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1. INTRODUCCION

El metabolismo urbano se refiere a la evaluacion de la cantidad de recursos
producidos y consumidos por los ecosistemas urbanos. Que se ha convertido en
una herramienta importante para entender cémo el desarrollo de una ciudad
causa impactos al entorno local y regional, para apoyar una mayor planificacion
y un desarrollo urbano mas sostenible. Investigadores en Brasil midieron los cambios
ocurridos en el uso de materiales y energia en la ciudad de Curitiba (Brasil) entre
los anos 2000 y 2010. Los resultados revelan unas mejores condiciones de vida y
mayores beneficios socioecondmicos derivados de un mayor rendimiento de esos
recursos, pero sin descuido total a las cuestiones ambientales. Con una ingesta de
alimentos, consumo de agua y emisiones al aire en niveles similares, observdndose
unos incrementos en el uso de energia, materiales de construccion y residuos
reciclados. Esto explica que parece mds adecuado evaluar la contribucion de una
ciudad a la sostenibilidad que medir si una sola ciudad es sostenible o no [1-4].

Hoy en dia es habitual husmear en las alcantarillas y el material particulado de las
agrandes ciudades para establecer la conexidad entre el consumo de drogas ilicitas
en esas metropolis y su impacto en las matrices ambientales [5-6], y luego viene la
sugestiva pregunta sobre, si la ocurrencia de estos compuestos en el ambiente se
constituye en una “gran adversidad” emergente o tal vez es una herramienta para
investigar la incidencia social de las drogas y el comportamiento del mercado en
las grandes ciudades?.

Los estudios recientes claramente reafirman las fortalezas conceptuales del
andlisis de biomarcadores (metabolitos) en aguas residuales para producir datos
objetivos y actualizados sobre el uso de drogas ilicitas y su mercado a escala
local, nacional e internacional [6]. Por ofro lado la epidemiologia basada en
aguas residuales (WBE de su acronimo en inglés) se basa en el principio de que los
rastros de compuestos, a los que una poblacién estd expuesta o consume, se
excretan sin cambios o como metabolitos en la orina, el aliento, el sudor, la
transpiracién  y/o las heces, y en Ultima instancia terminan en la red de
alcantarillado [7] o en el aire ambiente [5] y pueden proporcionar informacion
cudlitativa o cuantitativa importante sobre la actividad de los habitantes
dentro de una captacion de aguas residuales determinada [8].

La epidemiologia basada en las aguas residuales WBE es una disciplina cientifica
en rapido desarrollo con el potencial de monitorear casi en tiempo real las
tendencias a nivel de poblacion en el uso de drogas ilicitas. Al tomar muestras de
una fuente conocida de aguas residuales, como un afluente de una planta de
tratamiento de aguas residuales, los cientificos pueden estimar la cantidad de
drogas utilizadas en una comunidad a partir de los niveles medidos de drogas ilicitas
y sus metabolitos excretados en la orina. En 2011, fue aplicado por primera vez
este método de recopilacidon de datos sobre el uso de estimulantes por las
poblaciones urbanas utilizando un protocolo de muestreo comun por un grupo
infernacional de cientificos, el grupo SCORE (Sewage analysis CORe group
Europe, http: // score-network.UE/). Desde entonces, SCORE ha recopilado
datos cada ano con un nUmero cada vez mayor de ciudades participantes,
incluidas las de fuera de Europa [9].
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El andilisis quimico de los residuos de drogas ilicitas en las aguas residuales no
fratadas es una herramienta valiosa para complementar los enfoques existentes
para monitorear los patrones espacio-temporales y las tendencias del consumo de
drogas ilicitas en grandes comunidades [10].

Este proyecto de investigacion se perfla como una radiografia social
(epidemiologia basada en metabolitos de la ciudad en sus componentes
agua) que aportard informacién valiosa de diagndstico, para entender las
dindmicas de las ciudades del Eje Cafetero frente al consumo de drogas
ilicitas, y proceder a establecer politicas publicas de contfrol de consumo
encaminadas a mejorar la seguridad de las mismas, su conciliaciéon entre salud
mental de la poblacién y la avanzada descomunal de oferta de drogas vy
mejorar la planeacién y convertir esos pequenos centros poblados en sitios mds
amables y seguros.

El enfoque conceptual del proyecto de investigaciéon fue metaboldmico (estudio
y busqueda de marcadores o biomarcadores, rutas y mapas bioguimicos de
los compuestos congéneres (drogas licitas), sus metabolitos y productos
de transformacién) compuestos que se excretan o no se metabolizan, vy
que triangulando toda la informacion recopilada permitid hacer diagndsticos
mds cerrados de los comportamientos de las ciudades y sus habitantes
frente al consumo de drogas de abuso, mediante el monitoreo de: drogas
licitas e ilicitas (primera etapa), productos farmacéuticos y de cuidado personal,
marcadores de tamano de poblacidon, productos quimicos industriales,
marcadores de stress, alimentos y dieta asi como marcadores bioldgicos en sus
maftrices ambientales agua y aire usando la tecnologias desarrollada por
el grupo GICTA frente al monitoreo, preparacién de muestras y andlisis
quimico.

En la actualidad en el campo de los estudios de consumo de sustancias
psicoactivas se estdn desarrollando importantes avances derivados de la
aplicacién de la innovacion tecnoldgica y cientifica, que han permitido a través
de metodologias novedosas apoyar el conocimiento del consumo de sustancias
psicoactivas en la poblacién. En este contexto, el andilisis de los residuos de las
drogas determinados en las aguas residuales urbanas puede proporcionar
informacion valiosa acerca del consumo de drogas en una poblacién vy
puede  servir  como una herramienta complementaria a ofros
indicadores epidemiologicos.

En este sentido, el andlisis de aguas residuales para la determinacion de
sustancias psicoactivas es una valiosa herramienta que permite identificar de
una manera cientifica el consumo en poblaciones seleccionadas, razén
por la cualcomplementa el conocimiento acerca de este fendmeno en
poblaciones especificas.

El Gobierno Nacional a treves de la formulacidon de la Politica Integral para
Enfrentar el Problema de las Drogas: “Ruta Futuro”, aprobada por el Consejo
Nacional de Estupefacientes, incluyd como Pilar | la reduccion del consumo de
sustancias psicoactivas y su impacto, y como componente transversal, la
generacién de conocimiento.
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En la “Ruta Futuro” se identifican siete principios sobre los cuales se fundamenta
las acciones en el nivel institucional, que tienen como propdsito garantizar que
estas sean coherentes y adecuadas a la realidad. En estos principios se
esbozan las cualidades de las actividades e identifican la Integralidad de la
accion sobre el problema de las drogas, la necesidad de apoyar todas las
acciones sobre Evidencia técnica vy cientifica basada en evidencia objetiva que
dimensione el fendmeno de las drogas desde una perspectiva general y por
grupos poblacionales. Ademds, se plantea que las acciones para enfrentar
este problema también sean Innovadoras vy flexibles de manera que las
intervenciones para contener el problema de las drogas sean novedosas y
afiendan a identificar las situaciones particulares de grupos poblacionales y
territorio de manera que con el uso de los Ultimos desarrollos tecnoldgicos
contribuyan a la eficiencia y efectividad de loa politica para enfrentar el
problema de las drogas en el pais.

Por otra parte, se identifica que las acciones adelantadas deben ser Sostenibles de
forma tal que sea posible su duracion en el tiempo basado en el fortalecimiento
en todos los niveles de las capacidades de las instituciones encargadas
de la implementaciéon de la politica. Por Ultimo, se identifica que la politica debe
contar con fres aspectos fundamentales: ser Inclusiva vy diferencial,
Participativa y Articulada que permitirdn que las actividades que se
emprendan para el cumplimiento de los objetivos sean coherentes con el
problema y cuente con la participacion de todos los involucrados e identifique
sus necedades en la materia.

Asimismo, de acuerdo con el “Plan de Accidn de la Politica Ruta Futuro”,
aprobado por el Consejo Nacional de Estupefacientes, se contempla dentro
del Pilar 1 de Reducciéon de Consumo de Sustancias y su Impacto, el Objetivo
Estratégico | que corresponde a “Fortalecer la coordinacion interinstitucional para
mejorar la gestion del conocimiento y las capacidades de respuesta que
permita el desarrollo de competencias socioemocionales, prevencion oportuna
de problemas observables y la atencion integral e inclusion social de las personas
con afectaciones en salud mental” que se materializa a través de la Estrategia
“Gestion de Conocimiento en salud mental” con acciones especificas como: q)
Disenar y desarrollar estudios y/o investigaciones del consumo de sustancias
psicoactivas y su impacto, con uso de diversas metodologias y dirigidos a
diferentes grupos poblacionales y/o sustancias y b) Promover la innovacion de la
investigacion sobre consumo de drogas con el fin de mejorar la comprensién del
consumo.

En el caso del consumo de sustancias psicoactivas ilegales, este se distribuye de
manera distinta en las regiones del pais. Antioquia y en particular Medellin, y el Eje
Cafetero aparecen como regiones de alto consumo. Tomando como referencia
el Estudio Nacional de consumo de sustancias psicoactivas 2019 las
mayores prevalencias de consumo en el Ultimo ano de cualquier sustancia
ilicita se encuentran en Risaralda (6,8%), Quindio (5.9%), Medellin (5,4%),
Caldas (5,1%), Amazonas (4,4%), Bogotd (4,3%) y Cauca (4,2%).
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Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, a través
del presente estudio se aplican metodologias novedosas que
apoyan las ya existentes para la consecucidon de evidencia ftécnica
y cientifica con la que es posible identificar y cuantificar el consumo
de drogas en un territorio especifico, de manera que sea posible el
diseno de planes y programas para enfrentar la  problemdtica del
consumo de drogas mds cercanos a la realidad y con el uso de
herramientas acordes al problema.

15



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un diagndstico epidemioldgico social de consumo de drogas ilicitas en
tres ciudades del Eje Cafetero basado en andlisis de marcadores quimicos presentes
en el afluente de aguas residuales de plantas de tfratamiento de aguas residuales

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia y cuantificar la concentracién de varios tipos de
familias quimicas relacionadas con el abuso de drogas por espectrometria
de masas previa separacion cromatogrdafica en afluente de PTARs de las tres
ciudades capitales del Eje Cafetero.

2. ldentificar biomarcadores (metabolitos) y productos de transformacién de
drogas ilicitas mediante una aproximacion metaboldmica usando software
especializados como el metaboanalyst.

3. Relacionar las concentraciones de los productos congéneres, metabolitos y

productos de transformacion con el consumo de drogas de abuso en la
poblacioén servida de las PTARs bajo estudio.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Drogas de abuso

Los estudios de consumo de drogas por parte de la poblacidn se han
convertido en un punto principal para las entidades de regulacién, debido a que
existen actualmente una gran cantidad de compuestos que estdn apareciendo
cada dia, generando un efecto mds fuerte y a su vez mds peligroso para la
persona que lo consume [11-13], entfre ellas se encuentran las mds comunes
como son la cocaina [14], las metanfetaminas [15], el THC [16-17], los opioides
[18], el LSD [19], las benzodiacepinas [20] entre otras.

Este grupo de sustancias catalogas como psicoactivas por su efecto, se pueden
agrupar en fres grandes grupos, como sustancias depresoras, sustancias
estimulantes y sustancias alucindgenas [21], se habla de sustancias psicoactivas
depresoras cuando estas producen que el sistema nervioso central de la persona
funcione de una forma mds lenta, disminuyendo su actividad normal, dentro de
este tipo de sustancias se tienen los opioides y sus derivados como lo son la heroina
que es ilegal, también de uso farmacéutico como la morfina, la codeina y la
metadona, o aquellas sintéticas como el fentanilo [22-23], las sustancias
psicoactivas estimulantes provocan una aceleracion en la actividad del sistema
nervioso como la cocaina o clorhidrato de cocaina extraida de la planta de coca
(Erythroxylum coca) [16,24], si hablamos de tipo anfetaminico que son sintéticas,
aqui se encuentra un gran numero de moléculas dentro de las principales
enconframos la anfetamina, la metanfetamina, la efedrina, la catfinona, el
metilfenidato, entre otras[25] y las nuevas drogas psicoactivas sintéticas como lo
son el LSD, MDMA, la familiac NBOMe, DOB y DOC [26], la MEC, MePHP, APINACA,
PVP, JWH, TFMPP, PMA, entre otras [27], y dentfro de las sustancias alucindgenas las
que ocasionan una distorsion en el individuo, provocando un cambio en el estado
de d&nimo, principalmente estd el cannabis como molécula activa estd el
tetrahidrocannabinol (THC), cannabidiol (CBD) [28].

El consumo de estas sustancias esta incrementado cada vez mds segun los reportes
de la UNODC y se ha visto evidenciado en grupos de personas que se encuentran
en la adolescencia y edad adulta ( entre los 12 a 65 anos de edad), ala vezy en
todos los estratos socioecondmicos, de igual forma depende principalmente de la
capacidad econdmica que tienen para acceder a estos tipos de sustancias,
debido a que unas son muy econdmicas como el cannabis y ofras tienen precios
muy elevados como por ejemplo la cocaina [29-31], en Colombia el Ultimo reporte
del 2017, emitido por el observatorio de drogas de Colombia (ODC), habla sobre
el incremento en el consumo de la poblacidn de drogas ilicitas crece anualmente
aun 3,6%, siendo la cannabis las mads utilizada en la poblacion, seguido de
la cocaina, el bazuco y el éxtasis (Colombia drug report 2017, 2017).

3.2. La epidemiologia basada en las aguas residuales WBE

El concepto WBE fue propuesto inicialmente por Daughton en 2001 [32] y se aplicd
por primera vez en 2005 a fravés de la estimacion del consumo de cocaina en ltalia
[33]. Ya que Luego, WBE se ha expandido para incluir ofras drogas ilicitas, como
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heroina, cannabis y estimulantes similares a las anfetaminas [34-35] y para las
nuevas sustancias psicoactivas (NSP) [36-38]. Los datos también se han informado
para el andlisis de alcohol basado en WBE [39-43], tabaco [44-46] y medicamentos
falsificados [47].

El enfoque de la epidemiologia basado en las aguas residuales WBE para
establecer una relacion entre la concentfracion de drogas psicoactivas en aguas
residuales sin tratamiento y el consumo tiene varias etapas [35]

1. Toma de muestra

2. Andlisis de muestras: determinacion cuantitativa de biomarcadores [caudall
m3/diq]

3. Carga de biomarcadores objetivo ingresando a la PTAR (g/dia) [Factores de
correcciéon del metabolismo humano]

4. Cantidad de sustancias consumidas por la poblacion servida por el sistema
de PTAR [Estimados en la poblacion]

5. Normalizacion a la poblacién definida (mg/dia/1000 habitantes) [Dosis
mediq]

6. Cantidad de sustancias como dosis/dia/1000 habitantes.

3.3. Estrategias de andlisis mediante espectrometria de masas

El andlisis quimico de los biomarcadores de consumo de drogas ilicitas IDB en las
aguas residuales juega un papel clave importante dentro del enfoque WBE. Se
requieren técnicas analiticas avanzadas y experiencia para obtener datos precisos
de concentraciéon de IDB en aguas residuales, porque los datos cuantitativos son la
base de los cdiculos posteriores de las cargas mdasicas de IDB y el consumo de
drogas. Las concentraciones de IDB en muestras de aguas residuales son
generalmente alrededor de un factor 1000 mds bajo que en fluidos humanos (ngl-
''vs ngmL), lo que senala el desafio para andlisis cuantitativo. Concentfraciones
bajas de analito en combinacién con la complejidad y composicion desconocida
de la matriz de aguas residuales podria obstaculizar no solo a la sensibilidad y
cuantificacion precisa, pero también una identificacion sélida. La cromatografia
de gases - espectrometria de masas es el enfoque mds adecuado para obtener
los requisitos de sensibilidad, selectividad e identificacion en el andilisis quimico
dirigido hacia la epidemiologia basada en aguas residuales WBE.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) [48-49]
en general proporciona altos niveles de selectividad y sensibilidad. Sin embargo, la
derivatizacion de los compuestos objetivo a menudo necesarios para la mayoria
de los IDB a fin de hacerlos compatibles con GC. En consecuencia, el tfratamiento
y la medicion de la muestra es generalmente laborioso y lento. La cromatografia
liguida acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS) es un método mds versdatil.
Una técnica que permite la determinacion de compuestos de media o alta
polaridad, baja volatilidad, y/o compuestos termoldbiles, que son la mayoria de los
IDB, con menor tratamiento de muestra y tiempos de andlisis cromatogrdficos mads
cortos. Ademds, la matriz de la muestra (es decir, agua) es completamente
compatible con esta técnica. LC: espectrometria de masas en tdndem (LC-MS /
MS), por ejemplo, un analizador de triple cuadrupolo (QQQ), es aun mds poderoso
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y se ha convertido en la técnica de eleccion para la determinaciéon cuantitativa
de IDB (conocidos) en muestras de aguas residuales [34]. A pesar del predominio
de LC-MS/MS en los estudios de WBE, el uso de espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS) ha sido explorado recientemente y abre nuevas perspectivas en
el campo de andlisis. Su gran potencial de cribado con fines de identificaciéon se
origina en la adquisicion de datos de espectros completos de masa precisa. LC-
HRMS es una técnica poderosa que permite el examen de amplio alcance de
muchas drogas ilicitas, metabolitos y productos de transformacién, asi como la
investigacion de nuevas sustancias psicoactivas NPS [50-56].

3.4. Andlisis guiado HRMS

El andlisis de guiado basado en HRMS (espectrometria de masas de alta resolucion)
normalmente detecta e identifica los compuestos (es decir, andlisis cualitativo) en
las aguas residuales, porque HRMS realmente aprovecha su excelente rendimiento
para este tipo de aplicaciéon [57-58]. Sin embargo, estudios recientes también se
han dirigido hacia el andlisis cuantitativo de los biomarcadores de drogas ilicitas
IDB en aguas residuales [50,59-62] y un notable aumento en el niumero de
aplicaciones cuantitativas de HRMS que persiguen un andlisis completo (es decir,
deteccion sensible, identificacion confiable, cuantificacion precisa) en el futuro
cercano.

La mayoria de los IDB son de polaridad (media) alta; por lo tanto, LC-HRMS suele
utilizar analizadores TOF y Orbitrap. La ausencia de bibliotecas espectrales de
masas estandarizadas en LC-MS es una dificultad adicional en el andilisis no dirigido,
a diferencia de GC-MS con ionizacién electronica (El), donde la disponibilidad de
bibliotecas comerciales (por ejemplo, NIST) ofrece la posibilidad de identificar
compuestos haciendo coincidir los espectros experimentales y de biblioteca [48-
49].

Para tener una vision mds realista y completa de la presencia de contaminantes
orgdnicos en general, y en los IDB en particular, una combinaciéon de metodologias
dirigidas (con o sin estndares (es decir, deteccion de sospechas) y no dirigidas
parece ser el enfoque mas atractivo [63]. Ademds, la combinacion de GC-HRMS y
LC-HRMS (por ejemplo, usar el mismo instrumento QTOF para ambas
configuraciones) avanza hacia una seleccidon mds completa de compuestos
orgdnicos contaminantes en el medio acudtico independientemente de su
polaridad y volatilidad [64].

3.5. Muestreo y Preparacion de Muestras

Para la mayoria de las aplicaciones en epidemiologia de las aguas residuales WBE,
el usuario final depende de las muestras compuestas 24 horas de aguas residuales
del afluente (es decir, sin fratar) recogidas rutinariamente en la entrada de una
PTAR.

Existen varios métodos de extraccion que se han utilizado para encontrar este tipo
de compuestos entre ellos se tienen la extraccion en fase solida (SPE) acoplado a
un sistema en linea [62], o también se pueden utilizar sistemas SPE por separado
usando columnas C18, que pueden ser acoplados a un extractor automdtico, o se
pueden usar cartuchos mds especificos como son los cartuchos Strata-X-Drug B[65],
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ala vez usar técnicas miniaturizadas como la microextraccion en fase sélida (SPME)
[66], incluso se han utilizado técnicas mds recientes como el QUEChERS [67-68], o el
disco rotatorio RDSE [69].

Rotating Disk
0-1ing ‘
filter, . i

Sample
Rotating disk . O

. ¥
[
HLB ‘ (g Magnetic stirrer

Teflon body disk
{ _magnet |

Figura 1. Sistema de extraccion por desorcion con disco rotatorio RDSE.

Para lo identificacion de este tipo de compuestos se toman diferentes matrices en
las que quedan residuos de largo, mediano y corto plazo, dependiendo del fipo
de molécula, por ejemplo existen estudios en aguas residuales [62,70], dentro de
las aguas residuales podemos encontrar orina que seria la principal fuente de
eliminacién de estos compuestos [71-72], estd el fluido oral para una identificacién
a corto plazo [73], ya directamente la mayoria de los estudios para la identificaciéon
mas rapida de estos tipos de compuestos se realiza en plasma sanguineo, debido
a que este da una respuesta mas rdpida [74-76], también se ha tomado muestras
de huesos para la deteccion [77], incluso estudios han demostrado que es tan alta
la persistencia de este tipo de compuestos que se hacen estudios en la misma agua
potable [65], incluso a largo tiempo se han encontrado que este tipo de drogas
quedan en el cabello de las personas [78-79].

La cantfidad de las sustancias que se logran encontrar en las matrices depende no
solo del método de exiraccion sino también de la capacidad que fiene el
instrumento de andlisis y a su vez especificamente de las sensibilidad y robustez,
con ello se utilizan principalmente la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, donde se hace uso de equipos como el LC orbitrap, para
determinar cantidades a nivel de ng [62], también estd un LC-ESI-MS [71], también
se puede adecuar a la electroforesis capilar (CE) [78], incluso estd la cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas [79-81]

3.6. Monitoreo
Idealmente, se deberia analizar 365 muestras compuestas diarias por ano.
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Figura 2. Sitio de estudio e invesﬁgdc;ién grupo GICTA PTAR Hospital.

3.7. Biomarcadores y productos de transformacion

La investigacion de metabolitos y productos de transformacion de drogas ilicitas en
muestras de agua es un tema de investigacion actual [82].

La epidemiologia basada en aguas residuales WBE se basa en el andlisis de
biomarcadores clave de farmacos. Los biomarcadores de drogas ilicitas IDB
pueden ser el compuesto original y/o el principal metabolito(s). Para las drogas mds
conocidas y consumidas, la informaciéon sobre el metabolismo humano ya estd
disponible y ha permitido el establecimiento de benzoilecgonina como el principal
metabolito e IDB de la cocaina, THC-COOH como principal metabolito y IDB de
cannabis, o que la metanfetamina, anfetamina y la MDMA se excreta
principalmente como compuestos inalterados. Sin embargo, esta informacion suele
ser escasa para nuevas drogas psicoactivas NPS vy, por lo tanto, el principal
biomarcador de uso generalmente no estd bien establecido.

3.8. Parametros analiticos relevantes y control de calidad

El uso de técnicas analiticas avanzadas y la experiencia del analista son esenciales
para obtener datos cuantitativos precisos para IDBs en muestras de aguas
residuales. Ademds, las medidas adecuadas para el contfrol de calidad se
requieren para obtener datos confiables.

Obviamente, antes de su aplicacion, la metodologia andalitica debe validarse
completamente para todos los analitos en términos de linealidad,
veracidad/precision (evaluado mediante experimentos de recuperacion) y
precision (como repetibilidad RSD), selectividad/especificidad vy limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ). Uno de los principales inconvenientes en
este campo es la falta de directrices dirigidas especificamente al andlisis de los IDB
en aguas residuales. En ausencia de tales pautas, se pueden utilizar como
directrices las recomendaciones en otros campos, como el andlisis de residuos de
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plaguicidas (SANCO, 2013; SANTE/11945, 2015), residuos en productos de origen
animal (Comisidon Europea, 2002) métodos bioanaliticos (EMA, 2012), o los
programas de la ley de aguas limpias (EPA, 2007). ComUnmente, se requiere un
minimo de 5 réplicas para comprobar la exactitud y precision en el LOQ objetivo, y
en al menos otro nivel superior, por ejemplo, 10 veces el objetivo LOQ. Debe
demostrarse un método andalitico cuantitativo en la validacion inicial, pero también
mds tarde con lotes de muestra para realizar controles de calidad (QC) que
proporcionen una recuperacion aceptable en cada nivel de adicién y para cada
anadlito. La media aceptable para las recuperaciones para los IDB en aguas
residuales suele estar en elrango de 70 a 120%, con una repetibilidad asociada RSD
20%, (por ejemplo, como el establecido para plaguicidas en SANCO / 12571/2013
(SANCO, 2013)).

3.9. Perspectivas y tendencias

La investigacion de los IDB en aguas residuales es un tema de actualidad e interés
en la quimica andlitica. La complejidad de la matriz bajo investigacion, las bajas
concentraciones de analito comUnmente encontradas, y la necesidad de
detectary cuantificar no solo el compuesto congénere sino tfambién los principales
metabolitos de las drogas hacen de esta tarea un desafio analitico. Ademdas, el
metabolismo humano no es aun bien conocido, y los biomarcadores objetivo en su
mayoria son desconocidos. En este campo, la cromatografia liquida combinada
con la MS de baja y alta resolucion es una herramienta indispensable. Diferentes
estrategias se pueden aplicar para investigar los IDB en aguas residuales desde la
cuantificaciéon de compuestos diana hasta la deteccidn e identificacion
(provisional) de metabolitos y productos de transformacion. La cuantificacion de
IDB en aguas residuales es un requisito en WBE para estimar el consumo de drogas
en poblaciones. sin embargo, la presencia de residuos de medicamentos en las
aguas residuales también tiene otfras implicaciones. Por ejemplo, existe un posible
impacto ambiental cuando los compuestos no son eliminados por completo por las
PTAR.

De hecho, las bajas tasas de eliminacion de determinadas drogas ilicitas, como se
han observado tipo MDMA, ketamina y metadona [83]. Por tanto, las bajas tasas
de eliminacion implican que los residuos de fdrmaco pueden estar presentes en las
aguas residuales efluentes y finalmente alcanzar el medio acudtico. Por tanto, la
determinacion de medicamentos ilicitos y metabolitos en aguas residuales
efluentes y aguas superficiales también es de interés, asi como la investigacion de
potenciales productos de fransformacion que se puede formar en el medio
ambiente. Aqui, los niveles de concentracién son mucho mds bajos que en las
aguas residuales afluentes y, por lo tanto, se requiere una excelente sensibilidad de
los métodos analiticos.

3.10. Mejores practicas

Los cuatro pilares de esta investigacion y en general el trabajo de los Ultimos anos
del Grupo GICTA estd basado en la ideologia de la Quimica Verde y los ODS, que
se resumen en desarrollos de preparacion de muestras miniaturizados (bajo uso de
solvente, minima cantidad de reactivos y minimizacion de residuos), apelacion a
modelaciones y ensayos in silico con uso de plataformas bicinformdaticas y mineria
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de datos (25% cromatografia y 75% de andlisis de datos), el estudio de matrices
ambientales y la bUsqueda permanente de soluciones inteligentes e innovadoras
de remocién de contaminantes emergentes (arcillas, corcho, papel) y el uso de
tecnologias analiticas avanzadas relacionadas con la espectrometria de masas
para identificaciones incuestionables propendiendo siempre por un uso energético
eficiente

4. DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

4.1. Protocolo de recoleccién y tratamiento muestras
4.1.1. Toma de la muestra

4.1.1.1. Materiales

v' Equipos portdtiles para mediciones de temperatura, pH y conductividad
eléctrica.

v" Muestreador (botella o balde).

v' Tubo pldstico para homogenizacién de la muestra.

v' Probeta pldstica graduada de 1000 mL.

v' Cronometro.

v Neveras de icopor o poliuretano con suficientes bolsas de hielo para
mantener una temperatura cercana a 4 °C.

v' Frasco lavador.

v' Toadlla de papel absorbente.

v Cinta pegante, de enmascarar y adhesivos.

v' Bolsas pequenas para basura.

v Esfero (boligrafo) y marcador de tinta indeleble.

v' Tabla portapapeles.

v Guantes.

v' Papel aluminio (cuando se requiera).

v' Agua destilada. En su defecto utilizar agua embotellada o de bolsa.

v' Recipientes pldsticos y de vidrio (varia segun requerimientos de andlisis).

v" Documentos de identificacion personal (cédula, carnet de EPS y ARP).

v" Overol o ropa de trabajo cémoda y que le brinde proteccion adecuada

v" Equipo de Proteccién personal EPP

v' Mdascara respiradora con filtros para acidos y vapores orgdnicos

v Impermeable

v' Botas de caucho o zapatos que brinden alta protecciéon

4.1.1.2. Procedimiento

v

AN

Tomar porciones individuales del agua en estudio en botellas de boca
ancha y combinarlas en una sola botella al momento de tomarlas y de
inmediato proceder a conservar la muestra en condiciones de refrigeracion
a 4 °C y oscuridad.

Organice las botellas rotuladas, los reactivos, formatos e insumos.

Cubra el rétulo con una cinta adhesiva transparente.

Se toma la muestra y se determina el tiempo en que se tomard la siguiente.
Mida los pardmetros de campo (pH y temperatura).

23



DN

v

Se coloca la muestra en el recipiente marcado de acuerdo con los tiempos
de muestreo.

Tape cada botella y agitela.

Coloqgue las botellas dentro de la nevera con hielo suficiente para refrigerar.
Finalmente se obtendrd una muestra compuesta tomada en un tiempo que
se mantendrd en refrigeracion.

Lavar con abundante agua y jabdn, y desinfecte con alcohol todos los
elementos utilizados en el muestreo.

Anotar todas las operaciones realizadas en el documento.

4.2. Andlisis en el laboratorio

La etapa de extraccion usando discos rotatorios se llevard de acuerdo con lo
reportado por Richter y colaboradores [69,84].

4.2.1. Materiales

AN NN NN N VN N N N N N Y NN

4.2.

ANENENENENEN

4.2.3.
. Se toma la fase adsorbente (A) y se deposita sobre la cavidad del disco de

W N

g

Metodologia Disco de tefléon

Arcilla funcionalizada con liquido idnico como adsorbente o amino
Vial (2mL, 10mL)

Termoémetro

Balones volumétricos

Vaso de precipitados

Metanol grado cromatogrdfico

Estdndares de andlisis

Filtros de 0.45 um

Tubos eppendorf (2mL)

Nitrdbgeno grado 5

Piridina grado analitico

N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA)
Microvial de 300 L

3.3, 4,4'-tetraclorobifenilo (PCB 77)

TCS-d3

Equipos
Balanza analitica
Plancha de agitacion
Cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)
Micropipetas debidamente calibradas
Equipo de ultrasonido
Agitador de vortex

Procedimiento de la extraccion
teflon (B) que contiene en su parte interior una pequena barra de metal.
Se tapa el disco con una membrana de fibra de vidrio.

Se sujetd la membrana de fibra de vidrio con un aro de teflon (D), quedando
el disco listo para hacer la extraccion (E).
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4. Se acondiciona la fase adsorbente (alojada en la cavidad del disco), con
Acetato de Etfilo - Metanol — Agua por 5 minutos cada uno.

5. Se adiciona el disco sobre la muestra acuosa previamente filtrada para
hacer la adsorciéon de los analitos.

6. Se procede a hacer la desorcion en 10 mL de metanol poniendo el disco
rotatorio en un vial durante 10 minutos.

7. Elextracto de 10 mL de metanol que ahora contiene los analitos de interés se
lleva a sequedad bajo una corriente de nitrogeno, repartiendo 5 mL para
andlisis y 5 mL para contra muestra.

8. Ambos se secan con nitrégeno y la confra muestra se guarda a -20°C.

Figura 3. Procedimiento de montaje de RDSE.

4.2.4. Derivatizacion
El proceso de derivatizaciéon se llevard a cabo por lo reportado por Gonzales-
Marino y colaboradores [48-49].

1. Redlizar previamente una solucion de MSTFA en piridina

2. A cada muestra seca se anade 150 pl de piridina con MSTFA y se agita a
la velocidad mdéxima durante 30 min a 80 °C.

3. Luego se adicionan los estdndares internos, se agita en vortex, se sonica a
60 °C durante 5 minutos.

4. Luego se transfiere el contenido a un microinserto de vidrio en un vial de
vidrio se tapa para su andilisis.
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4.2.5. Preparacion de estdndares de calibracion
1. Se preparan soluciones madre de cada estandar (1000 mg L), se deben
conservar a -20°C, pesando o tomando volumen de la cantidad exacta del
estadndar y diluyendo en un solvente adecuado.
2. Sonicar por 5 min a 40 °C.
3. Las soluciones de trabajo se preparan a partir de las soluciones madre
individuales, las concentraciones de las soluciones de trabajo mezcladas o
individuales, agitar en vortex por 2 min, (las concentraciones deben ser
equidistantes entre ellas).
4. Redlizar una curva de calibracion de acuerdo con la capacidad del
equipo para detectar el analito, por ejemplo:
a. 1 ug/L, 10 ug/L, 20 pg/L, 30 ug/L, 40 ug/L, 50 pug/L, 60 png/L, 70 ug/L,
80 ng/L, 90 ug/L para cada estandar, las soluciones de frabajo se
almacenan a 4 °C antes de su uso.

5. Llevar las soluciones de trabajo al cromatégrafo.
b. Nota: Si el estdndar necesita estar derivatizado realizar el
procedimiento de derivatizacion.

Observaciones:

1- TCS-d3 o el analito escogido (lindano): se anade siempre (muestras reales
filtradas o dopadas) desde el inicio de la extraccidon y es el estadndar
surrogate para calcular la recuperacion relativa.

2- TCS o el analito escogido: es el dopaje.

3- PCB77: se anade al final solo antes de la inyeccion y es el estdndar interno
para calcular la recuperaciéon absoluta
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piagrama de flujo proceso de extraccion de drogas psicoactivas con RDSE

’@@EW'? |

1-Extraccion 2-Elucion 3-Sequedad 4-Derivatizacion

20 mL  muestra en 10 mLde MeOH 10 mL de MeOH Bajo Contapa50 L piridina
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Figura 4. Diagrama de flujo proceso de extraccion de drogas psicoactivas con RDSE.

4.3. Andlisis Cromatogrdfico

4.3.1. Andlisis Cromatografico GC-MS en la Ucaldas laboratorio GICTA

Este se lleva a cabo en un equipo Shimadzu GC-MS QP 2010 Plus, columna: ZB-5 30
m, 0.25 mm ID, 0.25 um, temperatura del inyector: 250 °C y modo splitless,
temperatura de la fuente de iones y detector a 300 °C, se usa una rampa de
temperatura, el volumen de inyeccion: 1uL, gas portador y auxiliar: Helio. flujo: 1T mL
min-', se hace un modo SCAN de todo el tiempo de lectura, se analizan masas
desde los 40 m/z hasta los 500 m/z [85].

4.3.2. Andlisis Cromatografico LC-MS en la UIS laboratorio CROM-MASS

Serealizé la inyeccion directa de las muestras al equipo cromatografico. Se empled
un cromatoégrafo liquido de ultra-alta eficiencia (UHPLC), 10401L (Thermo Scientific,
Vanquish, Germering, Alemania), equipado con una bomba binaria de gradiente
(Thermo Scientific, 8315515), un inyector automatico de muestras (WPS 300TRS) vy
una unidad termostada para la columna (TCC 3000). La interfaz del LC/MS fue la
electronebulizaciéon (HESI) y el espectrometro de masas fue de alta resolucion con
un sistema de deteccidén de corrientes de iones Q-Orbitrap (QExactive, Thermo
Scientific, Bremen, Alemania). La separacion cromatogrdfica se realizé en una
columna Hypersil GOLD Ag (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100 x 2.1 mm,
1.9 um de tamano de particula) a 30 °C. La fase movil fue A: una solucidon acuosa
de dcido férmico 0.2% v/v (agua), y B: dcido férmico 0.2% v/v (acetonitrilo). La
condicién inicial de gradiente fue de 100% A, cambiando linealmente hasta 100%
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B (8 min); se mantuvo durante 3 min; el retorné a las condiciones iniciales en 1 min;
el fiempo total de corrida fue de 12 min, con 8 min para postcorrida. El
espectrometro de masas Q-Orbitrap (Q-Exactive, Thermo Scientific, Bremen,
Alemania), conectado por la interfaz de electronebulizacion (HESI), operada en
modo positivo con un voltaje de capilar de 3.5 kV. Se usd nitfrbgeno como gas
secante. Los espectros de masas se adquirieron en el rango de masas m/z 80-1000.
El detector de masas Orbitrap fue calibrado con las soluciones de referencia
certificadas: cafeina (C6035, Sigma-Aldrich); MRFA (M1170, Sigma-Aldrich);
UltramarkTM 1621 Mass Spec. (AB172435, ABCR GmbH & Co. KG); n-butilamina
(471305, Sigma-Aldrich). La identificacion de los compuestos se realizd usando el
modo de adquisicion full scan y la exiraccion de corrientes idnicas (EIC)
correspondientes a los [M+H]* de compuestos de interés, medicidn de masas con
exactitud de Appm < 1y, comparacion con los tiempos de retencidén de los
materiales de referencia certificados. En la cuantificacion, se usaron los materiales
de referencia certificados: THC (98,5 %, Lipomed Arlesheim, Suiza), CBD (99,9 %,
Lipomed Arlesheim, Suiza), CBN (99,9 %, Lipomed Arlesheim, Suiza), THC-A (98,0 %,
Restek), CBD-A, (100 %, Ceriliant, U.S.A), Fenacetina (99,9 %, Lipomed Arlesheim,
Suiza), Levamisol (100 %, Lipomed Arlesheim, Suiza), Cocaina (99,5 %, Lipomed
Arlesheim, Suiza) y Benzoilecgonina (99,3%, Lipomed Arlesheim, Suiza).

4.3.3. Recipientes de muestreo

La foma de las muestras se realiza en frascos debidamente rotulados y procurando
que estos sean de color dmbar para evitar la descomposicidn de las sustancias por
efecto de la luz, ademds de llevar una completa base de datos sobre las muestras
tomadas, desde la recoleccion hasta el andlisis y resultados en el laboratorio.

4.3.4. Muestreo y Preparacion de Muestras

Se han utilizado dos tipos miniaturizados de preparacion de muestras: RDSE (disco
rotatorio de exiraccion por sorcion) con C18 como adsorbente y SPME
(microextraccion en fase solida) con fibra adsorbente mixta DVB/PDMS

4.3.5. Monitoreo

Este informe final de andlisis de aguas residuales en 3 ciudades de Colombia
corresponde a 10 campanas de muestreo realizadas los dias 06, 13, 20 y 27 de
noviembre; 09, 18, 26 de diciembre de 2020; 09, 29 de enero de 2021 y 26 de febrero
de 2021 en cada sitio a 8 horas con recoleccion de muestras puntuales (250 mL)
cada 30 minutos y una muestra compuesta (1000 mL) en ese lapso.

Para el muestreo en Pereira y facilitar la recoleccién simultdnea entre las ciudades
Armenia y ésta, se contratd a la firma Balance, Ambiente y Bioingenieria BAB S.A.S.

4.3.6. Procesamiento de los datos

El procesamiento de los datos se lleva a cabo en varias fases, una primera fase
comprende el almacenamientos de los datos obtenidos en campo sobre las
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muestras recolectadas y almacenamiento de esta informacién en una base de
datos en Excel y compartido via Google Drive, una segunda fase es el andlisis de la
respuesta obtenida por el equipo de andlisis del laboratorio con respecto a la
identificacion y cuantificacion de los compuestos de interés en las muestras de
aguas residuales, esta se realiza en el equipo de cromatografia de gases con el
software GCMS solution, una tercera fase comprende la recoleccion de los datos
completos, para realizar una comparaciéon entre el tipo de sustancias encontradas
y la concentracién de cada sustancia en las ciudades evaluadas, estos resultados
qguedardn recopilados en el informe final y en una base de datos compartida en la
nube que fueron entregados a MJD.

4.4. Procesamiento de resultados cromatogrdficos: [86]
Las estimaciones se hicieron usando este modelo

1. Toma de muestra

2. Andlisis de muestras: determinacion cuantitativa de biomarcadores [caudal
m3/diq]

3. Carga de biomarcadores objetivo ingresando a la PTAR (g/dia) [Factores de
correcciéon del metabolismo humano]

4. Cantidad de sustancias consumidas por la poblacion servida por el sistema
de PTAR [Estimados en la poblacion]

5. Normalizacion a la poblacién definida (mg/dia/1000 habitantes) [Dobsis
media]

6. Cantidad de sustancias como dosis/dia/1000 habitantes

Y sus respectivas ecuaciones son:

Caudal:
Q =

Carga mdsica diaria
Daily mass load = Q x [analito o metabolito enng L™1]
Carga mdsica normalizada (mg/day/1000 inhabitants) [87]

Consumo quimico diario i = (

Donde:
F: Factor de correccion. [88]
Ei: Tasa de excrecion medio de un residuo farmacolégico i. [89]
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Consumo diario de cocaina a partir de la carga mdsica normalizada de su
metabolito benzoilecgonina (mg/day/1000 inhabitants)

Q = Consumo quimico diario x Fi

Donde:

Fi: Factor de correccion del metabolismo de CO a BE

5. VALIDACION METODOLOGIAS ANALITICAS

El propdsito de la validacion busca documentar los pardmetros que se deben
determinar para validar la técnica para el andlisis de muestras de agua, de tal
forma que a través de ella se generen resultados confiables. El objetivo principal
del laboratorio de andilisis es la produccion de resultados de alta calidad, a tfravés
del uso de medidas analiticas que sean confiables, y adecuadas para el propdsito
propuesto. La confiabilidad de un resultado se mide por la precision y la exactitud,
pardmetros que se ven afectados por todas las variables que intervienen en el
proceso de medicion, tales como técnicas de muestreo, condiciones ambientales,
personal que readliza el andlisis, equipos utilizados, calidad de los reactivos y
procedimiento utilizado para su medicidon. El protocolo de todos los pasos vy
condiciones que se deben seguir para llegar al resultado constituye el método de
andlisis, y este debe ser validado. Para ello el personal que desarrolla las actividades
de validacion estd compuesto por un profesional, y/o técnico debidamente
capacitado en la operacion de equipos de laboratorio y en el andlisis de
resulfados. Los principios de validacion seguidos para asegurar que la
metodologia que se utilice para validar cualquier método comprende
pardmetros bdsicos como lo son la determinacion de la precisidon, la exactitud,
la linealidad, la robustez, la sensibilidad, los limites de deteccidn y de
cuantificaciéon, todo esto como parte del sistema de calidad del laboratorio
documentado en el protocolo de validaciéon LIQA-VA-01
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6. RESULTADOS

6.1. Andlisis cualitativo por GC-M$

6.1.1. Andlisis de resultados de las muestras por sustancias y ciudades

AqQui presentamos los resultados finales del estudio de andlisis de aguas residuales
en 3 ciudades de Colombia: PTAR Hospital Santa Sofia en la ciudad de Manizales,
Colector de gruesos Santa Marta ciudad de Pereira y PTAR La Marina en la ciudad

de Armenia.

Corresponde a 403 muestras, de sus correspondientes 10 muestreos

Tabla 1. Lotes de andilisis por GC-MS discriminados por numero de muestras y sitios

de muestreo.

Lote de andalisis GC-

# Muestras

Sitio de Muestreo

MS

Manizales (23)
Pereira (0)
Armenia (3)

Manizales (12)
Pereira (4)
Armenia (10)

Manizales (0)
Pereira (0)
Armenia (22)

Manizales (20)
Pereira (6)
Armenia (0)

Manizales (19)
Pereira (0)
Armenia (0)

Lote de andalisis GC-

# Muestras

Manizales (6)
Pereira (0)
Armenia (20)

Sitio de Muestreo

MS

Manizales (6)
Pereira (2)
Armenia (3)

Manizales (2)
Pereira (19)
Armenia (5)

Manizales (6)
Pereira (13)
Armenia (7)

10 10 15

Manizales (6)
Pereira (5)
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Armenia (4)
Manizales (0)
11 11 26 Pereira (4)
Armenia (22)
Manizales (0)
12 12 26 Pereira (14)
Armenia (12)
Manizales (6)
13 13 23 Pereira (17)
Armenia (0)
Manizales (15)
14 14 35 Pereira (10)
Armenia (10)
Manizales (12)
15 15 26 Pereira (2)
Armenia (12)
Manizales (0)
16 16 12 Pereira (12)
Armenia (0)
Manizales (?)
17 17 32 Pereira (11)
Armenia (12)

En total fueron analizadas 17 tandas de muestras (lotes) que corresponden a 403
muestras entre puntuales y compuestas en forma aleatoria de sitios, tipo de muestra
y nUmero de muestreo, para que el analista y auxiliar no prejuzguen e incidan en
las interpretaciones.

Tabla 2. Tipos de muestra recolectados diferenciados por sitios de muestreo y
numero de muestras.

ftem Tipo de muestra Sitio de muestreo el
muestras
1 Puntual Armenia 132
2 Compuesta 10
3 Puntual Pereirg 128
4 Compuesta 10
5 Puntual Manizales 114
6 Compuesta 9

Segunlatabla 2, de los 10 muestreos realizados en todo el estudio correspondientes
a 403 muestras, el 93% fueron muestras puntuales y el restante 7% de muestras
compuestas, una composicidn constante en el tipo de muestras que se mantuvo
en el estudio, debido a que segun se informd en los productos 2 y 3a durante las
jornadas de muestreo de 8 h, se fomaron muestras puntuales cada media
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hora (16 muestras en total por jornada en cada ciudad) y una Unica muestra
compuesta de toda la jornada de muestreo.

Tabla 3. Relacion de sustancias psicoactivas identificadas, fuentes y rol y frecuencia
de muestras en las que se han hallado los analitos objeto del estudio.

ftem Sustancia Fuente y/ rol # de muestras
1 Cafeina Marcador 25
2 Lidocaina Precursor/corte 22
3 Cocaina Hoja de la coca/droga 16
4 Pseudococaina | Hoja de la coca 12
5 i?ggg:g) Precursor/corte 9
6 Levamisol Precursor/corte 8
7 Dronabinolc Cannabis sintético/droga 8
8 | Cinamoilcocaina | Hoja de coca 7
9 Fenacetina Antinflamatoria/prohibida 5
10 | Canabinol© Hoja de la cannabis/droga 4

11* | THC Hoja de la cannabis/droga 2
12 | Diazepam Prescripcion médica/ansiolitico 2
13 | Pseudoefedrina | Precursor/corte ]
14 | MDMA Sintética/droga 1

€se uso el mismo método de RDSE-GC-MS previa derivatizacion

Segun la tabla 3, fueron detectadas al menos 14 tipos diferentes de drogas
psicoactivas legales e ilegales y sintéticas y de origen y extraccion natural, de las
cuales se establecidé que la sustancia con mayor recurrencia identificada en el
estudio (403 muestras correspondientes a 10 muestreos) fue la cafeina, hallada en
25 de las 403 muestras. Este comportamiento es apenas normal y obedece a que
es una sustancia legal y de alto consumo en especial en tierras cafeteras, por eso
muchos investigadores [?0-21] han intentado utilizarlo como un marcador de
sustancias de contaminaciéon (v.g. adulterantes de drogas de abuso, farmacos,
productos de aseo personal, etc.). Le sigue en frecuencia de hallazgo fue la
lidocaina (en 22 muestras de 403), cuyo principal rol es servir de corte para
aumentar la rentabilidad de la mayoria de las drogas ilegales. La tercera sustancia
con mayor frecuencia detectada fue la sustancia psicoactiva ilegal, cocaina,
(identificada en 16 de las 403 muestras), que responde al consumo en aumento
que se ha dado de esta sustancia entre la poblacion y que su consumo segun este
estudio se estima en 2988 mg/dia/1000hab en Armenia y 4857 mg/dia/1000hab en
Pereira, le sigue en orden de hallazgos en frecuencia, varias sustancias de corte
(para aumentar el rendimiento de la cocaina principalmente), sustancias
farmacéuticas legales en su mayoria como la lidocaina y el levamisol [91-92],
también la catinona (efedrina), la pseudoefedrina y la fenacetina hoy en dia
reconocidas sustancias controladas dado su destino final en la cadena de
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consumo. En Ultimo lugar se encuentra la MDMA encontrada en 1 de las 403
muestras, esta sustancia considerada droga sintética, suscita mucha afracciéon
ultimamente entre los jovenes que se inician en el consumo de sustancias de abuso
[92-93]. La aparicion de dronabinol (cannabis sintético) en 8 de 258 muestras (en
todas las fres ciudades del Eje Cafetero) y que se haya identificado con el mismo
procedimiento RDSE, obedece a una aparicion esperada por su consumo habitual
y cada vez mds aceptado entre la poblacion, eso aplica igual con canabinol y
THC en 4 y 2 de 258 muestras respectivamente, pero en esta familia de cannabis,
el dronabinol al ser sintético y segun conocedores de menor precio y baja calidad,
estd tomando mds ascendencia enfre los consumidores. Esta primera fendencia
de deteccidn de drogas de abuso en aguas residuales en la regidon del Eje Cafetero
concuerda mucho con un primer estudio integral en Colombia aplicando el
concepto de epidemiologia basado en aguas residuales WBE sobre las drogas
ilicitas mdas consumidas con los andlisis cromatograficos hechos en el extranjero, la
estimacién del consumo de drogas segun el concepto WBE estuvo con alta
prevalencia de cocaina y cannabis, y menor uso de otfras sustancias como MDMA
y ketamina y no se detectd heroina [93-94]. Finalmente, el diazepam detectado en
la PTAR del Hospital Santa Sofia de Manizales obedece a su uso y prescripcion
médica como ansiolitico.

En la figura 5 se muestra un cromatograma tipo que corresponde al proceso de
extraccion con RDSE, y posterior derivatizacion e inyeccion liquida de una muestra
puntual del sitio de estudio Armenia, como caracteristica especial en este sitio se
han encontrado comparativamente las mayores dreas de las mencionadas
sustancias, ademds una mayor diversidad de sustancias: cocaina, cafeing,
lidocaina, levamisol, efedrina (1 de 403), MDMA (1 de 403) y THC, que se relaciona
muy bien con los hallazgos de la UNODC y el MJD en su reporte de 2017 [94]. La
presion del ecoturismo extranjero, movimiento de mafias del narcotrafico desde el
Valle del Cauca y Cartago hacia Armenia hace 5 anos (correlacionado con el
aumento de casos de violencia representado en mds homicidios y suicidios),
aumento de incautaciones, y la crisis mundial representada en baja de las remesas
desde el extranjero teniendo esta region una alta participacion y mayor impacto
de la depresion econdmica, entre las principales causas [95].
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Figura 5. Muestra puntual de PTAR La Marina Armenia (APO034R).
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En la figura 6 y como destacable la PTAR La Marina de la ciudad de Armenia
muestra la apariciéon esperada de familia de cannabinoides con mucha
ascendencia hoy en dia entre los consumidores.
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Figura 6. Muestra puntual de PTAR La Marina Armenia (APO035R).

En la figura 7, se muestra un cromatograma del andlisis GC-MS de una muestra del
sitio Manizales, esta PTAR y dada su ubicacion en un Hospital de primer nivel, tiene
hallazgos propios y particulares de su funcidon misional como por ejemplo la
presencia de diazepam en 2 de las 403 muestras hasta ahora analizadas.

Lidocaina
Levamisol
Cocaina

Cafeina

qul;gvl i ,JJJM JJwauwbvmw

T T
200 300 400 45¢
min

Figura 7. Muestra puntual de PTAR Hospital Santa Sofia Manizales (APO024R).

En la figura 8 se detalla un cromatograma del andlisis GC-MS de una muestra
compuesta en el sitio Pereira, relativamente el valor menor de las dreas de pico
para las sustancias de interés obedece al efecto de dilucion en la composicion de
la muestra a 8 horas, pero con todo, en este sitio de muestreo hasta el momento se
ha dado la menor diversidad de sustancias identificadas y con menores dreas de
pico para las sustancias detectadas.
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Figura 8. Muestra compuesta de colector de gruesos Santa Marta Pereira (PC002).

6.2. Andlisis Cuantitativo por LC-M$S

Para la cuantificacion de las nuevas drogas de abuso en los extractos obtenidos
de las muestras, se usd la técnica de calibracién externa. Para ello, se utilizé el factor
de respuesta (Rf) establecido del andlisis de la solucion estadndar de las nuevas
drogas de abuso en diferentes concentraciones, con respecto al ISTD
(difenilamina). En la Tabla 4, se reportan el listado de |as sustancias analizadas, los
acronimos y los niveles minimos de cuantificacion para cada uno de los
compuestos.

En la Tabla 5, se reportan las concentraciones de las nuevas drogas de abuso
determinadas por cromatografia liquida de ultra-alta resolucidén con detector de
masas Orbitrap  (UHPLC-ESI+-Orbitrap-MS) en las muestras enviadas por
UNIVERSIDAD DE CALDAS. En los Anexos, se adjuntan las EIC obtenidas por UHPLC-
ESI+-Orbitrap-MS de la solucidon estdndar de las nuevas drogas de abuso y de los
extractos analizados.
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Tabla 4. Acrénimos, niveles minimos de cuantificacion (NMC=2NMD), y tiempos de
retencién de las sustancias de referencia, analizadas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-MS.

Compuesto Acréonimo NMC*, pgL? tr, min
Levamisol LE 0,1 3,96
Benzoilecgonina BE 0,1 4,41
Cocaina Cco 0,1 4,89
Fenacetina FE 0,1 5,29
Cannabidiolic acid CBD-A 0,1 8,17
Tetrahydrocannabinolic acid THC-A 0,1 9,27
Cannabinodiol. CBD 1,0 8,28
Tetrahydrocannabinol THC 1,0 8,89
Cannabinol CBN 1,0 8,69

*NMC: Nivel minimo de cuantificacion,|
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Tabla 5. Tiempos de retencion (tr) y cuantificacion de drogas de abuso analizadas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-MS en las
muestras enfregadas por la UNIVERSIDAD DE CALDAS.

cédigo de la  Identificacién Concentracion en la muestra, ug L™

muestra  de la muestra LE BE co FE CBD-A THC-A  CBD THC CBN
991355-01-EB PP008 0,4 3,5 0,4 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-02-EB AP0O1 0,2 <0,1* <0,1* <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-03-EB MC005 0,4 514 1660 150 <0,1 <0,1 <1,0 < 1,0* <1,0
991355-04-EB MP012 <0,1* 0,9 0,3 <01 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-05-EB PPOO1 <0,1* 5.7 2,1 <01 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-06-EB MP013 <0,1* <0,1* 0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-07-EB MP0O7 <0,1* 0,8 0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-08-EB MP023 <0,1* 0,5 0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-09-EB PC002 0,2 <0,1* <0,1* <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-10-EB AP012 0,1 7,0 3,3 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0

¥ Detectado por debajo del nivel minimo de cuantificacion y por encima gel nivel minimo de detecaon del metodo empleado.
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Tabla 5. Continuacion.

Cédigo de la  Identificacion Concentracién en la muestra, ug L™

muestra  de la muestra LE BE co FE CBD-A THC-A  CBD THC CBN
991355-11-EB PP004 0,3 <0,1* 0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-12-EB MP009S 420 730 6130 40 13,0 <0,1 <1,0 < 1,0*% <1,0
991355-13-EB AC003 0,2 8,4 0,9 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-14-EB AC007 1040 64 6740 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-15-EB MCO001 0,1 <0,1* 0,3 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-16-EB PP009 0,3 2,5 0,4 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-17-EB MP004 <0,1* 0,4 0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-18-EB MPO16 <0,1* 0,3 0,2 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-19-EB AP004 <0,1* 5,0 0,2 <0,1 <0,1 <01* <1,0 <10 <1,0
991355-20-EB PP090 2090 700 14340 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 <1,0* <1,0

* Detectado por debajo del nivel minimo de cuantificacon y por encima del nivel minimo de deteccion del método empleado.
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Tabla 5. Continuacion.

Cédigo de la  Identificacion Concentracién en la muestra, ug L™

muestra  delamuestra 13 co 33 CBD-A THC-A  CBD THC CBN
991355-21-EB APO10 0,3 <0,1* 0,4 <01 <01 <01 <10 1,0 <1,0
991355-22-EB AP008 0,2 3,7 0,8 <01 <01 <0,1 <10 1,0 <10
991355-23-EB MP010 0,2 1,3 0,4 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-24-EB PP079 1410 470 5940 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <10
991355-25-EB MP002 0,4 0,1 0,4 <01 <01 <01 <10 1,0 <1,0
991355-26-EB MCO004 0,2 0,8 0,5 <01 <01 <01 <10 1,0 <10
991355-27-EB MPO15 0,2 0,4 0,5 <01 <01 <01 <1,0 1,0 < 1,0*
991355-28-EB AP062 0,2 2,3 0,4 <0,1 <0,1 <0,1 <10 1,0 <10
991355-29-EB PC006 12,8 17,5 35,7 <0,1 <0,1 <0,1 <10 1,0 <1,0
991355-30-EB MC006 2160 1970 21580 580 <01 40,4 <10 1,2 <1,0

* Detectado por debajo del nivel minimo de cuantificacion y por encdima del nivel minimo de deteccion del método empleado.
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Tabla 5. Continuacion.

Cédigo de la  Identificacion Concentracién en la muestra, ug L™

muestra  delamuestra BE co FE CBD-A THC-A  CBD THC CBN
991355-31-EB AP009 0,3 6,4 2,1 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <10
991355-32-EB AC004 0,2 7,2 0,8 <0,1 <0,1 378,7 <1,0 4,2 < 1,0*
991355-33-EB AC005 0,3 <0,1* 0,3 <0,1 <0,1 10,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-34-EB PC005 0,3 2,9 0,7 <0,1 <0,1 350 <10 3,9 < 1,0*
991355-35-EB MP003 <0,1* 0,6 0,2 <0,1 <0,1 9,2 <1,0 1,0 <10
991355-36-EB PP006 0,2 3,2 0,5 <0,1 <0,1 2,1 <10 1,0 <1,0
991355-37-EB MP006 <0,1* 1,0 0,2 <0,1 <0,1 1,1 <1,0 1,0 <10
991355-38-EB AC006 615 900 3610 <0,1 <0,1 1,4 <1,0 < 1,0* <1,0
991355-39-EB PC004 0,2 <0,1* 0,2 <01 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-40-EB MCO003 0,2 0,5 0,4 <01 <01 <0,1* <1,0 1,0 <1,0

41



Tabla 5. Continuacion.

Cédigo de la  Identificacion Concentracién en la muestra, pg L™

muestra  de la muestra LE BE co FE CBD-A THC-A  CBD THC CBN
991355-41-EB MP017 0,1 0,3 0,3 <01 <01 <01 <1,0 1,0 <1,0
991355-42-EB PP0O16 0,2 <0,1* 0,2 <01 <01 <01 <1,0 1,0 <1,0
991355-43-EB MP018 <0,1* 0,5 0,3 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-44-EB AP0O7 0,2 6,6 0,5 <0,1 <0,1 <0,1 <1,0 1,0 <1,0
991355-45-EB MP001 <0,1* 0,3 0,2 <01 <01 <0,1* <1,0 1,0 <1,0
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6.3 Cromatogramas muestras:
6.3.1 Andlisis cualitativo por GC-MS
Ver ANEXO 11.2.1

6.3.2 Andlisis cuantitativo por LC-MS$
Ver ANEXO 11.2.2

La Tabla 5, muestra las concentraciones (ug L) de los compuestos objetivo-
encontrados en las muestras de aguas residuales afluentes de Armenia, Pereira y
Manizales. Se destacan unos eventos de consumo muy altos en las festividades
decembrinas, para efectos de la estimacidon de consumo y comparaciones con
otras ciudades capitales fueron excluidos estos acontecimientos. La cocaina y su
metabolito BE mostraron los valores de concentracion mds altos en las tres
ciudades. En particular, BE superd los 6300 ng L' (6300 ppt) en Armenia, por encima
de los 3600 ng L' en Pereira y por encima de 630 ng L' en Manizales en todas las
muestras, por su parte y comparado con un estudio de Félix Herndndez [94-93] en
Bogotd alcanzaron los 1000 ng L' y 4000 ng L' (4000 ppt) en todas las muestras de
Medellin. El principal metabolito del cannabis (THC-COOH) se enconfré en todas
las muestras de Armenia y Manizales en concentraciones alrededor de 10 ng L' y
mayores en Pereira alrededor de 500 ng L', por su lado este mismo metabolito se
encontrd del orden de la capital del Eje y alrededor de 200 y 300 ng L' para Bogotd
y Medellin, respectivamente. Los cromatogramas UHPLCMS / MS (transicion de
cuantificacion (Q)) para THC-COOH, cocaina y BE para muestras de aguas
residuales de las tres ciudades. La identidad de los compuestos se pudo confirmar
en todos los casos con al menos siete transiciones adquiridas por el cumplimiento
de las dos proporciones de iones disponibles dentro de la tolerancia admitida (+
30%) y el tiempo de retencion (£ 0,2 min).

6.4. Estimaciones de indicadores de consumo
Se presenta a continuacién un modelo de cdlculo de la estimaciéon de consumo
en la PTAR Armenia para su mayor entendimiento:

Paso 1: cdlculo de la carga mdsica (mass loads) en mg dia': A partir de la
concentracion promedio de BE (6.3 ug L) y multiplicando por el caudal de la
planta (70 L s7) se obtiene la carga mdsica de BE:

Carga mésica BE (mg day™) = 635 x 70% x (20 ) (22101 (22 1y | (_Lmg
arga masica mg aay -0 S <1min> ( 1h )(1day> (1000ug>

= 38102

Paso 2: cdlculo de la carga normalizada (normalized mass loads) en mg dia! 1000
hab': A partir de la carga mdasica de BE (38102 mg dia') se multiplica por el factor
de correccion (2.33) y el factor de porcentaje de excrecion (0.42) y se divide por el
numero de habitantes (en miles) servidos por la planta PTAR de Armenia (45000
hab):

mg

C lizad day~1 1000 inh™1) = 38102 —— x 2.33 x 0.42 X
arga normalizada (mg day inh™") day ik

=829
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Paso 3: finalmente se calcula el consumo de cocaina (back-calculation of cocaine
consumption): A partir de la carga madsica normalizada de su principal metabolito
(829 mg dia' 1000 hab'! y multiplicando por el factor de transformaciéon 3.59, se
obtiene el consumo de cocaina (mg CO dia! 1000 hab):
_1 . _1 _ mg —
Consumo de CO (mg CO day~* 1000 inh™"') = 829 12 1000 A %X 3.59 = 2974

Abagjo se muestran los cdlculos completos para los demds metabolitos y sustancias
y sitios de estudio.

6.4.1. Resultados PTAR Armenia

Sobre el modelo de cdiculo anterior se describe para la ciudad de Armenia y segun
las muestras de referencia y sus concentraciones en ug L' (tabla 5), para este sitio
de estudio (muestras con codigo A), en la tabla 6, las cargas mdsicas para las
sustancias y metabolitos de estudio, teniendo como caudal promedio (Q =70L )
y una poblacién servida de 45000 habitantes.

Tabla 6. Cargas masicas (mg/dia) de las sustancias y metabolitos de estudio en el
sitio Armenia.

Sustancias y Metabolitos

Muestras Muestreo | Fecha ID TW THC-A HC
] M1 06'2”5“ APOOT | 60 60 60 | 6048
2 M2 | 3'2”6’V' APOT2 | 42336 | 19958 60 | 6048
3 M3 2]';6”' AC003| 50803 | 5443 60 6048
4 M7 | 27-dic-20 | ACO07 | 387072 | 40763520 60 | 6048
5 M2 | 3'2”6’V' APOO4 | 30240 | 1210 60 | 605
6 M2 | 3'2”6’V' APOTO| 60 2419 60 | 6048
7 M2 ] 3'2”6’“ APOOS | 22378 | 4838 60 6048
8 M7 | 27-dic-20 | AP062 | 13910 | 2419 60 | 6048
9 M2 ] 3'2”6’“ APO09 | 38707 | 12701 60 6048
10 M4 28';6”' ACO04| 43546 | 4838 | 2290378 | 25402
17 M5 | 10-dic-20 | AC005| 60 1814 | 61085 | 6048
12 M6 | 19-dic-20 | ACO06 | 5443200 | 21833280 | 8467 | 605
13 M2 ] 3'2”6’“ APOO7 | 39917 | 3024 60 6048
Fremeses: 38275 | 7430 60 | 6048
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‘Para efectos de comparacion con otros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados y sin eventos.

A partir de las cargas mdsicas en mg/dia (tabla 6) se calcula las cargas
normalizadas en mg/dia/1000 habitantes de la poblaciéon de Armenia teniendo
en cuenta los factores de correccion de 2.33 para CO y BE y 152 para THC-A y
los porcentajes de droga excretada de 0.42 para CO y BE y 0.006 para THC-A.
(tabla 7)

Tabla 7. Cargas mdsicas normalizadas (mg/dia/ 1000 habitantes) para las
sustancias y metabolitos CO, BE y THC-A del sitio Armenia.

Muestre Sustancias y Metabolitos
Muestras o Fecha ID BE CO THC-A
06-nov-
| M1 TV | APoOl | ] 12
2 m2 | ] 3'2”5’"‘ APOT2 | 921 | 434 12
3 M3 Q]Z‘SW' ACO03 | 1105 | 118 | 12
4 M7 | 27-dic-20 | ACO07 | 8418 |886471| 12
5 m2 | ! 3'2”5”‘ APOO4 | 658 | 26 12
6 m2 | ] 3'2”5’"‘ APOTO | 1 53 12
7 M2 | 3'2”5)V‘ APOOS | 487 | 105 | 12
8 M7 | 27-dic-20| APO62 | 303 | 53 12
9 m2 | ] 3'2”5’"‘ APO09 | 842 | 276 12
10 M4 28'2”5” ACO04 | 947 | 105 |46418.3
T M5 | 10-dic-20 | AC005 | 1 39 | 12380
12 M6 | 19-dic-20 | ACO06 | 118371 | 474801 | 171.6
13 m2 | ! 3'2”5)V‘ APOO7 | 868 | 66 12
Promedios® 832 162 1.2

aPara efectos de comparacion con otfros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados y sin eventos.

Finalmente, y partir de las cargas normalizadas (mg/dia/1000 habitantes) del
metabolito mds estable para la cocaina ésea la BE (tabla 7) y multiplicando por su
factor de transformacién equivalente a 3.59, se estima el consumo de cocaina
(mg/dia/1000 habitantes) en el sitio de Armenia (tabla 8)
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Tabla 8. Retrocalculos de estimacion de consumo de cocaina a partir de la carga
normalizada de BE (mg/dia /1000 habitantes) para el sitio de Armenia.

Muestras | Muestreo| Fecha ID CO

06-nov-

] M1 20 APOQO1 5
13-nov-

2 M2 20 APO12 3305
21-nov-

3 M3 20 ACO003 3966
27-dic-

4 M7 20 AC007 | 30219
13-nov-

5 M2 20 AP004 2361
13-nov-

6 M2 20 APO10 5
13-nov-

7 M2 20 AP008 1747
27-dic-

8 M7 20 AP062 1086
13-nov-

9 M2 20 AP0O0? 3022
28-nov-

10 M4 20 AC004 3400
10-dic-

11 M5 20 ACO005 5
19-dic-

12 Mé 20 ACO006 | 424954
13-nov-

13 M2 20 AP007 3116

Promedio® 2988

“Para efectos de comparacioén con otros estudios y ciudades se tomaron los
valores Uniformizados y sin eventos.

6.4.2. Resultados COLECTOR Pereira

Sobre el modelo de cdiculo descrito en la seccidén anterior, ahora se describe para
la ciudad de Pereira y segun las muestras de referencia y sus concentraciones
en ug L (tabla 5), para este sitio de estudio (muestras con codigo P), en la tabla
6, las cargas mdsicas para las sustancias y metabolitos de estudio, teniendo
como caudal promedio (Q = 1245 L s') y una poblacion servida de 277000
habitantes.
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Tabla 9. Cargas masicas (mg/dia) de las sustancias y metabolitos de estudio en el
sitio Pereira.

Sustancias y Metabolitos

Muestras Muestreo | Fecha oD I
BE CcO THC-A | THC
13-nov-
1 M2 20 PPO0OS8 3.5 0.4 0.01 1
2 M1 6-nov-20 | PPOO1 5.7 2.1 0.01 1
13-nov-
3 M2 20 PC002 0.01 0.01 0.01 1
13-nov-
4 M2 20 PP0O0O4 0.01 0.1 0.01 1
13-nov-
5 M2 20 PPOO9 2.5 0.4 0.01 1
6 M7 27-dic-20 | PPO90 700 14340 0.01 0.1
7 M7 27-dic-20 | PPO79 470 5940 0.01 1
8 Mé 19-dic-20 | PC006 17.5 35.7 0.01 1
9 M5 10-dic-20 | PC0O05 2.9 0.7 350 3.9
13-nov-
10 M2 20 PP0O06 3.2 0.5 2.1 1
28-nov-
11 M4 20 PC004 0.01 0.2 0.01 1
13-nov-
12 M2 20 PPO16 0.01 0.2 0.01 1
Promedios
a 3.6 0.8 0.5 1.6

aPara efectos de comparacidén con otros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados vy sin eventos.

A partir de las cargas mdadsicas en mg/dia (tabla 9) se calcula las cargas
normalizadas en mg/dia/1000 habitantes de la poblacion de Pereira teniendo en
cuenta los factores de correccion de 2.33 para CO y BE y 152 para THC-A vy los
porcentajes de droga excretada de 0.42 para CO y BE y 0.006 para THC-A. (tabla

10)
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Tabla

sustancias y metabolitos CO, BE y THC-A del sitio Pereira.

10. Cargas masicas normalizadas (mg/dia/1000 habitantes) para las

Sustancias y Metabolitos

Muestras VSIS Fecha ID
BE CO THC-A

1 M2 ] 3'2”OOV‘ PPOO8 | 1330 | 152 4
2 M1 | 6-nov-20 | PPOOT | 2166 | 798 4
3 M2 13-nov- | 5500 4 4 4

20

13-nov-

4 M2 PP004 4 38 4

20
5 M2 | 3'2”OOV‘ PPO0S | 950 | 152 4
6 M7 | 27-dic-20 | PP0O90 | 266013 5447945 4
7 M7 | 27-dic20| PPO79 | 178608 2256730 4
8 M6 | 19-dic-20 | PCO06 | 6650 | 13567 4
9 M5 | 10-dic-20 | PCO05 | 1102 | 266 | 123954
10 M2 ] 3'2”00"‘ PPOO6 | 1216 | 190 744
R M4 | 28NV | beoos | 4 76 4

20

13-nov-

12 M2 PPO16 4 76 4

20

Promedios® 1353 312 4

9Para efectos de comparacion con otros estudios y ciudades se tomaron los valores

uniformizados y sin eventos.

Finalmente, y partir de las cargas normalizadas (mg/dia/1000 habitantes) del
metabolito mds estable para la cocaina dsea la BE (tabla 10) y multiplicando por
su factor de transformaciéon equivalente a 3.59, se estima el consumo de cocaina
(mg/dia/1000 habitantes) en el sitio de Pereira (tabla 11).
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Tabla 11. Retrocalculos de estimacion de consumo de cocaina a partir de la carga
normalizada de BE (mg/dia /1000 habitantes) para el sitio de Pereira.

Muestras | Muestreo Fecha ID CO

: M2 | 3PV bpoos | 4775
20
6-Nov-
2 M1 oo | PPOOT | 7776
13-nov-
3 M2 o |PCO02| 14
13-nov-
4 M2 oo | PPOO4| 14
5 M2 | 13OV bpoog | 3411
20
6 M7 27'2%'0' PPO90 | 954985
7 M7 27'2%'0 PPO79 | 641204
8 Mé ]9'2%'0' PCO06 | 23875
9 ms | 10dIC o005 | 3956
20
13-nov-
10 M2 PPO06 | 4366
20
28-nov-
1 M4 o |PCO04| 14
13-nov-
12 M2 o |PPOTS| 14

Promedio®

aPara efectos de comparacién con otros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados vy sin eventos.

6.4.3. Resultados PTAR Hospital Santa Sofia Manizales

Finalmente y, como un caso de estudio con particular interés por posible sitio de
modelamientos futuros y usando el modelo de cdiculo de la seccidén 8.4, en
adelante se describe para este caso especial de estudio (Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales de Hospital) en la ciudad de Manizales y segun las muestras
de referencia y sus concentraciones en ug L' (tabla 5), para este sitio de estudio
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(muestras con coddigo M), en la tabla 12, las cargas masicas para las sustancias y
metabolitos de estudio, teniendo como caudal promedio (Q = 0.2 Ls') y una
poblacion servida de 779 personas.

Tabla 12. Cargas mdsicas (mg/dia) de las sustancias y metabolitos de estudio en
el sitio PTAR hospital en Manizales.

Sustancias y Metabolitos

Muestras Muestreo | Fecha

BE CO  THCA | THC
] M5 | 10-dic-20 MC5ZOO 8749 | 28255 | 0.2 2
2 M2 ]3';OOV' MPO12| 15 5 0.2 17
3 M2 ]3';OOV' MPO13| 0 2 0.2 17
4 m2 | 9TV Impoo7| 14 3 02 | 17
5 M3 | 21OV Impozs| 3 02 | 17
6 m2 | 1TV MPoog | 12425 | 104338 | 0.2 2
7 M1 06-nov- | MCO0 0 5 0.2 17

20 ]

8 M1 | 6nov-20 | MP0O04| 7 3 0.2 17
9 m2 | 97OV Impors| s 3 02 | 17
10 M2 B'QOOV' MPOTO| 22 7 0.2 17
11 M1 Oég“oov' MPOO2| 2 7 0.2 17
12 M4 28;“OOV' MEOO 14 9 0.2 17
13 m2 | 9TO Impois| 7 9 02 | 17
14 Mé | 16-dic-20 Mioo 33531 | 367309 | 687.6 | 20
15 M1 Oég“oov' MPO03| 10 3 156.6 | 17
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16 M2 ]3;“00“ MPOOS| 17 3 187 | 17
17 M3 Q]Z‘OOV' Mgoo 9 7 02 | 17
18 M2 ]3';OOV' MPOT7| 5 5 0.2 17
19 M3 Q]Z‘OOV' mPoig| 9 5 02 | 17
20 M Oég‘oov' MPOOT| 5 3 02 | 17
Promoedios . 5 14 17

aPara efectos de comparacidén con otfros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados y sin eventos.

A partir de las cargas mdsicas en mg/dia (tabla 12) se calcula las cargas
normalizadas en mg/dia/1000 habitantes de la poblacion usuaria del hospital de
Manizales teniendo en cuenta los factores de correccion de 2.33 para CO y BE y
152 para THC-A vy los porcentajes de droga excretada de 0.42 para CO y BE y
0.006 para THC-A. (tabla 13).

Tabla 13. Cargas mdasicas normalizadas (mg/dia/1000 habitantes) para las
sustancias y metabolitos CO, BE y THC-A del sitio PTAR hospital en Manizales.

Sustancias y Metabolitos
Muestras Muis’rre Fecha ID

CcO THC-A

1 M5 | 10-dic-20 | MCOO05 | 10990 | 35494 | 0.2
2 M2 | 13OV wpor2 | 19 6 0.2
20
13-nov-
3 M2 MPOI3 | 0O 2 0.2
20
13-nov-
4 M2 MPOO7 | 17 4 0.2
20
21-nov-
5 M3 MPO23 | 11 4 0.2
20
6 M2 ]3';0“' MP0O09 | 15609 | 131071 | 0.2
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aPara efectos de comparacién con otfros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados y sin eventos.

Finalmente, y partir de las cargas normalizadas (mg/dia/1000 habitantes) del
metabolito mds estable para la cocaina ésea la BE (tabla 13) y multiplicando por
su factor de transformacién equivalente a 3.59, se estima el consumo de cocaina
(mg/dia/1000 habitantes) en el sitio de la planta de fratamiento de aguas

residuales de hospital en Manizales (tabla 14)
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7 M 06-nov-| coo1 | o 6 0.2
20
8 M1 | 6-nov-20 | MPOO4 | 9 4 02
9 M2 | 13OV | mpots | 6 4 0.2
20
10 M2 ]3’;5”' MPOTO | 28 9 0.2
1 mi | 90OV | mpoo2 | 2 9 0.2
20
12 M4 28’2%"" MCO004 | 17 1 0.2
13-nov-
13 M2 MPO15 | 9 1 0.2
20
14 M6 | 16-dic-20 | MCO006 | 42122 | 461423 | 805.0
15 M1 06';5”' MPOO3 | 13 4 | 1833
16 M2 ] 3’2”5"" MPO06 | 21 4 21.9
17 M3 | 2 7OV | mcoo3 | 9 0.2
13-nov-
18 M2 MPO17 | 6 6 0.2
20
21-nov-
19 M3 MPO18 | 11 6 0.2
20
20 mi | 90OV | vpoor | 6 4 0.2
20
Promedios® 14 7 0.2




Tabla 14. Retrocalculos de estimacion de consumo de cocaina a partir de la carga
normalizada de BE (mg/dia /1000 habitantes) para el sitio de la planta de
fratamiento de aguas residuales de hospital en Manizales.

Muestras ‘Mues’rreo Fecha ID CcO
] M5 10-2%@- MCO005| 39455
13-nov-

2 M2 OV mPo12 | 69
13-nov-
3 M2 ooV mPoI3 |
13-nov-
4 M2 V| P07 | 61
5 M3 | 21OV | po2s | 38
20
6 M2 ]3'2”00V' MP009 | 56036
06-nov-
7 M1 ooV Imcoot |
6-Nov-
8 M1 DoV | mPoo4 | 31
13-nov-
9 M2 oVl mpots | 23
13-nov-
10 M2 MPO10 | 100
20
06-nov-
1 M1 oV mPoo2 | 8
12 Ma | BNOV-1 ucoo4| 61
20
13 M2 | 13OV pots | 3
20
14 Mé ]6'2%'0' MCO006 | 151220
15 Ml | 96OV poos | 46
20
16 M2 ]3'2”00V' MPOOS | 77
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17 M3 | 21OV coos| 38
20

18 m2 | 13OVl o7 | 23
20

21-nov-

19 M3 oo |MPOIS| 38

20 mr 96OV poot | 23
20

Promedio® -

aPara efectos de comparacién con otros estudios y ciudades se tomaron los valores
uniformizados y sin eventos.

6.4.4 Comparacion en el tiempo de valores de cargas normalizadas de BEy CO en
los tres sitios de estudio

De estas estimaciones de consumo de drogas psicoactivas en la region del Eje
Cafetero, se puede concluir que el mayor consumo medio trimesiral de
cocaina CO a partir de la carga de su principal metabolito BE (ver figura 9) se
observé en Pereira con 4857 mgCO/dia/1000hab seguido de Armenia
con 2988 mgCO/dia/1000hab y Manizales (modelado en el Hospital)
con 49 mgCO/dia/1000hab, Pereira presentd valores mayores que Medellin
con 3022 mgCO/dia/1000hab y Bogotd con 742 mgCO/dia/1000hab segun el
estudio de Bijlsma et al. realizado en 2016[93], y los valores de consumo de
CO en mg CO/dia/1000hab en Armenia (2988) son mayores que los valores
mostrados en Bogotd (742) pero comparables con los de Medellin (3022).
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Figura 9. Cargas normalizadas (mg/dia/1000 hab) de benzoilecgonina BE y
cocaina CO en los tres sitios de muestreo durante dos meses consecutivos.
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La figura 9 y las tablas 7, 10 y 13 muestran las cargas masivas diarias normalizadas
de cocaina y BE, las cargas mdsicas normalizadas de cocaina y BE se mantuvieron
algo estables durante los dos meses de estudio con sélo un ligero aumento en las
muestras del 21 de noviembre (puente festivo). Esto reflejaria que los consumidores
toman esta droga de abuso con regularidad y no solo durante los puentes y fines
de semana y estd en contraste con otros estudios, donde las cargas mds altas
fueron claramente encontradas para BE durante los fines de ano en
comparacion con los ofros meses del ano.

6.4.5 Comparativo consumo de cocaina en el mundo y el Eje Cafetero
En comparacion con un amplio estudio realizado en 42 ciudades de 21 paises
europeos [93], con informes de datos de tres anos consecutivos 2011-2013,
el promedio de cargas de BE en Bogotd (207 mg/dia/1000 habitantes) es similar al
de ciudades europeas como Bruselas, Castellon, Mildn, Paris y Santiago
de Compostela, y mds bajas que Amsterdam, Barcelona, Londres, Valencia o
Zurich, todas con cargas medias diarias por encima de 400 mg/dia/1000
habitantes. Por el contrario, las cargas medias de BE en Armenia (832 mg/
dia/1000 habitantes) es superior a todos los estudios de ciudades europeas, con
la Unica excepcidon del valor encontrado en Amberes (Bélgica) en 2013 que
fue del mismo orden. Al comparar estos datos con paises o ciudades de fuera
de Europa, el consumo de cocaina en Australia, Corea del Sur y China fue
menor que Armenia y Pereira, mientras que las cargas promedio de BE en Brasil
y Martinica (aproximadamente 450 mg/dia/1000 habitantes), fueron mds altos
que en Bogotd, pero en general no superaron los observados en Armenia, ni
Pereira (1353 mg/dia/1000 habitantes) con un consumo superior que en todas las
ciudades aqui comparadas.

Segun Herndndez [93], una causa se debe a que Colombia es conocida como uno
de los principales paises productores de cocaina y la pureza de la cocaina
callejera es seguramente mayor en comparaciéon a Europa (promedio en 2013,
20-60%) y EE.UU. (promedio en 2009, 50%), ya que los niveles de pureza
tienden a disminuir a lo largo del trafico de la cadena. Por lo tanto, tal
vez no sea sorprendente que sea la droga con mayor prevalencia en
Pereira, Armenia y Medellin.

7. RUTAS METABOLICAS DE LAS DROGAS PSICOACTIVAS DE
INTERES

7.1. Rutas metabdlicas de la cocaina

En la tabla 6, se muestran todos los subproductos metabdlicos de la cocaina que
han sido reportados, poseen sus formulas moleculares, [M+H] en andlisis de LC-
MS/MS y de los mdas estudiados que servirdn para programar los andlisis de las
muestras recolectadas en el LC-Orbitrap y de algunos metabolitos se reporta
el pico base vy fragmentos mds representativos, como su estructura
orgdnica encontrados en la literatura. Luego en las figuras 10-12 se encuentran
imagenes que muestran la fragmentacion de los metabolitos en el higado, las cuales se
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procurard unificar, pero adn no se ha podido encontrar un programa que permita
dibujarlas tal cual se reportan en estas rutas.

El proceso de eliminaciéon de la cocaina se realiza en el higado, donde se generan
subproductos metabdlicos por la accidén del citocromo P450, las carboxilesterasas
hepdaticas (hCE-1y hCE-2) [96] y la butiriicolinesterasa sérica (hBChE) que catalizan
reacciones de transesterificacion en la formacion de cocaetileno (Figura 10)
cuando una persona consume alcohol [97], hidrolisis de ésteres para la formacién
de ecgnonina, benzoilecgonina y éster metilico de egconina. N-oxidacion y N-
hidroxilacién para la formacidén de norcocaina, N-hidroxicocaina y nitréxido de
cocainag, y glucoronidacion y glucosidacion para la formacion de la serie de
glucordnidos (Figura 11) que han sido los Ultimos metabolitos descritos como
productos de transformacién de la cocaina [98]. Productos como el metil de
ecgonidina se obtiene por la pirolisis de la cocaina cuando en fumada y este a su
vez, sufre hidrdlisis produciendo ecgonidina (Figura 12) [99]. En el estado del arte se
han llegado a reportar entre 11 a 41 metabolitos presentes en la orina, siendo los
mds abundantes el benzoilecgonina que se produce por la desmetilacion del 40-
45% de la cocaina presente en el higado por acciéon de la hCE-1 y el éster metilico
de ecgonina que se obtiene por la hidrolisis del 40% de la cocaina o de ofros
subproductos como la norcocaina y el cocaetileno por intervencion de la hBChE
[100].
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Tabla 15. Subproductos metabdlicos de la cocaina reportados.

Metabolitos Formula [M+H]* m/z Molécula Referencia
82,105.1,150, | 1 98, 100]
Cocaine CiH2NO4 | 3041549 | 1821 | 182.1,256.1 OOYQ '
304,1
0
0
. HN _ [98]
Il Norecgonine methyl ester CoH15sNO3 186,113 136.1 o~
OH
93,108.2, fra O
1] Ecgonine methyl ester CioH17NOs3 200,1287 182.1/82 | 122.2,150.2, N o~ [98, 101]
182.3, 200.2 OH
: s OH [78]
v Benzoylnorecgonine CisH17NO4 276,1236
(0]
82,105.2, ¥ [98,100-
\Y Benzoylecgonine CisH19sNO4 290,1392 168.3 122.1, 150.2, o 101]
168.3, 290.2
(o]
98,100-
. 105.2, 136.1, %o/ 78,
VI Norcocaine Ci6H19sNO4 290,1392 168.2 168.2. 290.3 0\(© 101]
HN
VI Hydroxybenzoylnorecgonine Ci5H17NOs 292,1185 ﬁlﬁ“ " Jon [98]
o]
HO—N
VIl N-Hydroxybenzoylnorecgonine CisHi7NOs | 292,1185 o‘%@ [98]
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_ 168,121.1, | N Aoy P
IX p-, m-Hydroxybenzoylecgonine Ci6H19NOs 306,1341 150, 1 o A I OH [98, 102]
' @]
X p-, m-Hydroxynorcocaine Ci6H19NOs 306,1341 168, 136, 121.1 ZE&“ ToH [98, 102]
o]
meta: 182, o
XI o-, m-Hydroxycocaine CiHaNOs | 320,1498 121.1, S 3o | 98, 102)
' ' 93/para:182.0, '
121.1, 200
XL~ | b
Xl Cocaine-N-oxide Ci7H21NOs 320,1498 AP
T
; ; A o —di-OH [98]
X=XV Dihydroxycocaine Ci17H21NO¢ 336,1447 0w A ¥
Al
. p! oH [© o [98]
XV-XVI | Hydroxymethoxybenzoylecgonine | Ci7H21NOg¢ 336,1447 0 J
OCH3
" (98]
XVI=XVII Hydroxymethoxynorcocaine Ci7H21NO¢ 336,1447 . o0 LS
. OCH3;
CHa
. o’ [98]
XIX=XX Hydroxymethoxycocaine C18H23sNOs 350,1604 o SFoH
OCH,
s
. . N il i B9 [98]
XXI=XXIII Dihydroxymethoxycocaine CigH23NO7 366,1553 L O AT O
OCH;
O
XXIV— . . g i g 78]
Hydroxydimethoxynorcocaine Ci8H23NO7 366,1553 . o %
XXVI T oo
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[78]

A Hydroxydimethoxycocaine CisHzsNO7 | 1000,1709 ﬁii (o
XXVIII aocn,
XXIX N-hydroxypbenzoyinorecgonine | 1 Noo | 4541713 o 78]
glucoside
5 Hydroxymethoxynorcocaine i [98]
XXX=XXXII glucuronide Ca3H29NOq2 512,1768 Y\v\x%
oHs 9
XXXII- Hydroxymethoxycocaine ﬁ [98]
YXXIV glucuronide C24H31NO112 526,1925 ocu;
XXXV— Dihydroxymethoxycocaine - %Z , [98]
XXV glucuronide C24H31NO113 542,1874 mlﬁg)c:'
XXXIX— Hydroxydimethoxynorcocaine HNNJ\;’/(@L““‘ [98]
XXX glucuronide C24H31NO113 542,1874 Dﬂ,oo o
droxydimeth ~ L 98]
XXXXI— Hydroxydimethoxycocaine X o
N oo CosHsNOw | 556,203 Wj@ﬁ
Product _ %
e Methyl ecgonidine CioHisNO. | 181,2316 e [99]
pirolisis /\“‘ o
(Cocaina Ecgonidine CoHi1aNO> 167,205 *\/\ on [99]
fumada) \
Consumo
coc(:joel'no (97,99,
Cocaethylene Ci8H23NO4 318,2 196,1 196.1, 82 )\ 103-105]
y alcohol P 3
(muy
toxico)
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| b [96, 103-
Norcocaethylene Ci7H21NO4 304,2 182,1 AL, ]'04]
HC-n  © [96, 101,
Ecgonine ethyl ester (EEE) C11H19sNOs3 214,1 196.1 35\(Ko’\cn3 103-104]
NOH
3
Ecgonine (ECG) CoHisNO3 186,1 168,1 e/ [76.103]
A 96, 101,
Norecgonine ethyl ester (NEEE) | CioHi7NOs 2001 182,1 M 103]
o) o) HaC
HyC_ \ _CH, HsC._ \ /l
" L HAC Carboxylesterase (hCE-1) R °
& N - <
o OH o
o} o
Cocaine Ethanol Cocaethylene

Figura 10. Transformacion metabdlica de la cocaina en presencia de etanol. Fuente: [103]
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Figura 11. Metabolismo de la cocaina. Fuente: [98]
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Figura 12. Subproducto de la pirolisis de la cocaina. Fuente:[99]

7.2. Rutas metabdlicas del cannabis (figura 13)

El Cannabis sativa contiene mds de 421 metabolitos diferentes (mds importantes
ver tabla 7), incluidos mds de 60 fitocannabinoides [106]. Al ingresar al cuerpo
humano son metabolizados en el higado por accién del citocromo P450 (CYP) en
fase | con el objetivo de aumentar la polaridad de estos compuestos [107]. El A9-
tetrahidrocannabinol (A9-THC) y el cannabidiol (CBD) son los fitocannabinoides
mds abundantes que se producen en la planta por la descarboxilacion del dcido
A9-tefrahidrocannabindlico  (THCA) y  dcido  cannabididlico  (CBDA)
respectivamente [108]. El primero posee efectos psicoactivos y el segundo ha sido
asociado con una amplia actividad terapéutica, estos compuestos sufren primero
una hidroxilacién en diferentes posiciones del fitocannabinoide y posteriormente
una oxidacion por accion de las isoenzimas 2C9 y 2C19 del citocromo P450 (CYP)
[109]. En el caso del A9-THC la reaccidn inicial de hidroxilacion ocurre tipicamente
en posicion Cl11, formando el metabolito  activo  11-hidroxi-A-9-
tetrahidrocannabinol (11-OH-THC) [110]. Este metabolito fiene una vida media
relativamente corta y se oxida para formar el 11-oxo-THC, que es un compuesto
intermediario que posteriormente se transformara en el metabolito inactivo (no
psicoactivo) que es el acido 11-nor-9-carboxi-delta-9-tetrahidrocannabinol (THC-
COOH) [111-112], siendo este el Ultimo paso en la fase | del metabolismo de los
humanos.

Los compuestos endocannabinoides obtenido en la fase | antes de ser excretados
sufren una conjugacién con el dcido glucurdnico catalizado por la enzima uridina
5'-difosfo-glucuronosiliransferasa (UGT) [109,112]. La glucuronidaciéon puede ocurrir
en dos posiciones diferentes, ya sea en el resto fendlico obteniendo éteres
glucorénidos como es el caso del THC- glucurdnido o en la parte acida formando
ésteres glucurénidos como el THC-COOH- glucurdnido [113], facilitando que los
glucurénidos de cannabinoides obtenidos in vivo se puedan excretar facilmente a
través de la orina, pero aun se desconoce la actividad farmacoldégica de estos
glucorénidos [107].
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Tabla 16. Cannabinoides estudiados por LC/MS/MS.

Metabolitos Formula  Modo Ql Q3 Molécula \ Referencia
HyC
HO CHe
6-alfa- 6-a—-OH - OH
Hidodeannelaidiol CRD [MH]- | 329.15 158,2/173,1 i ’ H [114]
HO CHs
o OH
dcido cannabidiol-7- 7-COOH- ‘ oH
oico CBD [MH]- | 343,1 179.15/231,2 [114]
H;C ScH, ‘ CHs
HO
OH
OH
7-hidroxicanabidiol 7-OH-CBD | [MH]- | 329.1 261.2 / 268,1 ‘ [114]
HiC ScH, O CH,
HO
H3C HO
6-beta- 6-p—OH - HO 6 O
hidroxicannabidiol CBD [MH]- | 329.05 log 17 0e H [114]
He—\_ MO CHy
CH,
CH,
OH
= “CH;,
Cannabicromeno CBC [MH]- | 313.14 191.21 /179,21 [107]
I6) CHj3
CHj
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OH [107, 109,
Cannabidiol CBD MH]- | 313,39 | 2492711069/ ‘ 111, 115-
179,21 O 117]

HsC ScH, CHj
Cannabidivarina CBDV [MH]- | 285,34 | 217.27 /151,20 [107]
Acido cannabididlico CBDA [MH]- | 357.27 | 245,29 /179,21 [107]
Cannabigerol CBG [MH]- | 315.14 | 136,19 /191,27 Hsc% [107,117]

HO CH

CH, CHj, OH o‘

Acido cannabigerdlico | CBGA | [MH]- | 359,32 | 341,29/31548 | we™ S > on [107]

HO

CH,
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[107, 111,

Cannabinol CBN [MH]- | 309.21 | 222.28 /279,29 A7
11-hidroxi-A-9- 11-OH- A- 311,43 /173,1/ [107, 109,
tetrahidrocannabinol oHC | MHI- ] 329.20 268,29 117]
11-nor-9-carboxi- THC- 299,41 /191,0/ [107, 109,
tefrahidrocannabinol | coon | [MHl- | 343,33 245,28 115-120]
CHs
- A-9-THCV | [MH]- | 28526 | 217,34/ 163,20 [107]
tetrahidrocannabivarina ' ' '
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193.2/92,4/

A9- [108-109,

tetrahidrocannabinol A-9-THC [M+H]+ | 315.5 123,1/259.2/ 118-119,

135,1 121-122]

‘ o [108, 118

Cannabidiol CBD [M+H]+ | 3152 | 193,2/123,1/259,2 l 120, 122]

A-9- [T11, 115-

tetrahidrocannabinol A9-THC [MH]- ] 313,10 22 11171l 117,123]

Acido A-9-

tetrahidrocannabindlico THCA [MH]- | 343,10 244,9/191,0

[116]
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THC-

343,2/299.1/

THC-COOH-glucurénido COOH- [MH]- 519.,4 2680 [109]
gluc '
CH,
Cannabicromeno CBC [M+H]+ | 315 193 [108]
g ABTHC | [M#H]+ | 315 193 [108]
tetrahidrocannabinol
Cannabinol CBN [M+H]+ | 311 195 [108]
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Cannabidivarina CBDV [M+H]+ | 287 165 [108]

Acido cannabididlico CBDA [M+H]+ | 341 219 [108]

11-hidroxi-a9-THC | ! '?HHC'M' [M+H]+ | 331 193 [108]

11-Nor-9-A9-THC THC= | M+H]+ | 345 193 [108]
COOH
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THC-glucurénido THC-gluc [MH]- | 4891 313.2/175,0 [117]
Acidos A-9- THCV-
tetrahidrocannabivarina |  COOH [MH]-— 3150 2ol 2078 [177]
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CYP2C9 oy cH,
o Q@ OH
HyC Zchy 7 cHy
o oH _
CHy 8,11-OH-THC s 8.0H-THC o CH, o CHj
CHs  (cBCA) M5 Cannabicromeno (CBC)
CYP3A4

OH CYP3A4

CYP2C9

OH
CYP2C19/3A  HO,,
[
N
CHs HyC CHZ CHy

CHs 11-OH-THC CHs  Tetrahydrocannabinol (THC) HO' " Cannabidiol (CBD)

CYP3A H,C'

CYP2C19 CHy

HO
CHy  11-OXO-THC ML 6-beta-OH-CBD

CHy

THC-COOH CHg 11-OH-CBN 7-COOH-CBD

CBD-gluc

HO.
e)

o
THC-COOH-gluc

CHs THC-gluc

Figura 13. Ruta del metabolismo de los cannabinoides.

70



7.3. Rutas metabdlicas de las benzodiacepinas (figura 14)

El metabolismo de las benzodiacepinas (figura 14) ocurre principalmente a nivel de
los microsomas hepdticos catalizados por la superfamiliac conocida como
citocromo P-450, la biotransformacion de estos compuestos se lleva a cabo a través
de dos etapas comUnmente llamadas fase |y fase ll. En la fase | ocurren reacciones
de oxidacion como la N-desmetilacion e hidroxilacion tipicas de benzodiacepinas
como el clotiazepam, clobazam, flurazepam fludiazepam, midazolam
bromazepam, alprazolam, temazepam y diazepam. También se llevan a cabo
reacciones de reduccion del grupo 7-nitro para formar metabolitos con el grupo 7-
amino y este a su vez puede acetilarse para formar especies con el grupo 7-
acetamido como es el caso del clonazepam y nitrazepam [124]. Durante la fase |
se ha evidenciado que benzodiacepinas como el diazepam se puede
biotransformar en nordazepam, oxazepam y temazepam que son compuestos
activos y que se comercializan como farmacos [125]. En la fase Il los grupos
hidroxilos y aminos de subproductos de las benzodiacepinas en fase | y compuestos
que no sufren reacciones previas como el lorazepam y el oxazepam se conjugan
con el dcido glucurdnico para formar compuestos inactivos que se excretan a la
través de la orina [126].
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Tabla 17. Benzodiacepinas estudiadas por LC/MS/MS.

Metabolitos Formula \ Modo \ m/z Q3 \ Molécula Referencia
Cloniprazepam Ci9H16CIN3Os | [M+H]+ | 370,0953 | 316,0430 [124]
270,0559 o
241,0548 o, O “\f
214,0452 N B
fe) N
O
Hidroxicloniprazepam Ci9H16CIN3O4 | [M+H]+ | 386,0823 | 368,0756 [ i [124]
55,0540 oH
340,0776 o N AP
332,0320 N \f
280,0316 4 —N
O
Clonazepam CisHiCINsOs | [M+H]+ | 316,0483 | 270,058 ] s [124, 127-
241,0548 o O 130]
214,0452 N
0 —N
O
Hidroxiclonazepam CisHioCIN3O4 | [M+H]+ | 332,0401 | 314,0301 i Hoo o [124]
286,0356 o O N OH
240,0753 N
277,0328 o —N

260,0291 O o
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7-aminoclonazepam

Ci5H12CINO

[M+H]+

286,0749

250,1016
222,1031
121,0

[124, 127,
129-131]

3-cetocloniprazepam

Ci9H14CIN3O4

[M+H]+

384,0750

55,0165
338,0332
356,0404

[124]

Dihidroxicloniprazepam

Ci9H16CIN3Os

[M+H]+

402,0854

55,0641
274,0261
302,0465
348,0414
384,0633

[124]

3-OH-7-
aminoclonazepam

Ci5H12CIN3O2

[M+H]+

302,0689

250,1018
269,0530
284,0648

[124]
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7-aminocloniprazepam Ci9H18CIN3O [M+H]+ | 340,1231 [124]
N O
H,N O \f
—N
O
Hidroxicloniprazepam- | Ca2sH24CIN3O10 | [M+H]+ | 562,1227 | 386,0984 i [124]
glucurénido 340,0887 0Gluc
- N O
\N+ O f
§ =
O
Flurazepam CaiH2sNs [M+H]+ | 388,22 100,1 He” N7 ew [128-131]
315,1
317.2 O NP
L0
—N
O
Bromazepam Ci4H10BrNzO | [M+H]+ 318,0 182,2 o o [127-132]
209,2
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Nitrazepam Ci5H11N3Os [M+H]+ | 282,14 180,0 H 0 [127-131]
236,1 o O \f
AN
N
I =
Alfa-hidroxitriazolam Ci7H12CLN4O | [M+H]+ | 359,15 175,9 [13-131]
331,2 O °
—N
1)
N
-/
N
OH
Alfa-hidroxialprazolam Ci7H13CINSO [M+H]+ 325,18 205,0 [129-131]
2972 ()
216,1
—N
o] \ /z
NNy
-/
N
OH
Clobazam CieH13CIN20O2 | [M+H]+ | 301,17 224,1 (|3H3 [128-131]
259,1
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Oxazepam CisHi1CIN20O2 | [M+H]+ 287,1 104,0 H 0 [127-132]
2411 O \ﬁ
269,1 cl
141,0 "
Lorazepam CisHnClN202 | [M+H]+ 321,13 275,1 H o [127-132]
303,1 2
229,2 cl o
—N
O
Desalquilflurazepam CisHi1oCIFN2O | [M+H]+ 289,09 140,0 H 0 [129-131]
2259
cl
—N
U
Nordazepam CisH11CIN2O [M+H]+ | 271,10 134,0 H 0 [127, 129-
165,0 131, 132]
140,2 cl
208,2
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Temazepam CisHisCIN20O2 | [M+H]+ | 301,11 255,1 (|3H3 [127-132]
283,3 N /O
257,0 O \L
cl OH
—N
Diazepam Ci6H13CIN2O | [M+H]+ 285,1 193,0 ?Ha [127-132]
154,0 N 0
cl O \f
—N
Nimetazepam Ci6H13N303 [M+H]+ 296,0 250,1 ?Hs [133]
=N
O,N
Bentazepam Ci7H1sN20OS [M+H]+ 297.0 166,2 [133]
241,1
139,2 N
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Descloroetizolam Ci7H16N4S [M+H]+ 309,14 255,17 Hst/N [133-134]
280,27 A\
225,0 S N A
HaC \
—N
Diclazepam CieHi12ClN2O | [M+H]+ | 319,06 227,16 ?H3 [133-134]
154,10 N 0
220,1 O \f
cl
Cl —N
Flubromazepam CisHioBrFN2O | [M+H]+ 333,02 226,17 H [133-134]
N. O
183,09 2
]O4,0 Br O
—N
L)
Efizolam CiHisCINGS | [M+H]+ | 3430 314,17 HC [127-128,
289.0 e \ 133-134]
259,09
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Fenazepam CisH10CIBrN2O | [M+H]+ 350,9 206,20 H 0 [127, 133]
179,14
]85,9 Br O T
242,0 -
-
Pirazolam Ci2H12BrNs [M+H]+ 353,9 167,0 H3CYN [133-134]
206,0 A\
246,2 N
Br
—N
N
\ 7/
Flubromazolam Ci7H12BrFN4 [M+H]+ | 371,0303 | 343,0120 Hsc\]/N [133-135]
292,1124 -\
23,0685 N
181,9601 o
—N
F
7-aminoflunitrazepam CieH14FN3O [M+H]+ 284,1 135,2 CH3 [127-130,
227,1 132]

N 0
HoN O \f
F
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7-aminonitrazepam CisH13NzO [M+H]+ 252,1 121,1 H o [129-130]
94,0
H,N
—N
Alprazolam Ci7H13CINg4 [M+H]+ 309,1 281,2 HC N [128-130]
205, \F\N
N/
cl O \S
—N
Clordiazepdxido Ci16H14CIN3O [M+H]+ 300, 1 227,1 N /N\CH [127-130]
= 3
282,2 . O \S
\ N
\
O
Clotiazepam Ci6H1sCIN2OS | [M+H]+ 319,1 291,2 [128-129]
154,1
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Estazolam CieH1CINg [M+H]+ 295,1 267,2 FN\ [127-130]
N

205,2 N_ ~
241,0
Cl

Flunitrazepam Ci6Hi12FN3O3 | [M+H]+ 314,1 268,2 CH3 [127-130,

239,1 _ O N 0 132]
o}
N+
F

1-Hidroximidazolam CigH13CIFN3O | [M+H]+ 342,1 324,2 FN\ [129]
N

203,1 N_ ~
Vo e

Lormetazepam Ci6H12CI2N202 | [M+H]+ 335,1 289,1 Hs [127-129]

2911 N 0
317.0 O \ﬁ
cl OH
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Medazepam CiHisCIN2 | [M+H]+ | 2711 91,1 CHa [127, 129]
207.3 N
cl O j
—N
Midazolam CigHisCIFNs | [M+H]+ | 326,1 291,3 HC [127, 129-
249,2 7‘ 130]
N/
Cl O
—N
s
Prazepam CisHi7CIN2O - | [M+H]+ | 325,1 271,2 % [128-130]
140,
N O
Cl O \f
—N
Triazolam Ci7H12Cl2Ng [M+H]+ 343,1 239,2 HC N [127-130]
308,1 DY
315,0
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Zolpidem CisHzNsO | [M+H]+ | 3082 235,1 HC. o [127, 129-
236,3 N 130]
O/
HsC
=
N \
3R-Oxazepam- C21H190gN2Cl | [M+H]+ | 463,0906 | 287,0583 [136]
glucurénico
3S-Oxazepam- C21H190gN2Cl | [M+H]+ | 463,0902 | 287,0583 \ﬁ [136]
glucurénico
3R-Temazepam- C2oH2108N2CI | [M+H]+ | 477,1059 | 301,0740 [136]
glucurénico | Hs
N 0o
O \ﬁ o
Cl
o)
3S-Temazepam- Ca2H2108N2Cl | [M+H]+ | 477,1059 | 301,0738 —N o =0 [136]
glucurénico
3R-Lorazepam- C21H180sN2Cl2 | [M+H]+ | 497,0513 | 301,0192 [136]
glucurénico
3S-Lorazepam- C21H1808N2Cl2 | [M+H]+ | 497,0513 | 301,0190 [136]

glucurénico
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Flunitrazolam Ci7H12FNsO2 | [M+H]+ 338,1 292,1 HC N [127]
264,1 T Pt
O
—N
L)
Zopiclona Ci7H17CIN6O3 | [M+H]+ 389,1 245,0 N/CH3 [127-128]
217,0 )
{,
o§<o
N\ N—
[/ N \ / Cl
NTOA
O
Zaleplon Ci7H15NsO [M+H]+ 306,1 264,1 =N [127]
236,1 N =
SN
HaC™ N
H3CJ\O
Tetrazepam Ci6H17CIN20O [M+H]+ 289,1 225,1 [127]
197,1
Cl
NZ="
\
N
o) \CH3
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Brotizolam CisHi0BrCINsS | [M+H]+ 393,1 314,1 H3CYN [128]
210,1 —\
0 s LN
Br
Y
—N
cl
Clorazepato CisHCIN2Os | [M+H]+ 271,0 140,1 [128]
165,0
o
=
HO\/NL\
J JH
Cloxazolam Ci7H14CN202 | [M+H]+ 349,1 305,0 H 0 [128]
140,0 N
Cl
N
O
Cl
Loprazolam C23H21CIN6O3 | [M+H]+ 465,2 252,1 cl [128]
408,0 O \
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Alfa-hidroximidazolam CigHi3CIFN3O | [M+H]+ 342,1 324,2 [130]
203,1

Meclonazepam CisH12CINsOs | [M+H]+ | 330,09 284,18 [134]
238,20

Nifoxipam CisH10FN3O4 [M+H]+ | 316,16 224,02 [134]
270,19

Clonazolam Ci7H12CINsO2 | [M+H]+ | 354,10 308,20 [134]
280,17
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Flutazolam CisH1sCIFN203 | [M+H]+ | 395,16 294,19 oH [134]
276,18
Citalopram C20H21FN20O [M+H]+ 324,4 58 [125]
84
86
Flubromazolam N- Co3H20BrFN4O¢ | [M+H]+ | 547,0628 | 371,0295 O\ OH [135]
glucurénico 343,0123
292,1117 Br O Hi 0 OH
\ +
)N:N/N OH
HO
e
F
Alfa- Ci7H12BrFN4O | [M+H]+ | 387.0248 | 234,0713 OH [135]
hidroxiflubromazolam 359.,0056 N
223,0676 N\
141,0564 N/
261,0820 Br \5
—N
()~
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4-hidroxiflubromazolam | Ci7H12BrFNsO | [M+H]+ | 387.0245 | 300,9785 N [135]
263,0856 T)N
342,0012 O 1
236,0694 ” _ /o
194,0560
L
Alfa- Ca3H20BrFN4O7 | [M+H]+ | 563,0573 | 387,0246 G'“\o [135]
hidroxiflubromazolam- 359,0071
glucurénico 369,0134 =N
341,0074 N N
219,9754 B O
—N
)
4- C23H20BIrFN4O7 | [M+H]+ | 563,0573 | 369,0161 HC N [135]
hidroxiflubromazolam- 342,0021 % N
glucurénico 387,0246 N/
300,9730 Br o
263,0849 —N \
Glu
L)
Dihidroxiflubromazolam | Ci7Hi12BrFNsO2 | [M+H]+ | 403,0199 | 374,9988 oH [135]
238,0610 Sﬁw
277,0769 SN
141,0531 j
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Figura 14. Metabolismo de eliminacion de las benzodiazepinas. Fuente [137-151]

7.4. Rutas metabdlicas de la heroina (figura 15)

La heroina tiene un fiempo de vida media muy corta (2 a 4 min); se hidroliza
rdpidamente a é6-monoacetimorfina (6-MAM) en aproximadamente 30 min,
posteriormente se desacetila formando la morfina [152]. Este compuesto sufre una
glucuronidacion en el grupo hidroxilo fendlico libre en la posicion 3 para formar la
morfina-3-glucurdnido (M3G) inactivo (57,3%), mientras que solo un pequeno
porcentaje (10,4%) del grupo alcohol en la posicion 6 se convierte en morfina-6-
glucurénido (M6G) que es un compuesto activo con un potencial 650 mayor que
la morfina [153-154]. La morfina también puede sufrir una N-desmetilacion
formando la normorfina que luego se glucuronida formando normorfina-3 o 6-
glucurdnido.
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Figura 15. Metabolismo de la heroina. Fuente: [153-159]
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Tabla 18. Metabolitos producto de la eliminacion de la morfina.

Metabolitos Formula Referencia
58
Heroina C21H23NOs | [M+H]+ 370 310,2 [156-160]
328,2
6-acetilmorfina 165,2
(6-MAM) CioH21INO4 | [M+H]+ | 328,1 2112 [156-160]
152
Morfina CiHisNOs | [M+H]+ | 2862 213%?3 [156-160]
229.1
Morfina-6- 286,15
glucurénido Ca3H27NOg | [M+H]+ | 462,10 165.10 [156]
Morfina-3- 286,15
glucurénido Ca3H27NOg | [M+H]+ | 462,11 165.10 [156]
Nerieiiine CieHi/NOs | [MH]+ | 272,05 }gf'gg [156]
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8. RETOS

1.

Hacer estudios de seguimiento a metabolitos para drogas sintéticas NPS in silico
(Quimica Computacional y Bioinformdtica) para predecir los posibles
metabolitos y usarlos como rutas de rastreo en las nuevas sintesis y puestas en el
mercado de los alucindgenos (Conclusion en el Workshop sobre drogas
psicoactivas en noviembre de 2020).

Hacer mediciones en grandes y masivas aglomeraciones en banos moviles e.g.
tipo Rock al Parque y Stereopicnic-Bogotd, carnavales-Pasto y Barranquilla,
ferias-Cali y Manizales, festivales-Neiva, lbagué, Valledupar, Buenaventura,
Ginebra. Salento, Popaydn etc. (idea de Prof. Dr. Félix Herndndez de la
Universidad de Jaume-Espana), lo cual requiere un estudio screening sin
patrones de referencia, con equipos de espectrometria de masas de alta
resolucion (HRMS).

Hacer rastreos focalizados en alcantarillas de lugares con dindmicas sociales
con alta ascendencia en el consumo de drogas (v.g. escuelas, colegios,
universidades, carceles, batallones, zonas de rumba y ocio, etc.) que permitan
crear cercos epidemiolégicos de consumos y conductas para entender mejor
las dindmicas de acechos y propender por campanas masivas de orientacion
y prevencion.
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. CONCLUSIONES

La estrategia de la epidemiologia basada en las aguas residuales WBE
definitivamente es una herramienta fundamental en el conocimiento de pautas
de consumo de drogas de abuso en la zona de influencia de la PTAR evaluada.

La aproximacion metaboldmica (rutas y mapas bioquimicos) es decir la
identificacion de congéneres, biomarcadores y productos de transformacion
ya sea experimentales (in vivo, in vitro) o modelados (in silico) son indispensables
para establecer la conexidn entre concentfracion y consumo.

La espectrometria de masas sea acoplada a GC y mejor a LC es la técnica
andlitica avanzada por excelencia requerible para hacer estas
aproximaciones.

Estudios en plantas piloto PTAR pequenas, bajo condiciones confroladas, de
amplio conocimiento y caracterizacién profusa, caudales estables y de acceso
facil serdn necesarios para estudios futuros bajo la perspectiva de WBE.

Los sitios escogidos para el estudio piloto (dos PTARs y un canal colector)
gozaron de las ventajas de representatividad, accesibilidad, facilidad, datos
histéricos, rastreabilidad por separacion de distritos sanitarios y sus aguas
residuales (origen, caracteristicas fisicas y quimicas) son una diversidad de
conjuntos que enriquecen la discusion a la luz de estos resultados primeros en su
género.

. Se elucubraron las rutas metabdlicas para la cocaina, cannabis,
benzodiacepinas y heroina (cuatro familias de drogas psicoactivas elegidas
para el estudio piloto) y que arrojan luces sobre el mapa tedrico de posibles
candidatos (mas de 40 metabolitos) a encontrar en las aguas residuales de este
estudio piloto, y al reconocer en ellos sus caracteristicas de andlisis
espectroscopico por MS facilitaron su identificacion en LC-MS porque se tuvo
unas primera pistas de iones y fragmentos de screening.

El estudio con estos resultados preliminares ha empezado a sentar unas lineas
de consumo en cantidad y diversidad que se corresponden con reportes de
2019 de UNODC y MJD y con estudios de igual corte (6sea tipo WBE), pero con
sus andlisis cromatogrdficos realizados en el extranjero con LC/MS/MS.

. Se emplearon dos tipos de métodos miniaturizados de preparaciéon de muestras
RDSE y SPME, siendo vdlidos y aceptables para el estudio, porque los primeros
resulfados indican un comportamiento con alto grado de concordancia con
otros hallazgos.

. Si bien es cierto aun no se han detectado metabolitos diferentes a los ya

establecidos salvo la a-hidroxi-MDMA queda claro que el andlisis por GC-MS
aqui desarrollado previamente usando extraccidon con RDSE o SPME se puede
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10.

11.

12.

13.

utilizar como una herramienta de tamizaje previo al andlisis de LC/MS/MS, con
lo cual se analizarion muestras con identificacion positiva a la sustancia de
interés que podrian permitir un cerco analitico muy efectivo y con reducciéon en
los costos de andlisis y en su interpretacion posterior.

La ciudad de Armenia ha mostrado las mayores concentraciones de cocaina
(1200 ng L") y benzoilecgonina (6300 ng L) respecto de las otras dos ciudades,
y por su parte, Pereira mostrd las mayores concentraciones de THC (1600 ng L)
y THC-A (500 nglL'') en comparacion con Armenia y Manizales. Adicionalmente
en la ciudad de Armenia se detectdé por GC-MS la mayor diversidad de
sustancias psicoactivas legales e ilegales.

Ya se cuenta con iones precursores reportados bibliograficamente para los
metabolitos de la cocaina, cannabis, benzodiacepinas y la heroina para hacer
un mejor cerco bdrico (relacion m/z mds estrecha al candidato) de cara al
andlisis de las muestras por LC-ESI(+)-Orbitrap en la ciudad de Bucaramanga en
el mes de enero.

En un buen grupo de muestras (173 de 403) correspondientes a los muestreos 5
al 10, empezaron a aparecer compuestos de la familia de cannabinoides de
gran ascendencia entre la poblacién consumidora (dronabinol, canabinol y
THC) y lo mejor detectados e identificados con el mismo método de
preparacion de muestras RDSE.

Finalmente, la estimaciéon de consumo de cocaina a partir de la carga mdasica
normalizada de su principal metabolito, la benzoilecgonina, es mayor en Pereira
con 4857 mg/dia/1000hab que Armenia con 2988 mg/dia/1000hab y ademdads
en esta Ultima ciudad la diversidad de moléculas empleadas es mds amplia y
en general las causas sociales, judiciales, econdmicas sobre el Eje Cafetero, la
presidon del ecoturismo extranjero en esta zona puede ser una razén de este
comportamiento.
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