocaina (marca Lipomed por
ejemplo) y por comparacion de los iones por biblioteca NIST, incorporada al software

del equipo.

14. INFORME DE RESULTADOS

El informe debera contener la informacién necesaria respecto al material
recibido y la metodologia empleada, al igual que cualquier otro informe toxicoldgico

sobre muestras bioldgicas (en este caso larvas de moscas).
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré detectar cocaina en larvas de moscas por
GC/MS a partir de larvas alimentadas con higado vacuno.

Se ensayaron distintas condiciones de extraccion purificacion, estableciendo
que la técnica SPE (previo clean up) extrae la cocaina de manera adecuada y con la
obtencion de un extracto compatible para su posterior analisis cromatografico
(GC/MS).

Se determind una concentracion minima tedrica de cocaina de 0,75 ug/g de
larvas de moscas, cantidad minima detectable por la metodologia presentada.

Se propuso una metodologia preliminar en el uso de larvas de moscas como
matriz biologica alternativa en estudios toxicoldgicos post mortem y se redactd el
correspondiente protocolo de trabajo para un analisis toxicologico cualitativo de
larvas de moscas, en este tipo de estudios, para la deteccion de cocaina. El siguiente
paso es la validaciéon de la metodologia propuesta realizando los ensayos requeridos
en analisis cualitativos para luego comenzar con los cuantitativos.

La aplicacion del presente protocolo puede significar una mejora al momento
de formular conclusiones respecto a los casos y facilitar la resolucion de los mismos;
convirtiéndose de esta manera en una herramienta muy util para las investigaciones
forenses.

La utilizacién de larvas de moscas, incluso si se utilizan sélo para analisis
cualitativos, podria desempefiar un papel importante en la deteccién de drogas de
abuso y de este modo, contribuir a establecer la causa, la forma y el mecanismo de la
muerte.

Es de esperar que la importancia de esta ciencia aumente cuando se apliquen
sistematicamente protocolos y se sumen mds laboratorios que realicen estos analisis

entomotoxicolodgicos.
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