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1. INTRODUCCION

Loa marcadores biolégicos han sido utilizados a 1o largo
de la historia con gran interés desde el punto de vista
médico, bien sea para el diagnéstico diferencial vy desde el
punto de vista médico legal de gran importancia para los
examenes periciales para aclarar la causa de la muerte. Entre
otras aplicaciones podemos citar para 1la utilizacién en la
investigacién de imputabilidades sobre determinadas hechos en
relacién con individuos princiralmente las derivadas de
siniestros laborales.

La investigacidén de drogas de abuso tanto legales como
ilegales tienen wuna gran tradicién en la historia de 1la
medicina legal, vy en los 1Ultimos afios la incorporacién de
marcadores biolégicos bien sea marcadores de lesidén, bien sea
metabolitos de las drogas en virtud de las nuevas tecnologias,
han permitido clarificar muchos problemas concretamente no
solamente desde el punto de vista diagnéstico terapéutico, v
en aplicaciones tan significativas como la medicina del
trabajo y la medicina legal.

Al ser la ciencia forense una aplicacién de los principios
cientificos a los procesos legales, por esta razén se
constituye en un auxilio a los jueces en la aportacién de
pruebas o evidencias que pueden influenciar en la toma de
decisiones de los jueces para juzgar o acusar un individuo. El

area de drogas de abuso es apenas una de las facetas por las
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que la disciplina de 1la ciencia forense puede actuar,
apreciando la composicidn quimica de las drogas b4
correlacionandeolas con sus posibles mecanismos de accién vy
efectos fisiopatolégicos que las mismas puedan desencadenar en
el individuo.

Debemos llevar en consideracién que el estudic analitico
de las muestras y la interpretacién de resultados deben
siempre confrontarse con la clinica del individuo en el
contexto global de cada casc en particular, y que el resultado
de cualquier analisis no debe solo ser interpretado en el
contextoc del caso, gino todavia a 1la 1luz de las leyes
vigentes en cada pais, encuanto a control, posesién,
manufactura y cultive de la sustancia téxica yso trafico de la
misma, por parte de los individuos involucrados.

Los marcadores Dbiolégicos de drogas de abuso ilegales vy
legales constituyen en la actualidad un desafio a la
investigacién toxicolégica, principalmente debido a que la
detecciétn de los metabolitos de estas drogas requieren
condiciones especiales para su determinacién y analisis, como
puede demostrarse através de la historia en numerosos trabaios
cientificos y cuyas referencias bibliograficas aqui citadas
asi lo corroboran.

Es extremamente importante que los métodos de analisis
sean precisos y regulados preferencialmente con patrones
internacicnales.La reproducibilidad, exactitud, sensibilidadad
y especificidad de cualquier técnica analitica debe ser en
principio establecida antes de su incorporacién a cualquier

rutina de laboratorio(l).



2. - HIPOTESIS DE TRABAJO
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2.1.- Planteamiento

En la actualidad con el incremento en el consumo de drogas
de abuso por parte de los diversos sectores sociales, creemos
oportunc y necesario idealizar wun disefio de protocolos
metodolégicos de laboratorio con aplicacién objetiva al mundo
laboral, particularmente en reconocimientos laborales de nuevo
ingreso y en perscnal de plantilla, con 1la finalidad de
detectar por técnicas de screening presuntos positivos, a
seguir someterlos estos a técnicas de confirmacién por gases
masas(GC-MS), luego discutir vy analizar 1los resultados para
ver la utilidad de estos procedimientos y de su aplicabilidad
en funcién de la nueva ley de prevencidédn de riesgos, someter
estos criterios a la deteccidén de drogas "in situ", como
medida extrictamente preventiva en los puestos de trabajo de
elevada responsabilidad, como en conductores de vehiculos vy

manejo de armas en personal de seguridad en las empresas.

2.2.-Hipotesis de Trabaio

Establecer unos marcadores para detectar la exposicién a
drogas de abuso, en la medida en que estos marcadores
derivados del consumo de drogas come cocaina, cannabis y
opiacecs , pueden tener una utilidad en la investigacién de
los usuvarios de drogas de abuso desde el punto de vista médico

legal y médico laboral.
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2.3.- Objetivos

A) Conocer Yy comparar las frecuencias de positividades a
drogas de abuso por Inmunoensayos Y sus respectivas
confirmaciones por gases masas de muestras de orina de
pacientes de poblacién laboral de plantilla, nuevo ingreso vy
de rehabilitacién de drogodependientes.

B) Disefifar un protocolo de método de trabaio para anadlisis
de drogas de abuso en orina como marcadores biolégices de la
maxima utilidad, en la aplicacién a la exposicidn de estas, Yy
establecer los criterio de utilizacién de 1los marcadores en
el contexto médico-laboral.

C) Disefiar la wutilidad médico-laboral de los marcadores

investigados.



3.- MARCADORES BIOLOGICOS



3.1.- CONCEPTO ACTUAL DE MARCADOR BIOLOGICO

Existe en 1la actualidad un extraordinario interés en
desarrollar en laboratorios tests bioquimicos de inmunoensayo
en fluidos biolbégicos, con 1la finalidad de detectar estados
patolégicos que caracterizen sin duda alguna estas
condiciones, o bien la exposicidén a determinadas sustancias de
abuso que pueden estar involucradas e indirectamente
relacionadas con cuestiones médico legales en poblaciones como
la laboral o en casos forenses.

Se reconocen 3 tipos de marcadores biolégicos, los
genéticos, 1los diagnésticos vy los clinicos, que tienen una
basta aplicacién en patologias y particularmente para la
deteccidén de estados de intoxicacién por drogas de abuso por
la presencia de metabolitos de estas en fluidos biolégicos
como la orina. En el caso del marcador genético ni siempre
posible de demostrarse, es aquel que cuando positivo en
individuos sanos significa predisposicién biologica al riesgo
de desarrollar un determinado estado patolégico. El1 marcador
diagnéstico por otra parte e3 aquel que se detecta en el
estado patolégico independientemente del grado de
comprometimiento del paciente. Ya el marcador clinico permite
detectar condiciones anormales através de la identificacién de
compuestos en fluidos biolégicos capazes de orientarnos con
relacién a exposicién del sujeto a determinados téxicos o al
respecto de la prevalencia del estado fisiopatolégico de un

6rgano en cuestién(2).
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La sensibilidad de un marcador relaciona el porcentaje de
una poblacidn especifica de individuos estar acometidos de una
enfermedad que tienen positividad en el test de inmunoanalisis
¥ zon considerados ancormales.

La especificidad de un marcador entretanto conziste en 1la
proporcién de los individuos de una determinada poblacién en
estudio que no estin acometidos de enfermedad y que poseen por
tanto test de inmunoanilisis negativos. Particularmente
enfatizando en nuestra investigacién de la intoxicacién porxr

drogas de abuso, podriamos exzpresarlo a seguir(3):

Se= TP/(TP+FN)

Sp= TN/ (TN+FP)

sl

«
pur

Donde Se=gensibilidad, Bp=especificidad, TP=verdadex

iva

L]

)
ot

positivos, TN=verdadercs negativos, FN=falsos neg

Fp=falsos positivos.
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3.2.- DEFINICION DE MARCADOR BIOLOGICO

Podemos de forma simple expresar que un marcador es una
prueba de laboratorio, objetiva, de prestigiosa credibilidad
en la actualidad, que cuando realizada con todo rigor ¥y
cuidadoso procedimiento analitico nos permitira obtener
resultados mensurables Yy criteriosos para establecer
correlaciones vy ser de utilidad para esclarecer cuestiones en
el ambito médico legal en sus distintas facetas,
particularmente en 1lo que se refiere a nuestro estudio, el
analisis toxicolégico.

Considerando que existe una relacién vya demostrada en la
actualidad entre consumo de drogas de abuso y diversos estados
patolégicos desencadenantes de 1la drogadiccién(4), buscamos
con los marcadores la deteccién de alteracicnes bioquimicas
induzidas por los téxicos en fluidos bicolégicos que sean de
caracter invariable, repetibles vy permanentes que nos aseguren
ser consecuencia del uso y exposicién prolongado de sustancias
extrafias en el organismo.

Porxr esta razédn se proponen diversos parametros que
comentaremos a lo largo de esta exposicién, con el propédsito
de aprofundar en los mecanismos que controlan y gerencian
estas modificaciones(5). Nos encontramos pues con fendémenos
como son el grado de variabilidad de 1la actividad del
comportamiento enzimatico que sufre influencias directas de la
accién de las sustancias de abuso o de sus metabolitos,

causando cambios y transtornos metabbdlicos que degeneran en
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lesién celular en la mayoria de las veces, en consecuencia de
las reacciones de 6xido-reduccibén que experimenta el téxico en
cuestién en su camino de metabeolizacién y excrecidn en el
organismo, resultando en la génesis de metabolitos que podréan
ser bicactivos y por tanto mis téxicos que el compuesto
quimico inicial.

El marcador es por tanto un parametro bielédgico con un grado
determinado de sensibilidad y especificidad para determinada
enfermedad o estado patolégico.

Al interaccionar el téxzxico con las membranas celulares vy
otras macromeoléculas, se establece el principio de lesgién
bioquimica, responsable por las alteraciones fisiolégicas vy
anatomopatoldgicas. Las consecuencias derivadas del primer
contacto del tézxico con las membranas celulares a nivel
molecular determina algunos efectos biolbdgicos a partir de las
interacciones fisico-quimicas entre los compuestos
gquimicos(drogas) y moléculas estructurales de los tedjidos,
como receptores, proteinas, enzimas, etc. siendo consecuencias

de modificaciones en el metabeolismo celular(6).
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3.3.- Importancia de los marcadores en Medicina Legal

Gracias al creciente desarrollo de 1la ciencia en el campo
tecnolégico, ha sido posible cada vez mas profundizar en la
investigacién de indicios en la escena de 1los hechos en actos
delictivos, con el objetivo de identificar los autores de los
mismos vy las causas relacionadas con el evento en si, como la
participacién e influencia del uso de sustancias de abuso y
sus metabolitos a las cuales estuviera expuesto el individuo
al cometer el acto ilicito, permitiendo esclarecer através del
uso de parametros biolégicos posibles condiciones bajo las
cuales el individuo pueda haber sufrido alteraciones
bioquimicas vy/0 transtornos metabdélicos que justifiquen su
comportamiento bizarro.

Los marcadores en toxicologia laboral y forense ademas de
permitir orientarnos con relacién a la determinacién de Ila
existencia vy envolvimiento de individuos en el mundo de la
drogadiccién, juega un papel relevante en la identificacién,
seguimiento, y rehabilitacién de los consumidores de drogas de
abuso, como ocurre en los centros especializados en estos
tratamientos.

En el caso de 6bitos por muertes violentas el analisis vy
estudio  toxicolégico forense se torna cada vez mas
imprescindible en el esclarecimiento y causas de la muerte,
aun mas en la actualidad con el incremento del uso de drogas
de abuso en la sociedad, cada vez mas notable en edades mas

jovenes y todavia con el surgimiento de las drogas de sintesis
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(de disefio) el problema se agrava mas. De manera que 1lo que
ge pretende con los marcadores es la identificacién de las
respectivas sustancias de abuso y sus metabolitos en los
fluidos biolégicos, como medio de comprovar =i hubo exposicidn
previa a las mismas, no caracterizando en ningin momento ni
drogadiccién ni efectos «clinicos, el simple hallazgo en orina

de estas sustancias.

-

3.4.- APLICACION DE MARCADORES EN ASUNTOS MEDICO LEGALES

Existe en la actualidad un arsenal considerable de
marcadores bioquimices en toxicologia,para identificacicnes
patolégicas a través de determinacién de diversos tipos
enzimaticos, asi como de la formacién de aducidos formados por
la combinacién de ciertos metabelitos con macromoléculas, como
ocurre con el acetaldehido ligado a proteinas,
hemoglobina,etc.(7,8,9). También por el surgimiento de
metabolitos a partir de bicaminas derivados de blogqueos de
mecanismos enzimdticos como ocurre con el etanol, resultando
como consecuencia un acentuado aumento en la formacién de S5-
hidroxitriptofol.

Sin embarge nuestro interés en el estudio de la deteccién de
consumidores de drogas de abuso como opiaceos, cannabis vy
cocaina por parte de la poblacién laboral tiene mucha
importancia por la repercusién en el mundo laboral porque

implica en exposicién al riesgo de accidentabilidad
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laboral ¥y sus consecuencias médico legales que del consumo de

estas sustancias pueda derivarse.



4.- ASPECTOS ACTUALES DEL METABOLISMO DE DROGAS
DE ABUSO
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4,1 CONSIDERACIONES ACTUALES SOBRE EL METABOLISMO DE
OPIACEOS

4.1.1 Introduccidn

Los opiaceos son drogas o compuestos estructuralmente

similares a la morfina y con semejante actividad
farmacolébégica. Derivan de 1las cépsulas inmaduras de la
amapola(Papaver somniferum). Los opiédceos son utilizados en

clinica por su facultad de aliviar el dolor moderade a severo
y tienen un amplio rango de efectos farmacolégicos difiriendo
en potencia por la produccién de analgesia, sedacién,
depresién respiratoria, disminucién de la motilidad intestinal
Yy supresién de la tos. El abuso de opidceos en general causa
compleijos efectos psicotrépices y se caracterizan por su
capacidad de producir teclerancia y dependencia fisica con su
consume crénico(10).

La diacetilmorfina (heroina) seguida de una administracién
intravencsa es rapidamente metabolizada a 6-
monoacetilmorfina(6-MAM) en sangre humano como resultado de la
hidrélisis enzimatica por colinesterasas Y luego esta
metabolizada a morfina. La presencia de 6-MAM en orina ha sido
propuesto como un marcador especifico de abuso de la
heroina(11). La 6-MAM es excretada en la forma no conjugada en
niveles de ng/mL en orina ijunto con la morfina el mayor

metabolito de la heroina(l12). La morfina tiene aproximadamente
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una potencia media analgésica de 1la heroina, teniendo
propiedades euforizantes semejantes asi como produce
dependencia(13). Las pruebas forenses para abuso de opiaceos
usualmente relacionan la deteccién y confirmacién de codeina
y/0 morfina en orina(l4). La razén codeina/morfina juega un
papel relevante en la identificacién a la exposicién de
opiaceos,bien sea a morfina si este coeficiente es < 0.5, bien
sea a codeina cuando esta fraccién es > 2. La morfina al ser
el mayor metabolito de ambas drogas de abuso heroina vy
codeina, su presencia en orina ha sido usado como indicador
de uso de opiaceos(15).
4.1.2 Importancia de detecciédn de opidceos en muestras
forenses

La heroina al ser metabolizada rapidamente por hidrélisis
a 6-MAM por las esterasas plasmaticas, se torna raramente
identificable en orinas forenses. No obstante se pueden
realizar determinaciones postmortem de 6-MAM utilizando la
técnica cromatografia de gases/espectrometria de masas(GC-MS),
siendo particularmente imprescindible en las investigaciones
forenses como andlisis confirmatoria de consumo de heroina en
casos implicados en muerte subita(l6). Infelizmente el abuso
de heroina no puede ser confirmado por la deteccién de solo
morfina en orina, debido a saberse que la morfina es también
excretada en orina después de ingestién de productos de
semillas de amapola(17,12). Por otra parte la toma de codeina
también conduce a la presencia de morfina en orina. Sin

embargo la evidencia 1inequivoca de abuso de heroina puede
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obtenerse a través de la deteccién en orina de la 6-MAM, la
cual no es encontrada en semillas de amapola y no es un
producto del metabolismo de la morfina o codeina(12).

La codeina es otro opiadceo prescrito de forma terapéutica
que hace parte de la composicién de Jarabes antitusigenos vy
puede ser detectado en analisis de orina, asi como debemos
recordar que el hallazgo de semillas de amapola usadas en la
preparacién de algunos tipos de pan contienen pequefias
cantidades de opiaceos, apesar de gque en estos casos las
cantidades de opiaceos excretadas en orina son bajas(10).

Una vez administrada la codeina esta es metabolizada a
morfina, siendo excretada en forma libre y conjugada con acido
glucurénico, pero la cantidad relativa es pequefia comparada a
la cantidad total de codeina excretada. De forma general en
todos los estudios donde se hace referencia a la excreciédn de
codeina en orina esta procede de una administracién oral de la
codeina, aunque la codeina puede también ser abusada por via

parenteral (14).

4.1.3 Metabolismo y Farmacocinética

La morfina es uno de los mds poderosos analgésicos para
controlar y aliviar el dolor severo. Es rapidamente absorvido
del tracto Gastrointestinal pero sufre una metabolizacidn
importante de primer paso al alcanzar el higado, siendo

posterior a esta su disponibilidad sistémica wvariando entre 15
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y 70% en media 40%. Es ampliamente metabolizada por
conjugacién con acido glucurédnico. La morfina-3-glucurénido
es el principal metabolito de la morfina encontrade en orina,
aproximadamente 50%. Cerca de 15% de la dosis de morfina

administrada puede ser encontrada en la orina de forma libre,

inalterada. Qtros metabolitos menores de morfina que pueden
identificarse son: morfina-6-glucurdédnido, morfina-3, 6-
diglucurénido, normorfina, normorfina-3-eter sulfato v

normorfina-6-glucurénido(tabla 1)(10).

Por otra parte la codeina puede producir metabolitos de
morfina (3-0-metilation). Estudios recientes han comprobado
que seguidas repetidas dosis de morfina los metabolitos
morfina 3 y 6-glucuronidos son observadas en plasma, siendo la
forma morfina-6-glucurénido de singular importancia  por
mostrar potente efecto analgésico, mucho mayor que la morfina,
en contrapartida el metabolito morfina-3-glucuronido siendo el
principal metabolite de la morfina es farmacclogicamente
inactivo.(figura 1)(10).

Los Opiaceos pueden ser administrados por via oral o
parenteral tras una administracién oral su absorcién es lenta
Yy su biodisponibilidad tiende a disminuir devide a sufrir
efecto del primer paso hepatico. La vida media de 1la morfina
varia en torno a las 2 hs, ya su metabolito activo la M6G algo
mas. Al atravesar la barrera hematoencefdlica los opiaceos
ejercen sus efectos a nivel de receptores opiodes (mu,

delta, kappa Yy sigma), estimulando centros bulbares vy
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vestibulares fundamentalmente entre otros, causando
alteraciones del estado animico vy analgesia. Los opidceos por
ser drogas de adiccién su actuacién como droga ilegal se
fundamenta en que produce euforia y sensacién de bienestar muy

relacionadas con el poder adictivo(1lik).

Morphine glucuronides

e o "I
0 Y 0 - neennones 0
‘ N-CH, ‘ N-CH, ‘ N-H
AcO 6-Monoacetyl HO Morphine HO Normorphine
morphine
)

pe e e
0 0 —— O
N-CH, ‘ -CH, ‘ N-H
A0 HO HO .

Codeine Norcodeine
Heroin (diacetyl morphine) {
Glucuronide conjugotes

Figura 1. Via metabélica de la morfina y drogas relacio-

nadas. Tomado de Braithwaite et al.(10)
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Figura 2. Estructura quimica de la morfina

Positional modification of morphine structure

Name 3 6 17 Other changes
Morphine —OH —OH —CH,

6-Monoacetyl morphine —OH —OCOCH, -—CH, —
Morphine-3-Glucuronide —O-Gluc —OH =~ ' —CH, —
Morphine-6-Glucuronide —OH —O-Gluc —CH, -_
Diamorphine (heroin) —OCOCH, —OCOCH; —CH, —_
Codeine —OCH, —OH —CH, —
Norcodeine —OCH, —OH —H —
Normorphine —OH —OH —H —
Dihydrocodeiné —OCH, —OH —CH, b
Dihydromorphine —OH —OH —CH, .
Hydromorphone —OH =0 —CH, .
Oxymorphone —OH =0 —CH, ot
Hydrocodone —OCH, =0 —CH, .
Oxycodone —OCH, =0 —CH, ot
Nalorphine —OH —OH —CH,CH=CH, —
Naloxone —OH =0 —CH,CH=CH, ot
Naltrexone —OH =0 ~CH,— o
Nalbuphine —OH — —OH —CH,—© ot
Pholcodine —0—CH,— CH,—N\_/O —OH —CH,

Buprenorphine —OH —OCH, —CH,— o

*Single instead of double bond between C7 and C8.

'OH at Cl4.

*Endoethene bridge between C6 and "('21'4; 1-hydroxy-1,2,2-trimethylpropy! substitution on C7.

tos relacionados. Tomado de

Ann.Clin.Biochem.1995,32.(10)

Tabla 1. Estructuras quimicas de la morfina y compues-
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4.1.4 HEROINA (DIACETILMORFINA)

La heroina es todavia usada como un analgésico y puede ser
adminiatrado oralmente o por wvia subcutanea o intravenosa.
Apesar de que el mavor efecto analgésico es potenciado devido
a su conversién a morfina, la heroina al ser mas lipofilica
impregna el cerebro mas rapidamente. Como resultado los
efectos euforizantes son mayores que los de la morfina, y por
esta razén la heroina es preferida por los adictos
particularmente por inyvecciones intravenosas. El mayor abuso
es relacionado a preparaciones ilicitas callejeras de drogas.

La heroina de 1la calle es conocida como golpe, baratiia
blanca, vy H es una c¢ruda mezcla diluida conteniendo una
cantidad de heroina, la cual tipicamente puede ser 30-50% pero
puede ser tan baja como el 5%. En la mayoria de los casos la
hercina ha sido prediluida(cortada) con una variedad de otros
materiales tales como, tiza, almidén, y acido citrico vy puede
ser adulterado desde su origen con drogas como fenobarbital,
quinina, v cloroquina. La heroina de 1la calle puede ser
tomada oralmente, por inyeccién intravenosa o por inhalacién
(snifada) de vapores. El1 abuso de la heroina es variable a
veces puede progresar de una simple dosis de 10mg a la
dependencia a severa cantidades por semana(10).

En relacién al metabolismo de la diacetilmorfina -el 80% de
una dosis de heroina es excretada en su mayor parte como

morfina conjugada con acido glucurénido y otra pequefia parte
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como morfina libre por procesos enzimadtico y quimicos, apenas
1% se excreta en la forma de 6-MAM devidoe a sufrir una
metabolizaciédn veloz a morfina(18,19), La morfina es ademas
metabolizada por conjugacién a morfina glucurénido y por
demetilacién a normorfina. La morfina v su conjugado de
morfina, la morfina-6-glucurénido y morfina-3-glucurénide son
los metabolitos primarios de la heroina encontrados en orina,
mas la heroina y 6-MAM estan presentes en un corto periédo de
tiempo después de la administracién de la droga(l9,1). En
condiciones normales cifras mayores al 90% de excrecién total
de morfina se metabolizan en 24 hs. después de la
administracién de morfina, pudiendo encontrarse trazas de
morfina dias después de la Ultima dosis, probablemente por
mecanismo de recirculacién enterchepatica, siendo en torno de
7-10% la morfina excretada a través de la bilis(21).

La morfina por su vez es conjugada con &cido glucurénido y
forma metabolitos activos y inactivos, siendo la M6G el
metabolito de mayor importancia y el de mayor potencia
farmacolégica, vya el metabolito M3G es la forma més abundante
en sangre y orina, pero es farmacologicamente inactiveo(20).

La estructura quimica de 1la heroina en relacién a la
morfina es mostrada en figura 1(10). In wvivo la heroina es
rapidamente diacetilada por las esterasas sanguineas para
originar la 6-MAM(moncacetilmorfina), la cual ademas es
hidrolizada por enzimas hepaticas a morfina. La morfina es
entonces el principal metabolito detectado en orina de los

usuarios de hercoina, lo cual hace dificil distinguir entre



Opiaceos 32

usuarios de morfina y hercina. La hercina de la calle puede
también contener acetilcodeina, la cual es metabolizada a
codeina. Cuando en muestras de orina contiene relativamente
baja cantidad de cocdeina y morfina, es posible diferenciar
entre ingesta de heroina, morfina o codeina utilizando
técnicas de rutina. La presencia de 6-MAM 1o cual puede
algunas veces ser encontrada en orina indica abuso de heroina.
La propia heroina es raramente encontrada en cualquier fluido
corporal(10).

El opio bruto o crudo(no procesado) es producido del zumo
coagulado de la amapola Papaver somniferum, 1la cual se forma
del latex expuesto a seco por algunas horas, adquiriendo una
coloracién viscosa marrédn. Los residuos de la capsula de
semillas constituyen la resina y rica fuente de alcaloides
opiaceos. Las 1resinas de plantas de diferentes regiones
geograficas son caracterizadas por diferentes proporciones de
alcaloides opiaceos(1,21). Toda la diacetilmorfina originada
del opio es preparada por la acetilacién de morfina, obtenido
del opio. El proceso de extraccidn y acetilacié4n comunmente
empleadas en la morfina resultan en la producciédn de un numero

de drogas opiaceas figura 3(1).
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Figura 3. Ejemplos de opiaceos encontrados en Opio.Toma-

do de COLE,D.M. (1)
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4£,1.5 CODEINA

La codeina estd lejos de ser un potente analgésico como la
heroina ¢ morfina y por esta razén no es una droga controlada.
Numerosas preparaciones contienen en sus propiedades pequefias
cantidades de codeina en combinacién con analgésicos tales
como el paracetamol o aspirina, pudiende ser obtenidos =sin
prescripciédn médica. Por esta razén se ha generalizado el
abuso de las preparaciones que contienen codeina por mal uso
de opiaceos. La codeina estA también presente en semillas de
amapola y es un contaminante de la heroina ilicita .

La codeina metabolizada en el higado fundamentalmente a 6-
codeina-glucurdénido, es eliminada del organismo humano en la
orina, siendo una pequefia fraccidén 10-15% de 1la dosis de
codeina demetilada a morfina, pudiendo encontrarse morfina
libre o conjugada en orina de un individuo tras administracién
de codeina(18). Por proceso de 3-0O-demetilacién la codeina

pasa a morfina, y a norcodeina por N-demetilacién, ver

figural(10). Mas del 80% de wuna dosis oral de codeina es
excretada en la orina, como droga libre(5-17%), codeina-
glucurédnido v conjugados sulfatos(32-64%), conjugados

norcodeina(10-21%) vy conjugados de morfina(5-13%). Pequefias
cantidades de morfina libre y norcodeina puede también ser
encontrados en la orina. Durante 1la temprana fase de
excrecién predominan conjugados de codeina, pero aumenta
seguido un periédo de 20-40hs conjugados de morfina,

favoreciendo la mayvor excrecién de estos productos. Existe
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una gran variabilidad interindividual en la conversién
metabdlica de codeina a morfina y la razén cambiante de
morfina a codeina durante la excreciédn, siendo que las
proporciones codeina-morfina encontradas en las
determinaciones analiticas wurinarias orientarian en relacién
al tipo de opiaceos al que el individuo a estado expuesto,
Una muestra de orina colectada 2-3 dias después de ingesta de
codeina puede aparecer conteniendo sélo morfina y esto puede

representar un problema de interpretacién(10).

4.1.6 DIHIDROCODEINA (DF118)

La dihidrocodeina es un producto que se encuentra entre
codeina y morfina en su potencia analgésica y su estructura en
relacién a morfina(tabla 1).

La droga esta disponible sbélo con prescripcién
facultativa, pero se puede encontrar en combinacién con otros
analgésicos como el paracetamol.

El metabolismo y excrecién de dihidrocodeina es mal
comprendido, pero la principal ruta es la conjugacién con
acido glucurdénico y sulfato con conversicnes variables por 3-
o-demetilacién a dihidromorfina y sus coniugados y N-
demetilacién a nordihidrocodeina(figura 4&). A diferencia de

la codeina la droga no es metabolizada a morfina(10).
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HO CH, CH,0
N-CH, N-CH, N-H
HO H HO

Dihydromorphine Dihydrocodeine Nor -dihydrocodeine
Glucuronide Glucuronide Glucuronide
conjugates conjugotes conjugates

Figura 4. Via metabélica de la dihidrocodeina.Tomado de

Braithwaite et al.(10)

4.1.7 OTRO3 OPIACEOS

Algunos opiaceos tales como hidromorfona, oximorfona,
hidrocodona, vy oxicodona no son usados clinicamente, son
usados como suministros 1ilicitos por drogodependientes, no

siendo facilmente disponibles.

4.1.8 ANTAGONISTAS OPIOIDES

Los antagonistas opioides tales como nalorfina, naloxona vy
nalbufina(tabla 1) tienen un pequefio potencial para abuso,
pero pueden ser administrados a pacientes en la profilaxis y
desintoxicacién de abuso de opiaceos. Estas drogas y sus

metabolitos deben por lo tanto estar presentes en muestras de
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sangre o orina de tales pacientes y pueden interferir en tests

destinados a detectar opiaceos(10).

4.1.9 FOLCODINA

La folcodina es un analogo de la morfina (tabla 1) wusado
en un namexro de preparaciones por sus propiedades
antitusigenas como supresién de la tos. Existe una venda
irrestricta vy no potencia abuso. Pacientes tomando estos
productos pueden dar resultados positivos para opiaceos en
algunos test inmunolégicos que se encuentran en orina. Devido
a este bajo aclaramiento renal las muestras pueden quedar
positivas a opiaceos, por 1o minimo una semana seguido de la

cesaclién de la dosis de folcodina(10).

4,1.10 FARMACOLOGIA

Los opiaceos actuan sobre receptores cerebrales
especificos localizados y distribuidos en el area Tegmental
Ventral, Sustancia negra mesencefdlica, hipotalamo, Nicleo
accumbens, Nucleo palido y BAmigdala fundamentalmente.

La morfina es un agonista especifico para los receptores
mu(m), y actuan también sobre receptores delta(d), kappa(k) vy
sigma, sitios implicados en 1la génesis de la adicecibn vy
mantenimiento de la propiedad adictégena. La activacién vy
estimulacién de receptores induce a un aumento de la

conductancia de potasio en la célula, inhibiendo la liberacién
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de neurotransmisores, siendo posiblemente este mecanismo el
responsable por la mayoria de los efectos producidos en la
administracién de opiaceos. En wvirtud de existir una malla
integradora ¢ red de receptores relacionados entre si ademas
de los anteriormente citadeos 1los receptores GABA, alfa-2
adrenérgicos vy M2 muscarinicos, los varios neurotransmisores
al compartir un mismo sistema de canales de potasio
justificaria las acciones analgésicas de los agonistas para
los receptores alfa-2 adrenérgicos.

A nivel de receptores mu los opiaceos causan inhibiciédn de
la adenilato ciclasa que conlleva a una disminuciédn de la
concentracién de BMPc y a la alteracidédn de 1la actividad de
diversas proteinas en la capacidad de transcripciédn de genes,
pudiendo generar disturbios en la transcripciédn de genes que
codifican péptidos opioides(endorfinas) ocasionando reducciédn
de la disponibilidad de estas endorfinas en las neuronas
alterando su funcionalidad. No obstante trads exposicién
crdénica de morfina ocurre una respuesta homeostéatica que se
caracteriza por alteraciones moleculares no cbservandose mas
disminucién del BAMPc, produciendose elevaciédn de los niveles
de Adenilato ciclasa con el consecuente surgimiento de
tolerancia para los efectos de la droga devido a
modificaciones estructurales en la plasticidad de los
receptores mu por desacoplamiento de proteinas G.

Los opiaceos al tener propiedades psicoestimulantes la
euforia que ocasiconan tras su consumo es debido a su actuacién

sobre el sistema de recompensa, la via dopaminérgica
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mesolimbica en el area Tegmental Ventral, produciendo
liberacién de dopamina en el Nacleo accumbens, donde existen
neuronas Gabaérgicas con receptores mu, en donde la
hiperpolarizacién de estas neuronas causa reduccién de la
liberacién de GABA sobre las neuronas dopaminérgicas,
contribuyende al incremento de la actividad de las células
dopaminérgicas.

El abuso repetitivo de administracién de opiaceos conduce
a tolerancia o sensibilizacién de 1los efectos sobre los
receptores opicides a nivel comportamental relacionados al
parecer con la activaciédn en el area Tegmental Ventral de las

neuronas dopaminérgicas(22).

4.1.11 METODOS DE DETECCION

Exiate una necesidad de loz laboratorios estar provistos
de métodes sensibles para la deteccidén de opiaceos y para la
identificacién v confirmacién de opiaceos. Es importante
diferenciar entre abuso de heroina, dihidrocodeina, y mal wuso
de farmacos, y el uso de codeina y folcodeina.

Una de las dificultades en la deteccién y confirmacién de
abuso de opiaceos es la similaridad estructural entre morfina
Y sus muchos congéneris (tabla 1).

Algunos opiaceos tales como heroina (diamorfina) Yy
morfina son sustancias controladas , y donde otras tales como
codeina son disponibles en forma diluida sin prescripcién.

La presencia de una sustancia parecida a oplaceos en orina
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de pacientes no es por lo tanto prueba suficiente de abuso de
hercina. Ademas opiaceos tales como heroina, morfina vy
codeina, dividen en comun las vias de metabolismo(figura 1).
La morfina puede ser detectada en orina seguido de la ingesta
de todas las 3 drogas. El hallazgo de 6-acetilmorfina en orina
es s6lo la inequivoca prueba de usc de heroina, pero la
presencia de elevadas concentraciones de morfina libre o
conjugada generalmente 1indica reciente wuso de heroina o
morfina. La presencia de bajas concentraciones de morfina en
muestras de orina es mucho mas dificil de interpretar,
particularmente cuando codeina es también detectada.

La deteccién de dehidrocodeina séla en orina es evidencia
de su uso. El usc médico ¢ wuso ilicito de otros menos bien
conocidos opiaceos o antagonistas de morfina causa ademas
dificultades para el laboratorio, particularmente si
relativamente los métodos de detecciédn utilizados no son
especificos.

Elegir la técnica de determinacién para abuso de opiaceos
es también influenciada poxr factores tales como disponibilidad
de personal experimentado, disponibilidad de capital -para

adquirir equipamientos y coste de reactivos.
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4,1.12 METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia en capa fina (TLC) es ampliamente usada
en procedimientos cromatograficos para deteccibdn de opiaceos.
Tales procedimientos basados en previa fase de extraccién
liquida ¢ s6élida de muestras de orina son usadas para detectar
comunmente oplaceos y algunos de sus metabolitos en
concentraciones por encima aproximadamente de 1 mg/mL (10).

En muchos métodos la orina es extraida a pH=8-9 sin
hidrélisis para optimizar 1la recuperacién de morfina sin
extracccidn de conjugados glucurdénides o sulfatos mas solubles
en agua. La no utilizacidén de la hidrélisis de las muestras
de orina disminuye la sensibilidad del procedimiento
particularmente para la deteccidédn de morfina, 1la cual esta
principalmente presente en orina unido al 3-glucurédénido.
Previa hidrélizia de muestras de orina puede ser transportado
por calor con acido fuerte o) por tratamiento con
betaglucuronidasa, siendo esta afiadida durante un tiempo
considerable para que se produzca la reaccidén de hidrédlisis
acida en caso de la primera ¢ hidrélisis enzimatica en caso de
la =segunda alternativa.La presencia de morfina sin hidrolizar
en muestras de orina estd generalmente asociado con reciente
usoe de hercoina, mientras que las muestras detectadas con
morfina seguida la hidrélisis indica menor posibilidad de
ingesta reciente. Un procedimiento alternativo es hidrolizar
36lo las muestras que eatan positivas en inmunoensayo.

Con la cromatografia de capa fina de alta eficacia(HPTLC)
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es una técnica mads refinada de la TLC, mas rapida v sensible.
Los extractos pueden ser aplicados c¢on un muestrador
automatizado Y las drogas acto seguido pueden ser

cuvantificadas por densitometria(10).

4.1.13 Cromatografia a Gas y Cromatografia a Gas-

Espectrometria de Masas (GC Y GC-MS)

La cromatografia a gas capilar séla o en combinacién con
espectrometria de masa, ha sido usada para indentificar
morfina vy sus congeneris en fluidos bicolégicos. En
laboratorio con experiencia de GC, es una técnica de confianza
para la confirmacién de opiaceos en muestras de orina
encontradas estas positivas para opiaceos por inmunoensayo.

La combinacién de GC con MS es una técnica particularmente

poderosa para la identificaciédn inequivoca de opiaceos. La
monitorizacién selectiva iénica(SIM) provee suficiente
sensibilidad para la confirmacidn de resultados de

inmunoensayos bajo umbrales de concentracién de 300 ug/L. En
particular si ha sido usado para la identificacién de 6 MAM en
orina con evidencia inambigua de ingesta de hercoina. Las
técnicas de derivatizacién tales como trimetilsililacién son
necesarias para producir compuestos con buenas propiedades
cromatograficas y caracteristicas de espectro de masa de
ionizacién de electrones. La desventaja de tales técnicas
son relativamente elevado costo de 1los equipamientos vy el

demorado tiempo de an&lisis(10).
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4.1.14 Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

En afios recientes se han descrito un largo numero de
técnicas de HPLC para determinacién cualitativa y cuantitativa
de opiaceos en fluidos biolégicos, generalmente con el uso de
deteccién electroquimica 1la cual es capaz de incrementar la
sensibilidad y selectividad. Sin embargo las técnicas de HPLC
son en la actualidad de pequefia utilidad en laboratorios de
rutina, tanto para determinacién preliminares (o] para
confirmacién de opiaceos en muestras de orina encontradas ser
positivas para opiaceos por inmunoensayo. Es quiza
decepcionante esta técnica en vista de la escasa habilidad en
resolver ambas formas de opiaceos la libre vy 1la conjugada.
La mayor desventaja de aplicacién de esta técnica es el
elevado costo vy el requerimiento de pericia para su operaciédn,

v el relativo demorado tiempo de anadlisis.

4,1.15 Técnicas Inmunolégicas de Andlisis de Opi&ceos

Los inmunoensayos para ambas analisis el cualitative vy
cuantitativo de opiaceos estan comercialmente disponibles y
son basadas en una de las 4 principales técnicas: 1- Técnica
de Inmuncensayoc Maltiple Enzimdtico(EMIT), 2-Inhibicién de
hemaglutinacién, 3- Inmunoensayo de Fluorescencia
Polarizada(FPIA), 4- RIA inmunoensayos. Difieren todas ellas
ampliamente en sensibilidad y reactividades cruzadas a morfina

y otros opiaceos (tabla 2).
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La sensibilidad de estos ensayos varia considerablemente.
En situaciones reales puede ser mas complejo devido a
diferente reactividad cruzada respecto a morfina-3-glucurénido
o otros opiaceos y sus metabolitos. Estos ensayos especificos
son ademas menos utiles como investigacién preliminar para uso
de opiaceos, Y son mas apropiados para estudios
farmacocinéticos de morfina o para el anadlisis cuantitativo de
morfina en muestras forenses.

En un estudio realizado en muestras de orina colectadas
dezpués de administraciédn conocida de deosis de heroina,
morfina vy codeina fueron testados inmunoensayos para opiaceos
de Abbott TDX, Roche BAbuscreen y Syva EMIT. Los resultados
cuantitativos fueron comparados con resultados con Gases
Masa(GC/MS). Los resultados estuvieron bien correlacionados
con gases masa sobre un amplio rango de concentracidn. Hubo
sustancial variabilidad en resultados de codeina por
inmunoensayo. Un inmunoensayo simple barate Dbasado en
inhibicién de hemaglutinacidén(HT) wusa viales sellados con
eritrocitos congelados a seco recubiertos con anticuerpos. El
test es cargado por reconstitucién del vial contenido con
agua, afiadiendo un pequefio volumen de muestra de orina y
observando la sedimentacién del patrén una hora mas tarde. El
test es bastante sensible para morfina, metabolitos de morfina
y otros opiaceos, tales como codeina, vy dihidrocodeina. Sin
embargo el procedimiento puede algunas veces fallar si las
instrucciones del manipulador del test no son seguidas

ezactamente. Han ocurrido también problemas con la calidad
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de ciertos lotes de reactivos y resultados ambos falsos
positivos y falsos negativos pueden obtenerse. Devido a esto
este sistema no goza de confianza vy no puede ser recomendado

como un procedimiento de investigacién para opiaceos.

Syva* Syva* Abbott*® PE! PE' Roche’ DPL! DPL!
Assay EMITd.a.u
opiate EMIT-st opiate ADx/TDx opiate PF1-20 PFI-20 Abuscreen Coat-a-Count  Coat-a-Count
opiate morphine morphine morphine morphine
(serum) (urine)
Technique EMIT EMIT FPIA FP1A FPIA RIA RIA RIA
Sample Urine Urine Urine Urige Urine Urine/blood  Serum Urine
Opiate cross-reactivity
Morphine 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Morphine-3- -
glucuronide 24%, 33% 47% 48% 0-001% 80% 0-04% 0-2%
Normorphine 0-5% —_ 4% -— -_ - 9-5% —_—
Codeine 104%, 100% 127% 217% 0-001% 110% . 0-06% 0-2%
Dihydrocodeine 93% - 48% 132% 0-001% —_ 0-05% —_
Qualitative cut-off
(xg/L morphine)! 300 500 200 10 000 1000 40 25 25

*Syva UK Ltd, Maidenhead, UK.

**Abbott Diagnostics Division UK Ltd, Maidenhead, UK.
'PE = Perkin-Elmer Ltd, High Wycombe, UK.

$Roche Diagnostics, Welwyn Garden City, UK.

'DPL, Llanberis, UK.

'Differentiation between ‘positive’ and ‘negative’ opiate.
EMIT = Enzyme-multiplied i y technique; FPIA = fluor polarization i y; RIA =radioi y.

Tabla 2. Relativa reactividad cruzada entre inmunoensa-

vos de opiaceos. Tomado de Braithwaite et al.(10)

La hidrélisis de muestras libera conjugados de morfina
previa extraccién que puede mejorar la realizacién de la
cromatografia en capa fina, pero sin embarge la  HPTLC
(cromatografia de capa fina de alta eficacia) podria ser mas
apropiada. De preferencia HPLC, GC capilar con deteccién

nitrégenoe fésforo o GC-MS. Las muestras positivas por



i

Qpriaceo 46

Ko

inmunoensavos pueden ser de forma mas potente confirmadas por

técnicas cromatograficas.

4.1.16 TIEMPOS DE DETECCION EN INMUNOENSAYOS

El tiempo de deteccién medic en general en las reacciones
cruzadas inmunoensayos TDX, Abuscreen y EMIT es de 15 a 44 hs
tienen nivel de umbral de 300 ug/L , después de la
administracién de heroina vy morfina y 33 - 54 hs después de

administracién de codeina(10).

4,1.17 Interpretaciédn de resultados en Inmunoensayos

El procedimiento recomendado para la deteccién preliminar
vy confirmacién de opiaceos en muestras de orina de drogas de
abuso requiere la aplicacién de 1o minimo dos diferentes
técnicas, para la deteccién preliminar en muestras de orina
se prefiere un ripido inmunoenszayo isotédpico de reacciédn
cruzada con todos los opidceos comunes(morfina, codeina, vy
dihidrocodeina) y sus metabolitos. Los dos ensayos mas
disponibles son el EMIT ensayo de opiaceos con umbral de 300
vg/L o el ensayo FPIA con umbral de 200 ug/L. La eleccién
entre estas dos técnicas dependeréd de la carga de trabaijo del
laboratorio vy la disponibilidad de eXistencia de
instrumentacién.

El procedimiento por el sistema Toxi-lab TLC tiene ventaja

de ser barato y puede usarse para la detecciédn de opiaceos.
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Sin embargo la sensibilidad es mas pobre que la técnica de
inmunoensayo. El uso de GC capilar séla o© combinada con
espectometria de masa es un procedimiento de confianza para
confirmacién de la presencia especifica de opiaceos(10).

Las pruebas en orina para opiaceos generalmente dependen
de la deteccién de morfina total y del hallazgo entre la suma
de la morfina libre(inalterada) vy la morfina conjugada. No
obstante el procedimiento no es especifico para la heroina,
poxrque la morfina puede estar presente como resultado de toma
de heroina, morfina, codeina o incluso poxr ingesta de semillas
de amapola. El legitimo uso de codeina puede usualmente ser
distinguido por la presencia de una elevada relacién o
cociente de codeina/morfina en orina, aungue puede ser algunas
veces limitado cuando solo la morfina es detectable después de
administracién de codeina(13). Por otra parte después de la
administracién de hercina o©o de la ingesta de semillas de
amapola, predominan los metabolitos de la morfina en la forma
libre vy conjugada, visto que la codeina esté presente en mucho
menos cantidad. Intentos se han realizado para determinar
cual tipo de opiaceo fue administrade basado en la abundancia
de morfina © codeina en orina, pero existen problemas en este
intenteo simplista de acercarse a una correcta interpretacién,
primerc porque la simple presencia de codeina en orina no
indica que la c¢odeina ha sido usada de forma abusiva, o sea
que no se puede asegurar gque haya ocurride abuso de la
codeina, porque puede haber sido introducida en el organismo

como contaminante de la heroina o por consumo de semillas de
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amapola. En segundo lugar la ingesta de codeina de forma oral
se metaboliza rapidamente a morfina(l4).

La diferenciacién o distincidén entre toma de hercina,
morfina, o ingesta de semillas de amapola requiere estrategias
adicionales entre las cuales podrian incluirse ensayos para un
marcador especifico para heroina la 6-MAM vy la evaluacién de
signos clinicos de abuso de opidceos. La codeina es detectada
frecuentemente en la orina de usuarios de heroina, pero su
presencia es facilmente atribuible a impurezas, siendo esto
demostrado claramente por (SIM) monitorizacién iénica
selectival(1l3). No obstante tres factores relevantes deben
llevarse en consideracién siempre que se interpreten
resultados de pruebas de opidceos: 1- la contaminacién de
heroina por codeina, 2- la presencia de morfina y codeina en
semillas de amapcla, y 3- la diferencia en las razones o
cocientes de las tasas de excrecién urinaria de
codeina/morfina. Las muestras de orina colectadas durante la
ultima fase de eliminacién de opiaceos conteniendo solo
morfina o una razén de morfina/codeina elevada, permitiran
asegurar que la presencia de morfina y la ausencia de codeina
puede no ser un valido indicador de administracién de morfina
¢ heroina, sino que puede sugerir que ocurrié6 administracién
de codeina. En estos casos la interpretacién de resultados
analiticos forenses de opidceos requieren una compreensiédn de
la cinética de eliminacién de ambas formas libre y conjugada
de los metabolitos de la droga, siendo imprescindible el

estudio de las varia rutas de administracidédn de la droga como
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4.2 CONSIDERACIONES ACTUALES SOBRE EL METABOLISMO DEL
CANNABIS

4.2.1 INTRODUCCION

El cannabis o cafiamc indico es una planta (Cannabis
sativa), que contiene muchos compuestos quimicos entre los que
se destaca el Delta-9-THC psicotrépico primario. La resina
del caffamo denominada hashis que se consume ordinariamente
fumada es mas enriquecida en este principio active(23), cuya
principal actividad farmacolégica 1o constituye el delta-9-
tetrahidrocannabinol, que es un compuesto inestable vy
considerado un precurscr del cannabinol (CBN)(1).

La planta del cafiamo fue utilizada secularmente por las
culturas orientales y diversas sociedades como una poderosa
sustancia psicoactiva alucinégena(22,24). El cannabis es un
vegetal que cresce de forma silvestre o por cultivos en zonas
tropicales y templadas. Es una planta diocica que cresce por
separade plantas macho y hembra(l), siendo responsables por
las propiedades psicoactivas del cannabis las flores y hoias
adjacentes de ambas plantas hembra y macho.

El principal componente psicoactive de la marihuana es
el delta-9-THC, no obstante este vegetal tiene més de 60
componentes denominados cannabinoides(18), siendo para la
mayoria de ellos desconocidos en el organismo sus efectos
fisiolégicos y no poseen propiedades psicoactivas. Se consume

preferiblemente fumandola a partir del preparo de las flores y



Cannabis 51

hojas secas de la planta Cannabis sativa, wvariando en
concentracién de principic activo segin la cepa entre 1 vy 14%
de THC. Otra variedad es el preparo de la resina segregada de
las hojas del Cannabis o a partir del hervido de la misma,
cuya potencia de principio activo oscila entre 10-20% de THC.
Otra modalidad de preparadoe es a partir de la destilacidn de
este vegetal en disolventes organicos, potenciando una mayor
concentracién de principio activo de THC entre 15 y

30%(25,26).

4,2.2 FARMACOLOGIA

Los efectos farmacolégicos del delta-9-THC wvarian con la
dosis, la via de administracién, la experiencia del usuario vy
la vulnerabilidad a los efectos psicoactivos dentro del marco
de esta adiccién. Los efectos derivan directamente de la
dosis suministrada variando en 1los casos mads severos de
intoxicacién por reaccién adversa a la droga desde una
reacciédn psicdética con toda una gama de transtornos del
intelecto, pasandce por una sensacion de euforia, relajacién,
somnolencia a moderadas alteraciones de la percepcién y de la
nocién del tiempo y el espaciol(2l). La intozicacién con
marihuana produce cambios en el humor, percepcién Y
motivacién,sin embargo los efectos buscados por la mayoria de
los wusuarios es la levitacién y sensacién de suavidad. Los
efectos varian con la dosis, siendo en el caso de la marihuana

fumada de una duracién de 2 horas. Durante este tiempo ocurre
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una disminucién de las funciones cognitivas, de la percepcién,
del aprendizaje y alteraciones en la memoria. También surgen
prejuicios sobre la coordinaciédn motora y el comportamiento de
forma transitoria, que persisten algunas horas con obvias
implicaciones en el rendimiento vy la calidad en la
productividad laboral muy particularmente en la operacién vy
manejo de vehiculos motores. Las alteraciones
comportamentales producidas por el consumo de la marihuana son
complejas, tales como vértigo, y aumento del apetite. Si bien
se han referido por parte de usuarios de esta droga aumento
del plazer sexual y de la perspicacia. Reacciones
desagradables pueden ocurrir tales como pédnico o alucinaciocones
hasta psicosis aguda, siendo referido un minimo de ansiedad en
un 60% de los usuarios de marihuana.

Estas reacciones comummente parecen ser con elevadas
dosis y relacionadas con el consumo oral de la hierva, que de
la marihuana fumada, debido a que el fumar la droga permite
una regulacién de las dosis de acuerdo a los efectos. No hay
evidencias convincentes que la marihuana pueda producir por
ultimo sindrome pseudoesquizofrénico. No obstante existen
numercsos informes clinicos que se inclinan hacia la marihuana
ser capaz de precipitar el surgimiento de la esquizofrenia en
personas predispuestas o con antecedentes de esta enfermedad.

Uso de los efectos mas controvertidos y contestados es
la produccién de un sindrome amotivacional. Este sindrome no
estad diagnosticado oficialmente, sin embargo ha sido descrito

en gente Jjoven quienes se abstienen de actividades sociales vy
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muestran poco interés escolar, por el trabajo u otras

actividades(27).

4.2.3 METABOLISMO Y FARMACOCINETICA

El delta-9-tetrahidrocannabinocl (THC), el principal
constituyente psicoactivo de la marihuana es rapidamente
transferido de los pulmones a la sangre durante el fumado de
la hierva. El metabolisme oxzidativo del THC produce un
metabolito activo el 11-hidroxi-delta-9-tetrahidrocannabinocl
(11-0H-THC) vy el metabolito 1inactiveo 11-nor-9-carboxi-delta-9-
tetrahidrocannabinol (THC-COOH). La caracterizaciédn de la fase
de absorcidn de los cannabinoles es importante porque
rapidamente penetra el THC en el sistema nervioso central
produciendo sus efectos psicoactivos, siendo los niveles del
11-OH-THC sustancialmente mas bajos que los del THC. Por otra
parte la formacién de metabolitos de THC se debe a la
hidrozilacién microsomial del THC que produce el 11-OH-THC vy
la oxidacién de este produce el metabolito inactivo (THC-COOH)
que se incrementa gradualmente y exceden los niveles del THC
después de fumar el cannabis. El curso de tiempo de deteccién
del THC-COOH es mucho mas large que el del analito activo.
Este tiempo extendido de deteccién de estos metabolitos se
debe a la lenta liberacién y subsecuente metabolismo del THC
de los tejidos almacenadores.

El mayor metabolito del delta-9-tetrahidrocannabinol

encontrado en orina es el 1l1-nor-delta-9-tetrahidrocannabinol
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(THC-COOH), el cual persiste en ambas formas libre y conijugada
con acido glucurénido. Se considera que la presencia de
concentraciones iguales o mayores de 15 ng/mL, determinadas en
analisis de espectrometria de masa en muestras de orina
indican positividad de uso de marihuana(21).

La marihuvana y otros productos del cannabis son usados
va sea fumado o ingerido, produciendo disturbios comportamen-
tales, perceptivos, afectivos y cognitivos en los usuarios. El
constituyente del cannabis, responsable por la mayoria de esta
respuesta psicoactiva es el delta-9-tetrahidrocannabinel o THC
cuya respuesta psicoactiva interfiere con efectos desfavora-
bles para realizar actividades complejias de destrezas de
coordinacién motora(28).

La via metabdélica del THC es meostrada en(figura 5), esta
rapida tranformacién de los cannabincides en una variedad de
metabolitos ocurre a nivel hepatico y concretamente por la
participacién en esta degradaciédn del citocromo P450(figura 6)
que produce en primer término la formacién de derivados
monohidroxilados que por su vez son metabolizados en derivados
polihidroxilados y sucesivamente en cetonas, aldehidos vy
acidos carboxilicos, entre los cuales el principal metabolito
determinado en plasma y orina es el 11-nor-THC-9-carboxilico
(21).

El sistema monooxigenasa citocromo P450 es una
familia de enzimas, siendo el mayor catalizador de reaccién de
biotransformacién de drogas. Es considerada una superfamilia

de enzimas catalizadoras con una amplia variedad de reacciones
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oxidativas y reductivas, que poseen actividad para un grupo

diverso de sustratos quimicos.

CONJUGADOS ¢— DHDROXI _______ 5 0 ALDEHIDO ————> ACIDO

Figura 5. Via Metabolica de los Cannabinoides. Tomado

de Monografia de Drogas de Abuso,ABBOTT(21).

Las enzimas citocromo P450 son proteinas que contienen
en sus membranas "heme", localizadas en el reticulo
endoplasmatico liso(REL) de numerosos tejidos. Estas
hemoproteinas estan en asociacién muy préxima con una segunda
proteina de membrana.., la NADPH-citocromo P450 reductasa en
una relacién de cerca de 10 moléculas de citocromo P450 por
una de reductasa. La interaccién entre el citocromo P450 y
proteinas reductasa es facilitada por la doble capa de lipidos
en la cual ellas estan colocadas. Las reacciones oxidativas
catalizadas por el sistema microsomial moncoxigenasa requiere
para su funcionamiento la citocromo P450 hemoproteina, NADPH-

citocromo P450 reductasa, NADPH y oxigeno molecular. -
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Las reacciones de sustratos xencobidéticos con la forma
oxidada(Fe3+) del citocromo P450 forma wun compleio enzima
sustrato. El citocromo P450 reductasa acepta un electrén del
NADFH el cual reduce el complejo citocromo P450-xenobiético
oxidado. El compleio reducido citocrome P450-sustrato(Fel+)
reacciona con oxigeno molecular y un segundo electré4n de NADPH
es donado a través de la reductasa flavoproteina para formar
una especie de ozxigeno activado. En el paso final un atomo de
oxigeno es liberado como H20 y el segundo atomo de oxigeno es
transferido al sustrato. Sobre liberado el sustrato oxidado,
la enzima citocromo P450 oxidado es regenerado. Las
biotransformaciones oxidativas catalizadas por citocromo P450
monooXxigenasas incluyen cadenas aromaticas y hidroxilacién,
dealquilacién, deaminacién, dehalogenacién vy desulfuracién.
Un nimero de reacciones reductivas también son catalizadas por
las enzimas citocromo P450 generalmente debaic de condiciones
de escasa tensién de oxigeno. La caracteristica comin
estructural de los diversos grupos de xenobidéticos oxidados
por las enzimas citocromo P450 es su elevada liposolubilidad

(tabla 1)(27).
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@ = drug @: cytochrome P450

Figura 6. Mecanismo de oxidacidén de drogas por Citocromo

P450. Tomado de Goodman e Gilman's(27).

La Dbiotransformacién de las drogas responde a las
caracteristicas lipofilicas de las drogas que promueven su
paso a través de las membranas biolégicas y subsecuentemente
acceden a los sitios de accién con la finalidad de impedir su
eliminacién del cuerpo. La excrecién 1renal de las formas
inalteradas juega solo un papel modesto en todo el proceso de
eliminacién. Los compuestos lipofilicos filtrados a través de
glomérulos son ampliamente reabsorbidoes a través de las
membranas tubulares. La biotransformacién de las drogas vy
otros xenobidticos en metabolitos mds hidrofilicos es por lo
tanto esencial para la terminacién de su actividad biolégica y
la eliminacién de estos compuestos del cuerpo. En general las
reacciones de Dbiotransformacién generan mas metabolitos

inactivos polares que son rapidamente excretados del cuerpo.



KN
KX

Cannabis

No obstante en algunos casos son generados metabolitos con
actividad biolégica potente o propiedades tdxicas.

Las reacciones de biotransformacién de droga son
clasificadas en dos fases I vy I1I. Las reacciones fase I de
biotransformacién generalmente resultan en la pérdida de
actividad farmacolégica, si bien existen casos en donde ocurre
aumento de actividad. Raramente el metabolismo ha sido
asociado con una actividad farmacoldgica alterada. Los
productos metabblicos de la fase I surgen fundamentalmente por
hidr6lisis o ligaciones con esteres, siendo excretados en
orina o entonces reaccionandce con compuestos endbgenos para

formar coniugados solubles en agua.(tabla 3)

Reacciones oxidativas Reaccidn Eiemplos
N-dealguilaciédn RNHCH3 ----- > RNH2 + CH20 codeina,morfina
0-dealquilacién ROCH3------ > ROH + CH20 codeina

. . ?H o] . .
deaminacién R?{mreR—?—CHrgﬂ_g_uh+NHz diazepan,anfetaminas

NH, NH,

Reacciones coniugacién

glucuronidacién morfina,diazepan
THC

Tabla 3. Reacciones de biotransformacién de drogas de abuso.

Mcdificado de BENET,Z.L. e cols.(27).
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Las reacciones fase II consisten en reacciones de
conjugacién con  ventaja de formar wunién covalente entre
grupos funcionales de compuestos parientes con acido
glucurédnido, sulfato, aminocacidos o acetato. Estos conjugados
de elevada polaridad son generalmente inactivos vy son
excretados rapidamente en orina y heces como es el caso de la
eliminacidén del THC(27).

El delta-9-THC al sufrir biotransformacidén por la accidn
de citocromo P450 en higado produce los derivados 11-hidroxi-
delta-9-THC vy este el delta-8-THC a partir del cual se origina
el 11-hidroxi-delta-8-THC. Estos originan otros metabolitos
mas polares y de menor actividad como el A&cido 1ll-nor-delta-9-
THC carboxilico, siendo este el metabolito méas abundante en
plasma vy orina con capacidad de conjugarse con acido
Zlucurdénido para su eliminacidédn en orina(18).

Una caracteristica farmacocinética de los cannabinoides
es su elevada solubilidad en lipidos y baja en agua, este
factor juega un papel muy importante en la metabolizacidén de
esta droga y en la persistencia de sus efectos psicoactivos
explicando en gran medida la elevada vida media de esta
sustancia devido a su retencidén en lipidos corporeos.

Al ser la via de administracién fumada la maés frecuente
de consumo del cannabis, los efectos de la droga van depender
de la velocidad del fumado, del volumen inhalado, asi como del
tiempo de retencién del humo inspirado en los pulmones. Se

stima que cerca del 20% de delta-9-THC este contenido en el
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humo inhalado del cannabis. Por otra parte el consumo oral
menos habitual transforma el delta-9-THC en 11-hidroxi-delta-
9-THC por la accién de los acido gastricos causando efectos
similares a los producidos en la modalidad fumada siende no
obstante de mayor intensidad y duracién.

Se estima que el mecanismo de accién sea por depresién
global del sistema nervioso central. Otra posibilidad es que
actuen sobre los receptores benzodiacepinicos o inclusive por
un mecanismo de receptores especificos(25).

En virtud de la elevada afinidad lipofilica del THC es
lento su retorno al plasma observandose una presencia de

concentraciones de THC mensurables en plasma vy orina muchas

horas y hasta wvarios dias después de la ultima
administracién de la droga a través de métodoes
inmunoquimicos cuya sensibilidad del test dependera
evidentemente del punto de corte que consideremos(21). En

nuestro estudio hemos empleado cut off de 25 ng/mL para el
método FPIA, de 50 ng/mL para el Cedia y de 50 ng/mL para el
KIM.

La wvida media de eliminacién del delta-9-THC es de
aproximadamente 30 hs, siendo la tasa de excrecién del 70% de
la dosis inicial en la primera semana Yy de aproximadamente un

65% de la dosis eliminada por via fecal(18).



Cannabis 61

4,2.4.- METODOS DE DETECCION

La deteccién de metabolitos de marihuana asi como de
otras drogas de abuso en fluidos biolégicos se ha extendido
notablemente por inmunoensayos(29). Sin embargo existen
dificultades en su detecciédn debido a su elevada
liposolubilidad vy consecuentemente baja concentracién en
fluidos orglnicos. Ademaés puede ocurrir problemas con la
estabilidad de esta sustancia en muestras de orina que puede
reducir sensiblemente las concentraciones del THC y sus
metabolitos en el transcurso del tiempo, que por su vez estd
intrinsicamente relacionado con 1la temperatura de conservacién
de 1la muestra, de la cantidad de muestra de orina y del tipo
de recipiente que acondiciona la muestra para que ocurra
oxidacién del carboxi-THC(21).

Fundamentalmente los analisis de laboratorio que
permiten detectar la presencia de cannabinoides en fluidos
biolégicos, tienen por objetivo confirmar en primer lugar el
consumc de marihuana(25). En una fase preliminar de estudio
de drogas de abuso en fluidos biolbégicos se aplican técnicas
de rastreo por inmunoensayo, en este estudio fueron utilizadas
la fluorescencia polarizada(FPIA), el inmunoanalisis por
interaccidén cinética de particulas(KIM) y el Cedia, cuyos
principios de accién estéan explicados en los apartados
correspondientes en material y métodos.

En relacién a métodos confirmatorios fueron usados

la cromatografia de gases-espectrometria de masas por ser
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entre los existentes en la actualidad el método de

confirmacién mas fiable(21).

4.,2.5.- INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacién de resultados por inmunoensayos se
presta a controversias, principalmente con relacidén a la
precisidn de los métodos, puntos de corte, selectividad vy
confiabilidad de resultados. Actualmente es una técnica
estimada y preferida en estas determinaciones de metabolitos
de drogas de abuso en primer lugar por 1la facilidad que
representa la automatizacién del proceso y en segundo lugar
por su elevado rendimiento de trabajo(29). Es imprescindible
que estos resultados se interpreten en funcién del historial
clinico del paciente y se considere la farmacocinética y el

metabolismo de la propia droga de abuso(18).
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4.3 CONSIDERACIONES ACTUALES SOBRE EL METABOLISMO DE LA
COCAINA

4.3,1. Introduccién

La cocaina es un stimulante del sistema nervioso

central (SNC), pero también actua como simpaticomimético vy
anestésico local(30), incrementando la presidn sanguinea, la
tasa cardiaca y la temperatura corporal. Dosis de 25 mg

producen -euforia dentro de 2 minutos por administracidn
intravenosa o entre 3-5 minutos cuande tomada intranasalmente.,
Una serie de manifestaciones pueden seguirse entre 20 vy 60
minutos después de la administracidn de cocaina entre ellas un
shock o estrépita sensaciédn de ansiedad, depresidn, fatiga vy
el deseo por mas cocalna, resultando en una accidn fuertemente
reforzadora en el adicto que culminard en repetidas dosis,
pudiendo alcanzar el consumo entre 1 a 4 gr de cocaina vy
estados de hebriedad cocainica que podran durar entre 1 y 24
hs(10,31).

La cocaina es el principal alcaloide extraida como pasta
cruda de las hojas de la Erythrozylon coca(21,32). La pasta
de cocaina es derivada de las hojas secas de coca, disueltas
en una solucién de querosene o© gasolina, bases alcalinas,
permanganato de potasio y acideo sulfirico. La pasta de
cocaina contiene cocaina, sulfato, otros alcaloides de coca

disolventes vy adulterantes. La sal formada de clorhidrato de
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cocaina es preparada de la pasta de coca mezclada con acido
clorhidrico vy es soluble en agua(30,33). La pasta de coca
recibe =su nombre vulgar de nieve, coca, etc. Es practica
frecuente convertir hidroclorato de cocaina a 1la base libre
antes de su comercializacién 1ilegal. La hoja de cocaina
contiene numerosos alcaloides de los cuales el mas ampliamente

conocido es la cocaina.( Figura 7)
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Figura 7. Estructuras de la cocaina y metabolitos. Toma-

do de COLE,M.D. (1)

La cocaina como base libre pueden ser extraidas de las
hojas de la planta en la forma de aceite viscoso. El
clorhidrato de cocaina o hidroclorato de cocaina liberada de
los iones ClH o sal, deja la cocaina alcaloide libre que puede
ser ailada por precipitacién con &cido clorhidrico de wuna

solucién orgédnica de la base libre. La sal hidroclorato de
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cocaina tiene aspecto de polvo blanco conocide como nieve,
cuando en solucidén acuosa es precipitado con bicarbonato
sédico constituyendo el conocido crack(1,30). El crack es 25
a 100% base 1libre de cocaina pura y no requiere otro
procesamiento quimico como el hidroclorato de cocaina, siendo
el crack de 1inmediato y completamente absorbido cuande fumado
con pipa de agua. Su bajo costo ha incrementado su
disponibilidad en el mundo particularmente en usuarios
adolescentes(33). El clorhidrato de cocaina se descompone con
el caloxr y ademds no puede ser fumado comparado con la base
libre, la cual es dos veces mas volatil. Es también de mayor
liposolubilidad y como resultado absorbida por via pulmonar
muy rapidamente.

El consumo de cocaina se ha incrementado particularmente
por la variedad y versatilidad en el medo de vias de
administracién. La cocaina snifada a partir del derivado de
la sal de cocaina, ¢ bien fuméda del derivado de la base son
formas de administracién gque eliminan la necesidad de
administracién endovenosa, esto hace que los efectos
producidos sean casi instantaneos analogos a la inyeccidn
intravenosa y es por esto probablemente que la practica del
abuso de la cocaina de esta forma cuenta con una rapida
extensién de la adiccién, asociado a la reduccién de la
contaminacién de enfemedades parenterales como la hepatitis C
y el contagio del SIDA en el intercambic y manipulacién de
jeringuillas(30,34,18).

El abuso de cocaina ha alcanzado elevadas proporciones
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cocaina

en U.S.A superando a la hercoina, compitiendo con las
anfetaminas., siendo actualmente las drogas estimulantes de
abuso favoritas, constituyendose el mayor problema de droga.
Hasta muy recientemente 1la cocaina usada en FEuropa fue
confinada a elevadas élites por los elevados precios, siendo
en la actualidad el principal blanco para la importacidn

ilezal(30).
4.3.2 FARMACOLOGIA

El alcaloide cocaina deriva del 4&cido Dbenzoico éster
benzoico del aminoalcohol ecgonina. Posee la estructura
quimica de una base azoada, similar a la atropina con efectos
farmacolégicos antagbdnicos(21).

La cocaina es directamente tézxica para el cuerpo vy
poderosamente tdxica al cerebro, estando las complicaciones
del uso de la cocaina en funcién de la xruta de administra-
cidén(35). Los efectos fisiolégicos dependen del modo de
distribucién de la droga en los érganos diana, de entre los
cuales el cerebro es el érgano mas afectado por 1la cocaina,
siendo decorrentes los efectos fisiolégicos directamente de la
interacciédn quimica entre la cocaina y receptores cerebra-
les(33). La accidén de la cocaina sobre la neurotransmisién
dopaminérgica es lo que condiciona la conducta reforzadora de
su uso. Las neuronas dopaminérgicas del area tegmental
ventral tienen la funcién de mediar las propiedades

reforzadoras de las drogas de abuso.
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Seguida a una administracién de cocaina por via
parenteral ocurre inhibicién de la recaptaciédn de catecolami-
nas y de serotonina(36), debido a un cambio conformacional del
receptor para dopamina en presencia de la cocaina, disminuyen-
do asi la afinidad por dopamina y en consecuencia reduciendose
con esto su recaptaciédn. El incremento de dopamina en el
espacio intersindptico vy la accién sostenida de la dopamina
desencadena los eventos neuroquimicos(22), que ocurren en esta
interaccién causando disturbios mentales y de comportamiento.

Lz base quimica del ciclo euforizante y del deseo de la
cocaina es denominada "Teoria de la reducciédn de la dopamina".
Al formarse circuitos neuronales en el cerebro a través de la
intercomunicacién y uniones sinapticas de millones de células
nerviosas, la participacién de neurotransmisores como la
epinefrina, norepinefrina y dopamina afectan el centro
cerebral del placer, siendo responsables por el elevado estado
de animo.

La cocaina actuaria evitando el acoplamiento de la
dopamina en los receptores dopaminérgicos presinapticos,
impidiendo su metabolizacién y degradacidédn por la monoaminco-
zidasa(MAO) en el terminal presindptico, siendo de esta forma
la dopamina responsable por permanecer estimulando el receptor
post-sindptico de las neuronas receptoras ubicadas en el
centro cerebral del placer o sistema de recompensa mesolim-
bico, ocurriendo wuna hipersensibilizacién de las células
receptoras a la dopamina en un esfuerzo de compensacién de su

deficit cuvando la dopamina desaparece de la sinapsis. Esta in-
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terferencia de la cocaina en el equilibrio neurotransmisor es
responsable por el sindrome de abstinencia que puede
traducirse como el intento del cuerpo para recuperar este
equilibrio, siendo producto de la reduccién neurotransmiso-
ra(30).

Se relaciona también a la cocalna con otros efectos
periféricos agudos descargados en el sistema nervioso simpati-
co como lo son estimulacidédn simpatica mediada por neurotrans-
misores norepinefrina y epinefrina en 6rganos como el corazédn
causando taguicardia, hipertensién. A nivel tegumental la
estimulacién simpatica determinard sudoresis profusa, por otra
parte causarad hiperpirexia y retenciones urinaria e intestinal
ademas de los efectos cerebrales caracteristicos que causa
como alucinaciones senscoriales, temblores, irritabilidad,con-
fusidén mental y convulsiones epileptiformes. Estos disturbios

siquicos con alteraciones de la percepcidédn subjetiva se
manifiestan mas a menudo en el consumidor crénico, que podra
acompafiarse de rinitis crdénica y de perfuraciones del tabique
nasal. Debido al efecto anorexigeno el cocaindémano sufre de
malnutricién que condiciona a una inmunodeficiencia y por lo
tanto es més susceptible al riesgo de infecciones(21). En
elevadas dosis de cocaina asi como en el abuso crédnico los
efectos en el SNC conllevan a 1la amnesia, delirio, estupor vy
coma. Estados de intoxicacién crénica pueden conllevar a
convulsiones sostenidas que detienen la respiracién e inducen
a arritmias cardiacas fatales, como taquiarritmias atrial vy

ventricular,las cuales son mas probables de llevar al éxito
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letal s8i existe predisposiciédn a problemas cardiacos. La
presién arterial puede elevarse severamente y producir subito
accidente vascular cerebral dependiendo de la susceptibilidad

del individuo(33,36,22).
4.3.3 METABOLISMO Y FARMACOCINKTICA

El metabolismoe de 1la cocaina ocurre por dos procesos
principales, siendo uno de los cuales enzimatico. El proceso
de hidrélisis enzimatico relaciona las colinesterasas plasma-
ticas y hepaticas y es cuantitativamente el m&s importante. El
metabolito producido por esta hidrélisis enzimdtica es la
ecgonina metil ester (EME). El otro proceso de metabolizacién
no enzimatico o quimico conduce a la produccién de benzoylec-

gonina(BZE)(37)(Figura 8).
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Figura 8. Metabolismo de la cocaina. Tomado de Braith-

walte etal.(10)
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La cocaina es hidrolisada espontaneamente en orina,
plasma y sangre a sus metabolitos. La benzoylecgonina resul-
tante de la metabolizaciédn de la cocaina constituye 40% de la
dosis administrada y puede ser detectada con precisién por
técnica de inmunoensayo superior a 2 dias después de su
administracién. La cocaina en forma inalterada se excreta en
1% del total de 1la dosis suministrada y puede ser detectado
por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) en
tan solo 24 hs(38). Entre 12 y 21% de la dosis de cocaina es
metabolizada a EME(39). Cerca del 80% de la dosis inicial de
cocaina es excretada en la forma de estos metabclitos
benzoylecgonina (BZE) vy ecgonina metil ester (EME). La vida
media plasmatica de la cocaina,BZE y EME son respectivamente
30 a 90 minutos, 7.5 hs vy 4 hs. 51 bien el hallazgo de la
cocaina y sus metabolitos en fluidos biolégicos no demuestra
accién psicética, su presencia en estos a menudoe suele
relacionarse a solo una exposicién previa de intoxicacién por
cocaina. Debe por tanto a este propésito utilizarse técnicas
de investigacién toxicolbdgica con la finalidad de cuantificar
la dreoga en fluidos biolégicos para correlacionarla con la
duracién de los efectos farmacocinéticos en 1los estudios de
los casos. En analisis forenses para la determinacién de co-
caina vy sus metabolitos en muestras biolégicas se utilizan vy
se recomiendan la técnica cromatografica a gas acoplada a la
deteccidén por espectrometria de masas. Otros detectores mas
sencillos que pueden utilizarse son el detector nitrégenc-fés-

foro vy ionizacién de llama. BAmbas técnicas requieren deriva-
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tizacidén de las moléculas, la cual se puede aplicar en técni-
cas automatizadas(1l).

En virtud de las susceptibilidades individuales, la vida
media de eliminacién de cocaina en plasma es cexrca de 50
minutos, con un rango de 16-90 minutos., Por wvia intranasal
tiene un tiempo medio de 75 minutos, por via intravenosa es de
54 minutos, y por via oral es de un promedico de 48 minutos.
Solo entre 1-9% de la cocaina aparece inalterada en orina, vy
esto es usualmente detectable solo en pocas horas. La exzcre-
cién de la cocaina depende del pH urinario, la exposicién a
cocaina se observa mejor analizando metabolitos urinarios(fi-
gura 7)., por otra parte parece ser que la cocaina aparece es-
table en cabello(10).

La mayor ruta de metabolismo de la cocaina envuelve la
hidrélisis de cada uno de sus dos grupos esteres. La
benzoylecgonina producida sobre pérdida del grupo metil
representa el mayor metabolito y puede ser encontrado en orina
entre 2-5 dias después de la administracién de la 0ltima dosis
siendo en los consumidores excesivos la posibilidad de
encontrarse este metabolitc hasta 10 dias seguido su ultimo
consumo(22).

Segun la forma de administracién de la cocaina tendremos
distintas caracteristicas farmacocinéticas(21), siendo su bio-
disponibilidad y consecuentemente de sus efectos en funcidn de
varios factores como la pureza de la cocaina, modalidad de
administraciédn, frecuencia de administracién, si esta es

combinada con otras drogas de abuso (efecto sinérgico), de la
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condicién fisica y mental del 1individuo consumidor vy por
nltimo del entorno social del usuario de cocaina que juega un
papel importante(30).

La cocaina blogquea los receptores de transporte de
dopamina incrementando la estimulacién dopaminérgica en sitios
criticos cerebrales, ademas bloquea la recaptacién de
norepinefrina vy serotonina por los receptores especificos de
estos neurotransmisores, produciendo el uso continuvado vy

erdonico de cocaina cambios en estos sistemas de neurotransmi-

iéon cerebral, causando interferencia en el metabolismo de

[&]

stos neurotransmisores como es la  reducciédn en la formacidn

el

el metabolito de la serotonina S-hidroxindel Acideo acético(5-

Q

HIAR)(27).

La metabolizacidn de cocaina a sus principales
metabolitos BZE vy EME es de 29-547% y 26-60% formadas
respectivamente por la hidrélisis quimica Yy Ppor la
participacién de esterasas plasmaticas y hepaticas. Las
enzimas plasmaticas tienen elevada afinidad por la cocaina,
por lo tanto la formacién de los dos metabolitos es similar,
salvo en usuarios con deficiencia de colinesterasas{10).
Todavia once metabolitos de cocaina pueden ser identificados
en orina incluyendo ecgonina, ecgonidina y norcocaina,
pudiendo también formarse metabolitos derivados de la
conjuncién con el alcohol etilico. El dunico metabolito
potencialmente activoe es norcocaina encontrado en pequefias
concentraciones (figura 8) entre 3-87 wug/L en orina,

permaneciendo mas de & horas después de una dosis intravenosa
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de 100 mg de cocaina. Sin embargo la ingestidén simultanea de
alcohol conlleva a transesterificacién de la cocaina a etil-
benzoylecgonina(coca-etileno), la cual potencia las acciones y
efectos en el SNC v tiene un largo tiempo de eliminacién. La
deteccidn de la presencia de coca-etileno en cabello puede
confirmar indirectamente ingestién de cocaina. El cocaetileno
es tozicologicamente importante porque simultaneamente al
usarse cocaina con etanol se prolonga la acciédn de la cocaina

y consecuentemente sus efectos hepatotdzicos.

4,3,4.- METODOS DE DETECCION

La c¢ocaina es termolabil, tendiendo a perder Aacido
benzoico para formar metil-ecgonidina. La hidrélisis de 1la
cocaina ocurre a pH 5.5 v su vida media en solucidén acuosa
disminuye prosresivamente, La cocaina es mas estable en
solucidén acuosa a pH 3-4, siendo estable a pH<4 por mads de 24
dias a 24°C, mientras la base es estable indefinidamente si
almacenada en metanol a -15°2C. Sin embargo dejando BZE en
metanol puede originarse su metabolito metilester. La BZE es
mas estable a pH 1.8 y en orina a pH 5-9 a 482C puede ser
estable por 200 dias. Muestras almacenadas a pH 9 pierden mas
de 50% entre 20-30 dias, especialmente si almacenada a

temperatura ambiente.

4,3.5.- Preparacién de la muestra

La cocaina es facilmente extraida de fluidos bioldégicos
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a pH neutro con cloroformo y a pH>8 por la mayoria de
disolventes. Condiciones excesivamente alcalinas pH»9 deben
evitarse para prevenir la hidrélisis de la cocaina. Es
debilmente extraida por disolventes lipofilicos. Las mezclas
de disolventes incluidos alcoholes de cadena corta por ejemplo
el diclorometano o cloroformo + etanol o propancl han provado

er los mas eficientes, cloroformo/propanol (9:1),

)]

cloroformo/etanol(4:1) o diclorometano/propancl(3:1). Se han
desarrcllado técnicas en fase =s6lida para extraccién de
cocaina y sus metabolitos por métodos con cartucho certify,
que han sido utilizados en la presente investigaciédn.

Los métodos cromatogrédficos a gas para deteccidn de
cocaina y sus metabolitos en orina requieren de un proceso
previo de derivatizacién de sus grupos carbozilo para meijorar
su cromatografia, estc confiere estabilidad vy volatilidad a
las moléculas vy proteccidén de sus grupos polares. Se utilizan

para derivatizar formas de metil ester, propil, isopropil,

butil, ciclohexzyl, silil, v pentaflucropropil esteres

4.3.6.- Cromatografia Ligquida de Alta Eficacia (HPLC)

La elevada solubilidad de 1la BZE ha hecho del HPLC un
buen método para su deteccién, sin necesidad de derivatizar.
Buencs limites de deteccién pueden ser alcanzados menores de
20 ug/L, siendo la preparacién de la muestra simple. Sin
embargoe puede ocurrir pérdida de Acido benzoico y formaciédn de

ecgonina metil ester y ecgonina, siendo que estos componentes
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tienen baja absorcién ultravieoleta (UV). Se han wutilizado
detectores electroquimicos con éxito para la determinacién de
estos metabolitos predominantemente con columnas C18 fase
reversa. Las fases mébiles son generalmente el metanol y el
acetonitrilo/acido buffer(pH 2-3) a menudo combinado con una

amina meodificada, cloreto de sodio o un par idénico.

4.3.7.- METODOS INMUNOLOGICOS

En relacién a los métodos inmunolégices 1la mayoria de
los inmuncensayos son designados para detectar BZE y son
relativamente especificos. Niveles urinariocs de BZE después
de dosis intravenosas de 1.5 mg/Kg de clorhidrato de cocaina
exceden 10 mg/L sobre las primeras 24 horas. Después de una
dosis de 20 mg de clorhidrato de cocaina en hombre adulteos, la
BZE es detectable en orina por EMIT a partir de un umbral de
300 uvg/L superior a 40 horas. Después de una dosis de
clorhidrato de cocaina de 1.5 mg/Keg tomado nasalmente, un
método mas sensible el RIA tiene una sensibilidad 25 ug/L,
detectando BZE en orina entre 72-144 horas, refiriendo
resultados positivos superiores a 10 dias por este método
después de uso de elevadas dosis de cocaina.,

La valoracién de las diferentes técnicas de
inmunoensayos, Abbott ADX, Roche Abuscreen, EMIT, tienen una
muy buena sensibilidad cuanto a evaluacién cuantitativa se
refiere en relacién a la técnica confirmativa GC-MS.

La incidencia de cocaina entre  muestras de

drogodependientes es del orden de 2-15%.



Cocaina 76

Para determinar qgque una muestra biolbgica es
negativa debe ser usado un inmunoensavo, debido a que la

cromatografia capa fina no es suficientemente sensible(10).

4.3.8.- TIEMPO DE DETECCION

El tiempo para el cual la cocaina vy sus metabolitos son
detectables en orina después de su administracidén es regido
por alsgunos factores. Estos incluyen el tamafio de la dosis,
el modo de administracién, volumen urinario vy bpH. el
metabolismo individual v el 1limite de deteccidédn del test del
procedimiento utilizado. La c¢ocaina puede ser detectado de 2-
4 hs después de una administracién de una dosis de 1.5 mg de
clorhidrato de cocaina/Keg peso por cromatografia en capa fina
con una deteccidédn limite de 500 wug/L. Analisis de cabello
permite monitorizar exposicidén a cocaina durante meses,.

Para la determinacién de cocaina vy benzovlecgonina(BZE)
en casos forenses los métodos analiticos deben tener wuna
elevada especificidad. La técnica por excelencia para
deteccidédn de cocaina y BZE en fluidos biolégicos es GC-MS,
pudiendo también emplearse otros detectores no c¢on la misma
especificidad que el masas pero de significativa resolucién
como son el GC/NPD y GC/FID (40).El1 GC-MS <con el sistema de
monitorizacién idénica(SIM) es el preferido para determinacién
de cocaina y sus metabolitos en sangre postmortem(40.19).En la
interpretacién de la toxicologia postmortem los patédlogos vy
toxicélogos hacen incapie acerca de 1la relacién entre las

concentraciones de analitos de drogas medidas en
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muestras de autopsias y las concentraciones existentes en el
momento de la muerte debido a que muchas drogas son
secuestradas en los tejidos en vida por la propiedad
lipofilica que poseen y son liberados en sangre en el
intervalo postmortem. Esto puede causar elevacidn dréstica de
concentraciones de droga en sangre postmortem procedentes de

algunos sitios viscerales(4l).
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4,4 ,CONSIDERACIONES ACTUALES SOBRE EL METABOLISMO DE LAS
ANFETAMINAS

4.4.1,- INTRODUCCION

La anfetamina vy metanfetamina son podercsos estimulantes
del sistema nervioso central(SNC),relacionados quimicamente vy
farmacologicamente con las catecolaminas. epinefrina Yy
norepinefrina(42). las cuales tienen también acciones sobre el
sistema nervioso periférico. Fue wutilizado hace algunos afios
como anorexigeno para el tratamiento de la obesidad(l). Su
pronunciado abuso potencial ha resultado en una dréastica
reduccidén en su uso médico. Dosis orales de 10-30 mg produce
elevacidén del humor. incrementa confiaza en 2si mismo v la
alerta con mejora de la forma fisica. El abuso crénico conduce
al desarrollo de la tolerancia tal que algunos adictos
consumen o se  inyectan 2000 mg diarios. Esto a menudo conduce
2 alucinaciones y psicogis bien como disforia vy depresibédn en
la abstinencia(10). Las anfetaminas producen estado de
alerta.de vigilia. incrementa la energia y la confianza en si
mismo, reduce el hambre y aumenta la sensacién de bienestar,
induce a psicosis con euforia vy alucinaciones, pudiendo en
determinadas circustancias de severa toxicidad conduzir a la
muerte,.la dosis letal suele estar alrededor de 20-25 mg/Kg de
peso corporal(2l). Las anfetaminas mds comunesgs son la d-
anfetamina. d-metanfetamina y d.l-anfetamina. Su indicacién y

utilizacidén en clinica estd limitada al tratamiento de la
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narcolepsia y desordenes del deficit de atencién. La
induccién a la tolerancia y dependencia psicolégica en
relacién con el consumo de elevadas dosis la destaca para su
abuso. La d-anfetamina es cuatro veces mas potente
estimulante del SNC que la d,l-anfetamina, teniende mucho
mayor potencial para el abuso. Las anfetaminas pueden tomarse
oralmente, intravenosa-mente, fumarse o inhalarse por via
nasal(43).

Son sustancias psicoestimulantes sintetizadas en
laboratorio denominadas drogas de disefio, muy utilizadas como
droga de diversién de grupos jovenes, sus principales efectos
son estimular el estado de alerta o vigilia y la euforia
ademds de producir rapidamente tolerancia. El consumo
progresivo y continuado puede evolucionar a un estado
psicdétice téxico con alucinaciones auditivas y visuales,
pudiendo producirse éxito letal por depresién del centro

respiratorio bulbar(1,22).

b.4.2,- METABOLISMO Y FARMACOCINETICA

Anfetamina y metanfetamina son derivados de
feniletilamina(1l)(figura 9), otros congéneris tales como
mefentermina, fentermina Yy dietipropion también tienen
similares propiedades anoréxicas y estimulantes , y son

ocasionalmente abusadas. Muchos otros complementos dietéticos
y medicamentos antialérgicos contienen efedrina,pseudoefedrina

o fenilpropanolamina. Anfetamina 1’4 metilanfetamina son
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facilmente sintetizados por laboratorios ilicitos y la base
libre 0 preparaciones fumables de metilanfetamina son
conocidas como cristal o gelo.

La MDMA(3,4-metilendioximetilanfetamina) o] éstasis|(
fig.9) es un derivado de anfetamina ilicita usualmente tomada
en dosis de 100-200 mg, la cual tiene actividad alucinégena.
La MDA(3,4.metilendioxietilanfetamina) tiene propiedades
similares. La MDMA es usada casi exclusivamente como droga de
recreacién, particularmente difundida en fiestas populares
donde la miusica pesada y rapida requiere componente de
esfuerzo fisico, combinado con los efectos farmacolégicos
potenciados por la droga, causando paralelamente una
exacerbacién hipertérmica corporal denominada  hipertermia
maligna acompafiada de un cuadro de severa desidratacién debido
a carencia de fluidos corporales. Pueden ocurrir reacciones
severas como convulsiones, rabdomiélisis y insuficiencia renal
aguda, incluso hasta la muerte en personas mds susceptibles

después del uso de MDMA(10).

NH [::I/\\E:Mc o]
: o)
2 NH2 NHMe

Amplictamine Mcthylamphetarine Methylenedioxyamphetamine Methylenedioxymethylamphetamine

Figura 9. Estructuras de anfetamina y derivados. Tomado

de COLE,D.M.(1).
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La via de administracién de la anfetamina es preferible-
mente oral, esta y la metilanfetamina son rapidamente
absorbidas en el intestino delgado completandose su absorcién
entre & y 6 hs, por su elevada 1lipofilidad atraviesan
rapidamente la barrera hematoencefalica(22,18). Poseen una
limitada unién a proteinas plasmaticas, por 1o que se
encuentran en muy bajas concentraciones plasmatica del orden
del 16%, con elevado volumen de distribucién(21), aparecen en
orina después de 20 minutos de su ingestién. Una pequefia
porciétn de la dosis de metilanfetamina es demetilada a
anfetamina y otra es convertida a P-

hidroximetilanfetamina(figura 10).
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Figura 10. Metabolismo de la Anfetamina. Tomado de

Braithwaite et al.(10).

La anfetamina es deaminada a fenil acetona, la cual es
oxidada a acido benzoico(figura 11), una pequefia porcién de

anfetamina es convertida a fenilpropanolamina.
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Figura 11. Metabolismo de la Anfetamina. Tomado de

Braithwaite et al.(10).

El pH de la orina tiene un profundo efecto sobre la
excrecidon urinaria de ambos compuestos. En pH normal de la
orina. acima del 43% de 1la dosis de metilanfetamina es
eliminado 1inalterada en 24 hs en orina con 4-7% como
anfetamina. Disminuyendo el pH de la orina alrededor de 5.0
incrementa estos valores a 76% vy 7% respectivamente. En pH
alcalino solo 2% de la dosis es metabolizada después de 24 hs
como metilanfetamina y menos del 0.1% como anfetamina(10).

El metabolismo de las anfetaminas ocurre en el higadoe de
dos formas. por deaminacién o por hidroxilacién del anillo
aromdtico de un lado de su cadena. Siendo la deaminacién la
mayor via metabdlica en seres humanos con el producto final el
dcido hipUrico que es conjugado con la glicina para su
posterior excrecién. La anfetamina es también excretada en la
orina de forma inalterada. mientras la metanfetamina es

parcialmente metabolizada a anfetamina. Las anfetaminas
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aparecen en orina dentro de tresz horas después de cualquier
forma de administracién y pueden ser detectadas por técnicas
de inmunoensayo de 24 a 48 hs después de la ultima dosis(5).
Cerca del 30% de la dosis ingerida es excretada en 24
hs en orina bajo condiciones de pH urinaric normal, pero en pH
dcidos aproxzimado a 5.0, cerca del 74% es eliminado en este
mismo periddo. este proceso es pH urinario dependiente debido
gue en orina alcalina la anfetamina se presenta en su forma no
ionizada.siendo reabsorbida en tubulos renales, va en orina
acida ocurre lo inverso. en cuyo caso la excrecidédn es mas
abundante v 1réapida(21). Por otra parte en orina con pH
alcalino se puede reducir su excrecién a 1%. lo cual ha sido
explotado por los abusadores de drogas. quienes toman amplias
cantidades de Dbicarbonato sbédico para prolongar los efectos
farmacolbzicos de las anfetaminas v al mismo tiempo reducir

las cantidades disvonibles para su deteccién en la orina(l).

a

La vida media plasmatica de las anfetaminas se altera en
funcién de la wvelocidad de excrecidén wurinaria. disminuyendo
cuando el pH urinario es &cido eliminandose cerca del 50% a
30% de la dosis administrada. y por el contrario persisten los
niveles plasmaticos elevados cuande la orina es alcalina(l8).

La anfetamina posee una estructura quimica muy similar a
las catecolaminas, debido a esta analogia estructural se
caracterizan por tener propiedades simpaticomiméticas actuando
sobre los receptores alfa y beta-adrenérgicos del sistema
nexrvioso central. Por otra parte la presencia de grupos metilo

en el ladeo alfa del nitrégeno de la cadena resulta en que le
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confiere a la molécula propiedades inhibitorias de la accién
de la enzima monocaminooxidasa, impidiendo la degradacidédn de

catecolaminas(33).

4.4,3.- MECANISMO DE ACCION

Las anfetaminas actuan en las vias de recompensa
cerebral (sistema mesolimbico), causando acentuada liberacién
de dopamina del terminal presinaptico., consecuentemente se
incrementa la actividad dopaminérgica en el sistema de
recompensa, prolongandose los efectos de este neurotransmisor
en el terminal sinaptico. debido a un aumento en la
concentracién de dopamina por bloqueo de la recaptacidn de

dopamina y noradrenalina(23,22).

4,4 .4 ,- METODOS DE DETECCION

La anfetamina y metilanfetamina son excretadas
sustancialmente inalteradas en orina y por 1lo tanto 1los
métodos de deteccidén son hacia 1los compuestos derivados de
estas(10). La metodologia utilizada para la deteccién de
anfetaminas en fluidos biolégicos a lo largo de la historia ha
sido a través de técnicas cromatograficas, fluorometria,
microcristalografia, métodos colorimétricos, procedimientos
espectrométricos ultravioleta, métodos de fluorescencia.
radioinmunoensayo vy enzimoinmunoensayo, siendo los métodos de

inmunoensayo en la actualidad los mas utilizados en
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laboratorios clinicos para investigacidén en orina humana, asi
como la cromatografia a gas, como técnica
confirmatoria(21.10).

Devido a los inmunoensayos proveer sé6lo un resultado
presuntivo, se torna imprescindible utilizar técnicas
analiticas alternativas especificas basgadas en un método
quimico distinto para obtener un  resultado analitico
confirmatorio, particularmente la cromatografia a gas-
espectrometria de masas (GC-MS) es el método confirmatorio de
eleccién(21l), va gue puede ocurrir reacciédn cruzada en el test
de inmunoensayo para anfetaminas con otras especies
farmacologicamente gimilares(43), Algunos ejemplos de
reaccidn cruzada en el test de inmuncensayo de anfetaminas
pueden ser c¢on la clorpromazina, ranitidina, clorogquina. N-
acetilprocainamida, fentermina, efedrina v

fenilpropanolamina(21).,

4.4.5.- METODOS CROMATOGRAFICOS

En relacién a la preparacién de muestras, las
anfetaminas al ser excretadas excelentemente en disolventes a
pH mayor de 10, permite un coeficiente de particién favorable
al uso de discolventes de baja polaridad, lo gue alcanza una
extraccién mads selectiva, el hexano., eter dietilico o eter di-
isopropil son todos alternativas convenientes al cloroformo.
Estas drogas son bastante volatiles y perdidas sustanciales
pueden ocurrir durante la evaporacién de extractos organicos.

En cromatografia en capa fina las anfetaminas deben sexr
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convertidas a una sal acido wvolatil menor con reactivos, como
acidos tartarico, fosférico vy hidrocléricos antes de evaporar
a sequedad de nitrdégeno. El &cido hidroclérico es preferido y
el exceso de acido es eliminado durante la fase de
evaporacidén. El eterdietilico es el discolvente de eleccidn
debido a3 su punto de temperatura de evaporacidédn. Si bien puede
practicarse wuna extraccién directa de anfetamina sin la
necesidad del disolvente para evaporacién en un pequefio

volumen (50 ul) de cloroformo de 2 mL de orina. Después de la

o

w

centrifugacidn una cantidad de la microexztraccibédn es inyectado
en el cromatdbzrafo a gas. El mismo principic ha sido wusado en
el método cromatografico a gas capilar. wusando el acetatobutil

como disclvente.

4.4.6,- CROMATOGRAFIA A GAS

Las aminas wvolatiles tales como las anfetaminas, son
ideales para adaptarse al an&lisis cromatografica a gas, pero
la eleccidén de 1la columna es fundamental. Muchos sistemas
disminuyen el rendimiento por picos asimétricos debido a la
absorcién sobre el material de soporte. Estos problemas pueden
ser vencidos con pretratamiento del soporte con hidréxido de
sodio o potasio para suprimir la ionizacién. Dos columnas la
Apiezon L con 10% de hidréxido de potasio vy la Carbowax 20M
con 5% de hidrézido potasicog han provadoe Ssu uso en
laboratorio de rutina. siendo que estas columnas pueden usarse
en cromatégrafos a gas con varios detectores. El incoveniente

de esta técnica es el surgimiento de colas en los picos, estas
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pueden ser eliminadas siendo las muestras con anfetaminas
primero acetiladas con &cido anhidrico. 1la derivatizacién de
anfetaminas se ha empleado en la cromatografia a gas vy se ha
incluido en el método la formacién de trimetilsilil.
tricloracetil. trifluorcacetil, heptafluorcbutiril. Yy
pventaflurobenzoyl derivados. Todos estos disponibles para
columnas SE-30. OV-1 v OV-17.

Las técnicas de derivatizaciéin con polifluorco cuando

ara electrédnica. incrementa

—

acorlade con deteccién de capt

marcadamente la sensibilidad d deteccién de anfetaminas en

D

orina v niveles tan bajos como 10 wug/L son facilmente

detectados. Métodos convencionales no derivatizado v con
deteccidn ionizacién de llama ha detectade limites del orden

de 100 usg/L. Sin embargc. estos procedimientos no son féciles
de estandarizar en pruebas de programas de rutina de drogas.

La columna carilar de silica fundida rermite con fuerza
v reproducibilidad hacer una deteccidédn podercsa. En el caso
del usc de detectores de ionizacién de llama v nitrégeno
fésfore no es necesario derivatizar. Para lotes de muestras
amplias un invector split/splitless puede usarse. permitiendo
el wuso de Jeringas cromatograficas convencionales con aguias

de acero. las cuales son muy robustas.

4.4.7.Cromatorrafia a Gas-Espectrometria de Masas(GC-MS)
El spectro de masa por lionizacién de electrones de
anfetamina no estd muy discriminada y es usual realizar formas

acetil o 1isotiocianato derivado previo al analisis. Los
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fragmentos 1iénicos relevantes con masa/carga (m/z) 91 y 86
para el &cido benzélico y 1isotiocianato, siendo el 1ion
molecular 177. Es posible diferenciar anfetamina,
metilanfetamina v otras 9 aminas incluyendo efedrina,
fenilpropanolamina. 3.4-metilendioxzimetilanfetamina vy
fentermina poxr cromatografia a gas y espectrometria de masa
con SIM(sistema de monitorizacién iénica) después de
derivatizar con anfdrido heptaflucrobutirico (HFBA) o k-
carbetoxihexzafluoroburiril cloridre (4-CB). Debido a la
disponibilidad de 1ionizaciédn oguimica en ciertos tipos de
hancos de espectrometro de masa. ha hecho posible diferenciar
anfetamina v sus drozas andlogas (metilendoximetilanfetamina)

mucho mas facilmente.

4.4,.8.- Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

El an&lisis de anfetamina con deteccién fluorescente vy
columna Cl8 en fase reversa fue referido en 1981.
Recientemente un amplio procedimiento de 1investigacién se ha
desarrollado usando una técnica de preconcentracién sobre una
precolumna envuelta con absorbentes hidrofébicos de cambio
catidénico en =serie. La identificacién de las drogas sin
derivatizar fueron por deteccién wultravioleta a 210 nm. Una
amplia cantidad de tipos de anfetaminas con vasto rango de
polaridad pueden ser detectados por este medio y el
procedimiento puede ser totalmente automatizado. Otros
trabajos se han concentrado sobre la detecciédn de la excreciédn

de productos hidroxilados de anfetaminas y metilanfetaminas.
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usando extraccidén en fase sé6lida y deteccidn electroquimica.
Los datos de retencidén por HPLC no son en media tan
precisos como los alcanzados por cromatografia a gas. Ademas
la técnica HPLC es menos selectiva que 1la GC. Por otra parte
al no excluir compuestos polares y no volatiles, como
consecuencia existe un potencial considerable para interferir
con compuestos extrafios especialmente cuando el detector no

selectivo ultravicleta es usado.

4.4.9,- METODOS INMUNOLOGICOS

El (RIA) radioinmunocensave para anfetaminas en orina ha
sido comercializado por Abuscreen. Roche diagnésticos. en el
cual el anticuerpro se lanza contra la d-anfetamina y tiene
elevado grado de especificidad. la reactividad cruzada
significativa viene a ser con p-hidrozianfetamina v p-
metoxianfetamina. unas drogas ilicitas alucinégenas. Si Dbien
que no muestra reaccidén con dietilpropion. las muestras de
orina de abusadores de drogas contienen metabolitos que pueden
causar reacciones cruzadas. La reactividad cruzada con
metilanfetamina es casi insignificante. pero resultados
pogitivos pueden algunas veces ser obtenidos en orina debido
a su conversidén parcial a anfetamina. No obstante los ensavos
no son un test de confianza para abuso de metilanfetamina, v

esto es un claro incoveniente.



Anfetaminas 20

4.4,.10.EMIT(Técnica de Inmunoensayo Mualtiple Enzimatico)

Los ensayos de deteccidn policlonal de anfetaminas
metilanfetaminas y otras drogas feniletilaminas, en particular
efedrina, pseudoefedrina y fenilpropanolamina, las cuales
estan presentes en descongestionantes, y al ser este ultimo un
metabolito de dietilpropion, el abuso de esta droga s también
detectado por el sistema EMIT.

El ensayo también exibe reactividad cruzada con MDMA vy
MDEA. pero con rendimientos de resultados positivos para
concentraciones grandes entre 5000-10000 ug/L. Syva ha
degarrollado un equipce de confirmacién para anfetaminas. el
cual elimina interferencias de efedrina y fenilpropanolamina,
pero no 7reacciones cruzadas de otras aminas. Un ensayo
monoclonal EMIT d.a.u contiene 2 anticuerpos es mas especifico
para d-anfetamina v d-metilanfetamina, y mis sensible respecto
a MDMA gque el equipo policlonal. El equipo moneoclonal sin
embarzc tiene reaccidn cruzada con aleun metabolito de la
fenotiazina vy por lco tanto podria dar resultados falso
positivos, particularmente cuando usado para investigar
psicosis 1inducidas por drogzas de abuso. Con el surgimiento
reciente del EMIT II ensayo monoclonal ha sido mas especifico
que el EMIT d.a.u monoclonal., mostrando reactividad cruzada
con benfetamina. benmetrazina y fentermina, bien como con 1-
efedrina v mefentermina perc solo en elevadas concentracicnes
superiocres a 200 ma/L. en suma la reactividad a d- vy 1-
anfetamina, d- y l-metilanfetamina., MDA.MDMA, y MDER.

Los ensayos no detectan clorpromazina, cloroquina, N-
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acetil-procainamida, 9gquinacrina, ranitidina, vy tiramina, las

cuales son detectadas por el sistema EMIT d.a.u monoclonal.

4.4.11.- FPIA (Inmunoensayc de Fluorescencia Polarizada)

En los equipos de test para diagnéstico de anfetaminas
usadas en analizadores inmuncensayo de fluorescencia
polarizada(FPIA), poseen anticuerpos que tienen igual
reactividad respecto de 1la anfetamina y metilanfetamina vy
tienen muy bhaja reactividad cruzada respecto efedrina vy
fenilpropanolamina, tanto como el anticuerpo de la anfetamina
del EMIT.

La ventaja de 1los ensayos monitorizados con drogas
terapéuticas es que 1los instrumentos son calibrados una vez al
mes probablemente permanecen estables por largos periédos. Un
analizador mas especializado como 1lo es el ADX tiene ventaia
de analizar lotes de més de un analito de diferentes test en
variedad de combinaciones en muestras en serie,. Esta
tecnologia ha permitido habilmente cuantificar con exactitud

concentraciones urinarias de drogas de abuso.

4.4.12.- REACTIVIDADES CRUZADAS DE INMUNOENSAYOS

La tabla 4 muestra una amplia idea del rango de
reactividad cruzada encontrada con alguno de los inmunoensayos
comerciales. Las muestras que dan resultados positives a
anfetaminas deben siempre ser reanalizadas por una técnica

cromatografica.
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4.4.13.- TIEMPO DE DETECCION

Después de una dosis de 10 mg de anfetaminas,
concentraciones de ambas anfetaminas y metilanfetaminas
alcanzan rango de 0.4 a 5 mg/L acima de las primeras 24 hs.
Cambios en pH urinario pueden induzir profundas flucﬁuaciones
en concentraciones de drogas tales que 1los ensayos menos
sensibles (TLC,RIA) pueden dar negativo Yy otras muestras
resultados positivos de un mismo individuo. En la practica
esto no es significativo porque los abusadores de anfetaminas
consumen elevadas dosis y en todos los ensayos estan descritos

la deteccién de anfetaminas por lo minimo durante 24 hs.

EMIT EMIT

FPIA d.a.u. d.a.u. EMIT
Drug RIA (TDx) polyclonal monoclonal It
d-Amphetamine 100 % 100 250 100
di-Amphetamine 50 100 100 100 67
d-Methylamphetamine 2-2 57 30 100 100
dl-Methylamphetamine — 57 —_ _ 53
Diethylpropion 0° 0 0° —_ 0-1
Ephedrine 0 0 30 2 0-7
Fenfluramine —_ 2 33 10 —
Mephentermine 0 6 75 10 10
Methylenedioxyamphetamine (MDA) 327 465 26 100 33
Methylenedioxymethamphetamine (MDMA) 0-6 84 2-8 33 17
Phenylethylamine 1 2 32 10 0-2
Phenmetrazine 0-1 0 30 21 17
Phentermine 1-7 6 5 333 50
Phenylpropanolamine 2 0 30 S 13 0-4
Pseudoephedrine 0 (1] 30 1 0-3

*Significant cross-reactivity with urinary metabolites . .
Rl:; Radioimmunoassay; FP1A = fluorescence polarization immunoassay; EMIT = enzyme multiplied immunoassay
technique.

Tabla 4. Relativas reactividades cruzadas de anfetaminas

en varios inmunoensayos. Tomado de Ann.Clin.Biochem.1995
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4.4.14 .- RECOMENDACIONES

En la tabla 5 observamos comparativamente datos por
sensibilidad de técnicas de deteccién de anfetaminas en orina,
velocidades v costo en equipos. Las anfetaminas son drogas
menos ampliamente abusadas que los opidceos, vy la mayoria de
los laboratorios clinicos quimicos refieren 1incidencias de
deteccidén de menos del 15% en muestras de drogas de abuso en
centros de tratamiento.

El buen censo recomienda aplicar un método de
inmunoensayo para investigar la elevada proporcién de muestras
negativas. Las muestras positivas por inmuncensayo pueden
entonces ser confirmadas por técnicas cromatograficas.

El sistema Syva EMIT d.a.u policlonal es recomendado
como investigacién preliminar por lo siguiente: - puede
detectar algunas drogas relacionadas con
anfetaminas(fentermina.mefentermina. efedrina) las cuales son
abusadas.- puede se adaptado para uso en equipo de analizador
clinico quimico yva existente. vy - los costos de reactivos son

mucho menores.

EMIT RIA FPIA
(d.a.u.)* (Roche) (TDx) TLC GC HPLC GC/MS
Sensitivity (ug/L) 300" 5 90 1000 300 500 5-10
Turnaround time
for one test 3 min 30 min S min 1h 20 min 20 min 1h
Test/8 h day 300 300 300 100 100 100 10
Equipment costs
(£) 25 000* 10 000 25 000? 1000 10 000 10 000 35000

*Syva EMIT d.a.u. polyclonal amphetamines kit.

'Manufacturer’s recommended threshold concentration.-

*Manufacturers of these systems often provide and maintain the equipment in return for a guaranteed rate of
reagent purchase.

EMIT = Enzyme multiplied immunoassay technique; RIA = radioimmunoassay; FPIA = fluorescence polarization
immunoassay; TLC =thin-layer chromatography; GC =gas chromatography; HPLC = high-performance liquid
chromatography; GC/MS = gas chromatography/mass spectrometry. '

Tabla 5. Comparacién de técnicas de deteccién de anfetaminas.

Tomado de Braithwaite v col.(10)
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Caracterizada el tipo de droga anfetaminica presente, el
cromatégrafo a gas es el método de eleccidédn preferible con el
uso de columna capilar vy detector nitrégeno fbésforo. Esta
técnica es mucho mas selectiva que el TLC y HPLC, puede ser
facilmente automatizada y el costo de manutencién es baijo.

La probabilidad de 1identificacidén correcta para los
tipos de drozas anfetaminicas es la combinacién de
inmuncensayo y cromatografia a gas, giendo completamente
suficiente vara situaciones «c¢linicas. Para casos médico
legales sin embargo. es esenclal técnica mads definitiva vy
especifica como lo es la cromatografia a gas - espectrometria

de masas(10}).
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4,5.- CONSIDERACIONES ACTUALES SOBRE EL METABOLISMO DE
LAS BENZODIACEPINAS

4,5,1.- INTRODUCCION

Las benzodiacepinas estéan entre los farmacos mas

comurmente prescritos en el mundo(27.18). Son utilizados

princivalmente para el tratamiento de desordenes de ansiedad v

insomnio. Considerando su extendido uso en prescripciones
médicas. el abuso intencional de benzodiacepinas es
relativamente raro(27). La molécula original protétipo de las

benzodiacepinas cléasicas es el clordiazepdxido sintetizada en
1961. vpertenecen a este grupo el flurazepan., oxazepan VY
lorazepan.

La facil v comoda administraciédn por via oral ha difundido
su  enorme consumo vy abuso. asl comoe por su  capacidad para
inducir euforia v sensacién de autocomplacencia. sobre todo si
combinada con alcohol(21.18). Las benzodiacepinas son
compuestos que fueron introducidos con la finalidad de
reemplazar los barbituricos vy Su uso es estrictamente
terapéutico como tranquilizantes. hipndéticos. anticonvulsivan-
tes y relajantes musculares(1l).

Cuando una benzodiacepina es tomada por mds de varias
semanas. ocurre una peguefia tolerancia Y no ocasiona
dificultad de detener la medicacién cuando existe la orden

médica de detener la administracién de esta droga. Sin

embargo transcurridos algunos meses de consumo la proporcidn
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de pacientes que desarrocllan tolerancia es elevada y al
reducir la dosis o detener la medicacién les produce sindrome
de abstinencia(tabla 6)(27). Puede ser dificil distinguir
sindrome de abstinencia de la reaparicidén de 1los sintomas de
ansiedad, que causd las benzodiacepinas al ser prescrita
inicialmente. Algzunos pacientes pueden aumentar su dosis
extraordinarias porque la tolerancia sin lugar a dudas
desarrolla efectos sedativos. La funcidén de la tolerancia es
mantener el bhalance homeostatico vpara que el funcionamiento
fisioldégico continue dentro del rango normal. a pesar de los
efectus de la droza como agente externo(33). Este mecanismo
de tolerancia es +traducido por la adaptacidén neurconal al
suministro crénico de la droga(22).

Muchos pacientes vy sus médicos. no obstante afirman que
lcs beneficios antiansioliticos continuan a ocurrir mucho
tiempo después de la tolerancia a los efectos sedantes.
Ademds estos pacientes continuan a tomar la medicacién por
afics de acuerdo a las orientaciones médicas sin aumentar su
dosis. El grado de tolerancia que se desarrolla a los efectos
ansgicoliticos de las henzodiacepinas es controvertido. El
intermintente uso de benzodiacepinas cuanto a sintomas retarda
el desarrcllo de tolerancia vy es por lo tanto preferible al
uso diario. Pacientes con antecedentes de abuso de alcohol o
otras drogas incrementan el riesgo para el desarrocllo de abuso
de benzodiacepinas v deben pocas veces ser tratadas con bhenzo-

diaceprinas(27).
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4.5.2.- FARMACOLOGIA

La estructura quimica de las benzodiacepinas estéa
constituida por la fusién de un nucleo bencénico con un anillo
diacepinico, son sustancias en general de caracter basico,
liposolubles(2,3), cuya accién se caracteriza por su efecto
selectivo en funcién de 1la lipofilidad sobre el sistema
nervicso central y por producir depresidén nerurolédgica.(figura

12)

Figura 12. Estructura general de una benzodiacepina

Tomado de COLE.M.D. (1)

La benzodiacepina es fundamentalmente un féarmaco hipnético
sedante(33). gue posee propiedades miorrelajantes, hipnéticas,
ansioliticas, tranquilizantes y anticonvulsivantes. Su
importancia estd en su capacidad de influir en el
comportamiento causando efectos de sedacidén, desinhibicién vy
hipnésis(18). Actuan inhibiendo la actividad cerebral en que
participa la neurotransmisién GABA, esta es considerada la

base molecular gue explica los efectos sedativos.
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anticonvulsivantes y relajantes de las benzodiacepinas(22).

El consumo en pequefias dosis de benzodiacepinas conlleva a
una reduccién de la actividad motora espontanea y de la
ideacidén. siendo esta por tanto una accidén terapéutica en el
control de la ansiedad. Por otra parte cuando se administra
dosis elevadas se produce depresidédn de los centros corticales=
superiores gue inhiben 1los nGcleos de la base encefalica. que
conlleva a la euforia vy a una alteracién en la capacidad de
juicio v pérdida de autocontrol 1llevando a un comportamiento
desinhibido(21). La sobre dosis puede conducir a la depresidn
de centros vitales que 1regulan reflejos cardiovasculares vy
respiratorios inclusive al coma.

El mecanismoe de accién de las Dbenzodiacepinas se
fundamenta en la existencia de los receptores para
benzodiacepinas en el cexrebro localizados fundamentalmente en
la corteza cerebral. hipocampo y amigdala vy en menor cantidad
en talamo vy tronco cerebral. Los receptores para
benzodiacepinas hacen parte de un complejo proteico llamado
GABA-A. que es un subtipo de receptor para el neurotransmisor
GABA. Las benzodiacepinas se ligan en un sitio especifico del
receptor GABA-A y en presencia de GABA potencian el efecto
fizioldésgico mediado por este neurotransmisor, El GABA
incrementa la permeabilidad de la membrana neuronal al ion
clorure lo que permite la entrada del ion (Cl) al interior de
la neurcna. eato produce un aumento del potencial negativo de
la membrana, 1o que conduce a la hiperpolarizacién de la

neurcna{22). Los efectos clinicos de las benzodiacepinas son
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consecuencia de la estimulacién de la inhibicién de los

receptores GABA mediada por el &acido c-amino butirico(18).

4.5.3.- METABOLISMO Y FARMACOCINETICA

Las henzodiacepinas como el clordiazepdzido, oxazepan,
alprazolan, son absorbidas lentamente después de una
administracidén oral. El diazepan sin embargo es rapidamente
absorbido alcanzando picos de concentracidén en plasma en cerca
de una hora en adultos. Sobre todo aquellas benzodiacepinas
de elevada livosolubilidad son absorbidas méds rapidamente(21),
con un rango gque varia entre 0.5 a 8 hs. para las diferentes
benzodiacepinas(18). Las benzodiacepinas alcanzan la circula-
cidn sistémica en la forma de su metabolito activo. la mayoria
de las benzodiacepinas v su metabolito activo estan unidas a
proteinas vlasmidticas cerca del 85 a 95% con un volumen de
distribuciébn alto. La extensa unién con proteinas esta
correlacionada fuertemente con la solubilidad lipidica de las
benzodiacepinas(33). El grado de liposolubilidad inversamente
proporcional determina la duracién de los efectos en virtud de
que las moléculas poco solubles manifiestan un menor
aclaramiento plamatico y volumen de distribucién, con una vida

media mas prolongada(21l). (tabla 6)
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Clomdaachéndo' A 10-100 6-27 [20] ?.50-7_500 Oxmpam. Dcmoxcpan
Clorazepato’ A 15-60 Ulra-Cona - Oxazepam
Diazepam' A 5-40 20-50 [35) 100-1500 Oxazepam, Temazepam
Halazepam' A 40-120 =35 20-150 Oxazepam
Ketazolam' A 15-60 =15 = - Oxazepam
Medazepam' A 10-40 Cona 100-1000 Oxazepam
Praz:pam A 10-60 Ultra-Corta - ' Oxazepam
[nordiazepam]’ 40-100 [50] 100-2000 ° Oxazepam
Flurazepam H 15-30 2-3 = Hidroxictilflurazepam
Quazepam A.H 15-30 2540 5-50 3-Hidroxiquazepam
Oxazepam A 15-60 411(8] 150-1500 "' Oxazepam
Temazepam A 10-60 8-38[15) 100-1000 Temazepam
Lorazepam A 1-8 9-25(13) 10-100 Lorazepam
Lormetazepam H 1-2 9-15[11) 2-30 Lormetazepam
Bromazepam A 39 - 10-25(12) 10-250 3-Hidroxi
3-Hidroxi-ABBP
Nitrazepam H 5-10 18-57 (28] 10-150 7-Acetamidonitrazepam
7-Aminonitrazepam
Flunitrazepam H 0.5-2 9-25{15) 5-50 7-Aminoflunitrazepam
Clonazepam AC 0,5-10 20-50 (30} 10-100 7-Animoclonazepam
7-Acetaminoclonazepam
Clobazam AC 2040 17-30 200-1000 4-Hidroxiclobazam
4-Hidroxidemetilclob.
Triazolam H 0,125-0,5 15-35[2.5] 5-15 Hidroximetiltriazolam
Alprazolam A 025-3 7-18111) 560 Hidroximetilalprazolam
+Andlogo benzofenoma
Midazolam H 5-30 1.54(2) 100-1000 Hidroximetilmidazolam
4-Hidroximidazolam
Estazolam A 1-8 8-30 20-500 4-Hidroxiestazolam
Brotizolam H 0,125-1 2-8(5] 5-20 1-Hidroximetilbrotizolam
4-Hidroxibrotizolam
Clortiazepam A 5 5-15 50-200 1-Hidroxieti}-Desalquil-
Clotiazepam
Loprazolam H 05-2 3-13(7 315 Loprazolam N-6xido
Nota:
VEl Nordiazepam es el principal metabolito de estos féemacos.
EIC‘ diazepéaido lambién cs metabolizado hacia Norclorodiazepdido y Dy ;
2A = Dosis ansioliti imada, H = Hipnética, AC = Anti Isi De todos modos, 1a mayoria de las benzodiazepinas se pueden utilizar

en més dc una mdncacnén
3Dosis aproximada.
“La mayor pante de los metabolitos s hallan presentes en la orina en forma de sulfato o glucuronato.

Tabla 6. Niveles plasméaticos, semivida y eliminacién de

las benzodiacepinas. Tomado de Monografia ABBOTT (21)
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Las benzodiacepinas inducen enzimas microsomales
hepaticas (18) (Figura 13), que metabolizan estas drogas por
oxidacién a metabolitos mas solubles en agua para su
eliminacién en orina(22).

La via metabélica puede ser por tres rutas la primera por
dealquilacién que origina la formacién de metabolitos
farmacologicamente activos como el nordiazepan a partir del
diazepan con una larga duracién de los efectos. El segundo
mecanismo metabélico es la hidroxilacién cuya reaccién forma
metabolitos con accién intermedia como el oxazepan a partir
del nordiazepan y un tercer proceso es la conjugacién con el
acido glucurénico que permite una rdpida eliminacién via renal
o biliar en funcién de 1la hidrosolubilidad del coniugado

glucurénico(21).

Duazepam (L) Tnazoam (5)
Clordiazepoxido (1) Cloracepato () Aprazolam (1)
Prazepam (5) Flurazepam (S) Midazolam (5)
Desmetikiordazeptdo (1) Halazepam (5) l
N-hdroxetsl flurazepam (S) Alfahdroxtnazolam (S)
l | Alprazolam (5)
l Midazolam (S)
l Demonepam (L) N © N-desalguithrazepam (L) J
COMPUESTOS N-DESALQURADOS l l
COMPUESTOS JHHDROXRADOS
[ Temazepam () =" Oratepam (1) 3-hdroxedenvado Lorazepam (1) I

I GLUCURONIDACION l

(1) Ve meds Legs
m Mesw
5} Cora

Figura 13. Metabolismo de las benzodiacepinas. Tomado de

GONZALEZ,G.R. (18)
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4.5.4.- METODOS DE DETECCION

En virtud de la amplia metabolizacién gue experimentan las
benzodiaceprinas y consecuentemente formacién de compuestos
intermediarios que pueden interferir en su deteccidn es que

sursen los principales problemas analiticos.

4.5.5.- Métodos Inmunoquimicos

El método analitico inmunogquimico tiene la ventaja de
permitir determinar una amplia sama de compuestoz en plasma v
en orina de forma rapida vy segura. Entre los métodos
analiticos mas utilizados esta el Inmunocensayo de
Fluorescencia Polarizada (FPIA) cuya aplicacidén se destina
fundamentalmente a mueatras de orina. si bien que ze aprecia
m buen rendimiento en muestras de plasma. Por otra vparte
estd el EMIT (Técnica de Inmuncandlisis de multiplicacién
enzimatica) que se fundamenta en la lectura de 1la densidad

Sptica.

4.5.6.- Método Cromatografico a Gas

La Cromatografia a Gas se utiliza actualmente como método
de deteccién singular por su excelente especificidad y elevada
sensibilidad con respecto a los métodos inmunoquimicos(21).
Suele wutilizarse 1la Cromatografia a Gas-Espectrometria de
Masas (GC-MS) con la finalidad expresa de obtener la
confirmacién de los resultados de agquellas muestras que han

tenido resultado positivo en el analisis presuntivo o
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preliminar por inmuncanadlisis(18).

Debido a los niveles de estas drogas ser muy reducidos en
orina v otros fluidos bioldégicos el método por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) no es suficientemente
sensible para validar los datos cuantitativos obtenidos por

esa técnica por lo tanto no es recomendable(21).

4.5.7.- INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacién de los 1resultados obtenidos de un
analisis de drogas de abuso como las benzodiacepinas en
miestras de orina. estd en funcién de las técnicas de
laboratorio aplicadas en virtud de la sensibilidad Y
especificidad de «cada una de ellas. asi como del punto de
corte de las mismas. ademids otra variable a considerar es la
dosis terapéutica a gue este sometido el paciente. Es por
esta razdédn gue debe tenerse el mayor cuidado de correlacionar
los resultados obtenidos con la historia clinica del
paciente(18).

Es de extrema utilidad la préctica de andlisis de drogas
de abuso "in situ" con procedimientos rapidos de inmunoensayo
en muestras de orina. con la finalidad de detectar
preliminarmente y de forma presuntiva los positivos a drogas
de abuso para luego pasar a confirmacién de las mismas por

Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas.
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5.- MATERIAL Y METODOS

5.1.- POBLACION
Nuestra investigacién se desgarrolld sobhre muestras
voluntarias v anénimas de dos poblaciones.la labhoral de nuevo

ingresc, la voblacién de trabajadores de plantilla(ambas del

ctor transportes de Madrid) con 627 v 5000 muestras de

[ds]
44
wm

orina TESD

[41]

ctivamente Y se dizefid un protocolo en
reconocimientos laborales rpara perfilar los pogitivos por
trés técnicas de screening de caracter presuntivo y posterior
confirmacién de los positivos por GC-MS. también fueron
analizada unas muestras de 111 pacientes trabajadores dados
de bhaia de wuna clinica de rehabilitacién ambulatorial en

Madrid.

5.2.- APARATOS Y MATERIAL

- Cromatégrafo a Gas modelo 5890 con espectrémetro de masa
- Sistema ADX

- Sistema CEDIA D.A.U.

- Sistema COBAX Roche

- Balanza Analitica

- Bomba VAC ELUT SPS 24

- Sistema de fluio de nitrézeno

- Vidraria: vasos graduados . - tubos de ensavyo
- matrazes ., - viales
- pipetas graduadas

- dosificadores de reactivos
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- microviales
- tubos de ensavo

- microjeringas de 10 ul

5.3.- REACTIVO3 Y DISOLUCIONES

- Beta-glucuronidasa

- KOH 10M

- Tampén acetatoe sédico pH 6.5 0.1M con 5% metancol
- Tampdn fosfato pH 7 0.1M

- Tampdn acetato sbdico pH 4 0,1M

- Metanol

- Azua destilada

- HC1 0.1M

- Metanol:agua al 50%

- Hexano:acetato de etilo 75:25 al 1% de &cido acético
- Tolueno

- BSFTA bis (trimetilsil)-trifluorocacetamida para GC

- Cloroformo:isopropancl 80:20 al 2% de amoniaco

- Cloroformo

- PFPA anhidrido pentafluoro propiénico

- Hexafluoro propanol
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5.4.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Fueron tomadas muestras de orina de las poblaciones
supracitadas de forma voluntaria v andénimas. con previo
consentimiento v através de cadena de custodia. siendo

analizadas en estas la presencia de 5 dromas v sus princirvales

metabolitos a seguir: oviaceos(morfina. codeina. 6-
monoacetilmorfina (6-MAM) . cannabis(delta-9
tetrahidrocannabinel). cocainalbenzovlecgonina. ecgonina-

metilester). anfetaminas vy benzodiazepinas. Fueron utilizados
como  estandares internos el levalorfano vpara ovpidceos v
cocaina. v el ketoprofeno para el cannabis(THC).

Utilizamos wun an&lisis preliminar semicuantitativo de
reactivos para la deteccidn de los metabolitos de la drogas en
orina atraveés del sistema ADX linea Abbot Divisidn
Diagndéstica(Alemania). enzayo ADX metabolito especifico.
utilizando la técnica FPIA(Inmunoenszavo de fluorescencia
polarizada). el cual permite detectar la presencia del
metabolito por interaccidén molecular con sus respectivos
anticuervos marcados con fluoresceina.

Fue wutilizado también el aparato COBAX Roche analisis
semicuantitativo para deteccién de 1los metabolitos de las
drogas de abuso en orina. cuyo principrio consiste en una
interaccién molecular basado en la cinética de microparticulas
en =2o0lucidén(KIM). que se procesa por modificacionez en la
tranamitancia de la energia luminosa(turbimetria).

O0tro instrumento empleado en la deteccién de drogas de
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abusoc es el enzimoinmunoensayo CEDIA para anadlisis
cualitativo v semicuantitativoe cuyoe principio del ensayo
consiste en interacciones anticuerpo monoclonales especificos

las moléculas de los metabolitos, siendo de elevada

i

ar

a

especifificidad v sensibilidad.
Apartir de determinadcos umbrales o© puntos de cortel(cut
off) establecidos previamente por el fabricante, por un lado

nos informa en caracter cualitativo preliminar si el test

i=i
-

[01]

positivo 0 negativo y por otra parte permite cuantificar la
concentracidén de metabolito encontrado en orina.
Aocto seguldo las muestras de orina con resultados

positivos en el test preliminar por inmanoensayoe son  pasadas

Q

por una técnica més especifica y selectiva. la cromatografia

Eas  oon deteccidébn por espectrometria de masa para su

respectiva confirmacién. Utilizamos la cromatografia a gas con

Iy
o
a1

detector de masa(GC/MS) para la confirmacidén definitiva d
presencia de los metabolitos de las drogas de abuso en orina
por ser una técnica analitica fisica separacidn de analitos

de
de una mezcla de elevadisima sensibilidad y especificidad.



Material v Métodos 109

5.5.- PROCESBMIENTO DE LAS MUESTRAS

Un tratamiento previc de la muestra es necesario antes de
pasarla por el cromatédégrafo, debido a que el metabolito de las
drogas como los opidceos y el cannabis son excretados via
urinaria en forma conjugada con acido glucurdnico en su mayoxr
parte. Ya eato no ocurre con la cocaina vy sus metabolitos,

31 bien. ez neceszsario someter la muestra de orina a un
proceso de preparacidén que consiste en varias etapas que =e
describen a sesguir.

12) hidrélisis de la muestra en el caso de los opiaceos
que son drogas bésicas utilizando la beta-glucuronidasa(300ul)
enzima especifica para romper los enlaces ester formados entre
el metabolito v el acido glucurdnico. se incuba la muestra de

2-24hs a2 372C. en esta etapa colocamos el patrdn interno
levalorfano y un tampédn fosfato ph 7.

Ya en el caso del cannabis gque es una droga acida la
hidrélisis se procesa con potésa. afiadiendo 300ul KOH 10M.
afladimos también en esta etapa el patrén interno
ketoproferio(5ul) y el respective tampédén acetato sbédico pH7.

Utilizamos en la etapa de extraccién del metabolito de la
orina una columna ELUT CERTIFY I en el caso de los opidcecs vy
cocaina. vya la c¢olumna ELUT CERTIFY II es utilizada para
extraer los metabolitos del cannabis. El relleno de estas
columnas es de gel de silica c¢on propiedades quimicas que
facilitan interacciones moleculares del tipo hidrofébicas vy

electrostéaticas con los metabolitos de las drogas de abuso
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anteriormente citadas encontrados en orina.

Se procede al acondicionamiento de la columna con
disolventea con adecuadas polaridades en el cazo de los
opidceos se utiliza metanol vy agua, para la cocaina vy 3sus
metabolitos utilizamos metancol vy tampédn fosfato pH 6-7 0.1M v
en el caso del cannabis metanol vy tampédn acetato sdédico pH 6.5
0.1M.

Se paza la muestra por la respectiva columna lentamente
conectada a una bomba al wvacio VAC ELUT SPS 24. Acto seguido
se procede a lavar la columna con disolventes con polaridades
capazes de eliminar las sustancias no deseables gque havan
quedado retenidas en la ccolumna junto con el metabolito. pexo
que no remuevan en esta etara el metabolito retenido. Para
opiaceos usamos agua. tampén acetato sédice vy metanol. en el
caso de cocaina lavamos con agua. HCL 0.1M vy metanol. para el
cannabis utilizamos metanol y acetato de etilo.

Enseguida se procede a la elucidn de los metabolitos de la
columna. através de la utilizacién de dizolventes con
polaridad capaz de remover de la colunna 1los metabolitos.
siendo recozidos en wun tubo de ensavo. En el caso de los
opidceos y cocaina utilizamos cloroformo:isopropancl 80:20 al
2% de amoniaco. va para el cannabis eluimos con hexano:acetato
de etilo 75:25 al 1% de &cido acético.

Se prosigue con la evaporaciédn en corriente de nitrédsenc
de toda la muestra eluida. se 1reconstituye con 250ul de
cloroformo en el caso de oplaceos vy cocaina. vy con 250ul de

tolueno en el cannabisz.Se pasa a vial v se wuelve a evaporar
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en corriente de nitrégeno.

Posteriormente se derivatiza con 100ulL de anhidrido penta
fluoro propiénico y 50ul. de hezxafluro propancl en el caso de
opiacecos y cocaina, para el cannabis se emplea 50ul de
Bis(trimetilsil)-trifluorcacetamida para cromatografia a gas y

Sul de clorotrimetilsilosano. Esta etapa de derivatizacidédn es

a

fundamental va que propicia condiciones de volatilizacidn

los nalitoz en la maestra propiedad indizpensable para el

gl

i

andlisis por cromatografia, asi como protege sus grupos
polares. Acto seguido se calienta la muestra derivatizada a
702C durante 30 minutos para opiacecs v cocaina., en el caso
del cannabis a 9202C durante 15 minutos después de temperar se
pasa a microvial v se pincha en el Cromatografo a Gas-
Ezpectrémetro de Masas(GC/MS) en el caso del cannabis. Ya para
los  opiaceos y cocalina debemcs dezpués de temperar
reconstituir con 100ul. de acetato de etilo. se pasa a
microvial vy se pincha en el GC/MS.

El estudio analiticoe cuenta con un sistema integrado

tn

cromatéegrafo a gas con detector espectrémetro de masas modelo
5890. acoplado a un ordenador Hewlett Packard 386. a través de
un programa gque posee una hase de datos con las informaciones
de los distintos métodos empleados en el andlisis de drogas de
abuso y con sus respectiva libreria con los espectros de masa
para analisis comparativos. que permite la identificacién de
la sustancia analizada una vez esta haber sido descompuesta en
sus iones moleculares por el bombardeo de electrones del

masas. como una huella guimica del compuesto. Finalmente el
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ordenador estéd conectado a una impresora Hewlett Packard dgue
imprime el cromatograma de la muestra analizada con su

respectivo espectro de masas.

5.6 UMBRALES DE DETECCION

Los umbrales de deteccién o puntos de corte (cut off) con
los gque realizamosz eate trabajo, en log enzayos inmunoquimicos
preliminares, estan preestablecidos por el fabricante. Para el
zistema ADX(FPIA),son: opliaceos 200 ng/mL, cannabis 25 ng/mL,
cocaina 300 ng/mL, anfetaminas 300 ng/mL, benzodiazepinas 200
ng/mL. Para la técnica CEDIA los limites de deteccidédn son ¢
opiaceos 300 ng/mL, cannabis 50 ng/mL, cocaina 300 ng/mL,
anfetaminaz 1000 ng/mL, v benzodiacepinas 300 ng/mL. En el
caso de la técnica KIM Roche los limites de deteccidn son para
opidceos 300 ng/mL, cannabis 50 ng/mL, cocaina 300 ng/mL,
anfetamina=s 1000 ng/mL, vy Dbenzodiacepinas 100 ng/mL(tabla
7)(44,56,49).

Sin embargo existe una polémica en relacidén al valor ideal
por encima del cual determinado limite de concentracién de los
metabolitos de drogas de abuso en orina deberian ser
considerados como positive y abajo de cuales considerado
negativo. Deberd no obstante ser escogido en nuestra opinidn
teniendose en cuenta como referencia la experiencia de un
servicio de anadlisis toxiceolégico especializado de recconocido
prestigic en el ambito del pais, a la luz de las

recomendaciones del NIDA.
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TABLA 7. LIMITES DE DETECCION PARA DROGAS DE ABUSO

SISTEMAS FPIA COBAS CEDIA
CUT OFF ng/mL ng/mL ng/mL l
| oriackos 200 300 300 ]
[ CANNABIS 25 50 50
[V COCAINA 300 300 300
[ ANFETAMINAS 300 1000 1000
I BENZODIACEPINAS 200 100 300

A semzulr =e presentan el esguema 1 Método para

drogas de abuso,

eaquema 2

opilaceos v sus metabolitos en

determinacidén de cannabis=(THC)

analisis de

para determinacién de

egquema

en muestras de orina v

3 Método para

e3quema

4 Método para determinacidén de la cocaina v sus metabolitos en

orina.
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RECEPCION DE LAS MUESTRAS

CON CADENA DE CUSTODIA

REGISTRO INFORMATIZADO

DE LAS MUESTRAS

ANALISIS PRELIMINAR

POR FPIA, CEDIA, KIM

LAS MUESTRAS POSITIVAS SON
PASADAS POR GC-MS PARA SU

CONFIRMACION

INFORME

aquema 1. Método para analisis de drogas de abuso.
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HIDROLISIS DE LA

[ MUESTRA

115

B-GLUCURONIDASA
12-24 hs.(37°2C)

CERTIFY

LAVADO DE LA COLUMNA
-AGUA .
-TAMPON ACETATO SODICO

pH & 0.1M
-METANQCL

ELUCION
CLOROFORMO : ISOPROPANOL

80:20 A 2% DE AMONIACO

EVAPORAR EN CORRIENTE

DE NITROGENO

RECONSTITUIR

CON CLOROFORMO

PASAR A VIAL Y EVAPORAR

CON CORRIENTE DE N2

DERIVATIZAR
-PFPA

-HEXAFLUOROPROPANOL

EVAPORAR EN CORRIENTE

DE NITROGENO

RECONSTITUIR

Esquema

2.

ACETATO DE ETILO

PASAR A MICROVIAL Y
PINCHAR GC-M3

Método para determinacién de

metabolitos en orina

opiaceos

PASAR MUESTRA POR
COLUMNA BOND ELUT

04

Sus
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__HIDROLISIS DE LA KOH PASAR LA MUESTRA PCR LA
MUESTRA 15 min. (60%c) COLUMNA BOND ELUT
CERTIFY 1II

LAVADO DE LA COLUMNA
-METANOL
-ACETATO DE ETILO

ELUCION
-HEXANO:ACETATO DE ETILO
75:25 AL 1% ACIDO ACETICO

EVAPORAR CON CORRIENTE
DE NITROGENO

RECONSTITUIR CON
TOLUENO

PASAR A VIAL Y EVAPORAR
CON CORRIENTE DE N2

DERIVATIZAR
-BSFTA
-CLOROTRIMETILSILOSANO

15 MIN (902C)

PASAR A MICROVIAL Y
PINCHAR GC-MS

Esquema 3.Método para determinacidn de Cannabis(THC) en
muestras de orina.
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PASAR LA MUESTRA POR COLUMNA
BOND ELUT CERTIFY

LAVADO DE LA COLUMNA
-AGUA D.I.

-HCL

-METANOL

ELUCION
-CLOROFORMO : ISOPROPANOL
80:20 AL 2% DE AMONIACO

EVAPQRAR EN CORRIENTE DE
NITROGENO

RECONSTITUIR CON
CLOROFORMO

EVAPQRAR CON CORRIENTE DE
NITROGENO

DERIVATIZAR
-PFPA
-HEXAFLUOROPROPANOL

RECONSTITUIR
ACETATO DE ETILO

PASAR A MICROVIAL Y
PINCHAR GC-MS

Esquema 4. Métode para determinacién de 1la cocalna vy sus
metabolitos en orina.



6. - METODO DE INMUNOENSAYO DE FLUORESCENCIA
POLARIZADA (FPIA)
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6.- Método de Inmunoensavo de Fluorescencia Polarizada

6.1.- Descripcidn de la Técnica

Los ensayos ADX de drogas de abuso proporcionan un medio
preliminar para la deteccién de las drogas de abuso vy sus
metabolitos en orina, deben por tanto los tests con
resultados positivos ser sometidos a wuna confirmacidén por un
método mas especifico. El método confirmatorio de eleccidén es
la cromateosrafia de sasez/espectrometria de masas(CG/M3)., No

ex aconsejable sacar conclusiones de los resultados positivos

h

de los ensayos ADX de drogas de abuso, para fines de empleo
laboral ni de ningan otro tipo, sin efectuar antes analisis
confirmatorios,

Los ensavyos de drogas de abuso efectuados en orina han
sido desarrollados con las caracteristicas de funcionamiento
para andlisis de drogas en orina. difiriende por tanto de
aquellos en suero v sangre, cuanto al propdsito e
interpretacidén de resultadeos. Cuanto al analisis de drogas de

abuso se deben informar los resultados como positivos siempre

@D

vy cuando se confirme su positividad ¢ bien a falta de
confirmacidédn el resultado sea identificado como no confirmado,
debido a los eventuales conflictos de caracter legal,
econdémicos, entre otros gque puedan surgir asociades a una
informacién o aplicacién incorrectos de resultados erroneocs,

El principio del procedimiento se caracteriza porque el
sistema ADX utiliza una metodologia de inmunoensayo de enlace

competitivo, el cual un antigzeno marcado con trazador compite
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con el antigeno presente en la muestra por ocupar los puntos
de union de las moléculas del anticuerpo. Los participantes en

esta reaccidn de enlace competitivo son: el nticuerpo

[x(}

conteniendo el reactiveo. el antizeno gque es la sustancia que
se desea analizar en la muestra vy el antizeno marcado con
fluoresceina(compleio trazador-antizenc)., contenido también
en el reactivo(figura 14). Al producirse el enlace
competitivo. cuanto mayor sea la cantidad del complejo
trazador-antizenc que pase a formar vparte de la molécula.
mucho mavor del anticuerpo. menor csera la cantidad del que

quedard en la soluciédn.

o 4
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A
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Figura 14. Principio de la unién competitiva. tomado de la

Monografia Drogas de Abuso ABBOT. 1994,

Bsi si una muestra contiene una concentracié4n baja de
antigeno, cuando la reacciédn de enlace competitivo alcanza su
estado de equilibrioc habrd un aumento de concentracién de

trazador unido en la mezcla de reacciébdn, v la polarizacién
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sera elevada. Ya inversamente si en la muestra analizada
contiene una concentracidén elevada de antigeno al alcanzar la
reaccidn de equilibrio, habrd una concentracién baja de
trazador unido en la mezcla de reaccién v la polarizacidn sera
baia. Utilizando los valores de polarizacién generado por
cada muestra en el ensayo, se calculan las concentraciones de
droga en las muestras a partir de una curva de calibracién
almacenada A% los resultados se imprimen en unidades
informables.

El método wutiliza anticuerpos selectivamente dotados de
reactividad cruzada. Los ensavos BADX de dreogas de abuso
detectan las drogas nativas y/¢ sus principales metabolitos
dentro de una clase de farmacos. Una clase de farmacos se
define como wun grupo de drorgas con estructuras gquimicas
relacionadas.

El umbral o cut off de un ensavo ADX de drogas de abuso
se define como la concentracién de sustancia a partir de la
cual 1indica la presencia o la ausencia de la droga ¢ de sus
metabolitos en la orina que estd siendo analizada.

El sistema ha sido ajustado por el fabricante a un umbral
especifico para cada ensayo. siendo para opiaceos., cannabis,
cocaina. benzodiacepina vy anfetaminas los siguientes cut off:
200 ng/mL. 25 neg/mL, 300 ng/mL, 200 ng/mL y 300 ng/mL
respectivamente.

La sensibilidad de los ensayos ADX equivale a la
concentraciédn minima medible que puede distinguirse de cero,

con un 95% de seguridad.
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Contaminacién pvor Arrastre:; Las muestras para el andlisis
de drogas en orina pueden tener un amplio rango de
concentraciones del analito, de tal forma que existe la
posibilidad de transporte de la droga desde una muestra de
alta concentracién a otra muestra libre de droga, durante el
pipetec del ensayo. Para minimizar esta contaminacién por
arrastre el sistema estd dotado de una rutina de pipeteo para
los ensayvos ADX de drogas de abuso gque incluye frecuentes
lavados de la sonda.

El analizador ADX incorpora una instalacidédn con un vaso de
lavado que permite el lavado interno y externc de la sonda.

La presencia de una droga o de sus metabolitos en ¢rina es
solamente wuna indicacién de una exposicidén anterior a la
droga. En ningin momento se pueden correlacionar las
concentraciones de droga © de sus metabolitos detectadas en
orina con niveles sanguineos de estas sustancias, ni ser
atribuidos a estas sintomas clinicos(L44).

Los tests de investigacién por Inmunoensayo de
fluorescencia polarizada para drogas de abuso en orina son
considerados de extrema importancia en la actualidad, como
recurso de rastreo en estudios preliminares en poblaciones vy
por tanto tienen wun caracter extrictamente presuntivo en caso
de positividad a la exposicién de una determinada droga.
debido tener wuna elevadisima sensibilidad vy especificidad.
Sin embargc los tests presumiblemente positivos por esta
técnica deben ser confirmados por una otra técnica de

principio gquimico distinto preferiblemente cromatografia de
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gases/espectrometria de masas. 51 bien falta al inmunoensayo
una especificidad expresivamente significativa para ser
considerado un procedimiento definitivo comoe  ocurre en
anadlisis de drogas en casos forenses. No obstante por ser una
técnica muy sensible no se debe subestimar sus resultados(45).
La técnica FPIA se basa en el principio de reacciédn
antizenc-anticuerpo, de unidén tipo competitiva, estando los
anticuerpos marcados con moléculas que emiten fluorescenciafla
fluoresceina) al ser expuestos a la luz. Se coloca en la
muestra de orina a analizar wun trazador que es la droga
marcada con fluoresceina y gue juntoe con el analito o droga

presente en l2 orina son incubados con el anticuerpo

4]

specifico vy a seguir excitado con luz polarizada(figura 15),

D

stableciendose asi la competicién del analitc con el trazador

1y

por la unidén con el anticuerpo, existiendo wuna relacidn
inversa entre la cantidad de analito en la muestra de orina vy
lz2 intensidad de 1luz recibida por el receptor éptico del
equipo instrumental. Esto significa que las lecturas elevadas
de fluorescencia deben ser interpretadas como bajas cantidades
de analito en la muestra vy viceversa bajas lecturas de
fluorescencia corresponden a elevadas concentraciones de

analito en la muestra.
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Filro Polarizador Cubeta

1/

Figura 15. Principio del FPIA, tomado de la Monografia

de Drogas de Abuso (ABBOT), 1994,

En virtud del FPIA seguir esta relacién inversa permite
alcanzar resultados muy precisos con concentraciones de drogas
muy bajas. Esta relacién inversamente proporcional entre la
concentracién del analito en 1la muestra y 1la cantidad de
trazador unido al anticuerpo se fundamenta en la cinética de
las moléculas en la solucién. La fuente emisora del sistema
emite una luz con una longitud de onda de 485 nm verticalmente
polarizada. que excita la fluoresceina(fluoréforo) que a su
vez emite luz fluorescente de 1longitud de onda entre 525-550
nm, siendo medido por el sistema 6ptico del FPIA que solo es
cavaz de medir esta longitud de onda con una polarizacién
vertical. Las moléculas del trazador unidas al anticuerpo
forman macromoléculas que rotan lentamente emitiendo

fluorescencia polarizada verticalmente. Cuando el trazador
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por el contrario esta libre, realiza giros rapidos emitiendo
fluorescencia con una orientaciédn distinta, que no alcanza el
sistema 6éptico del instrumento(21).

Fundamentalmente la prevencidén del consumo de drogas de
abuso en poblacidén laboral vy 1la tendencia cada vez mas
ezxtendida en el mundo hacia la préctica de la monitorizacién
de drogas "in situ". particularmente el seguimiento de
empleados que realizan funciones de alto riesgo v
responsablilidad como son maneio de armas, conductores de
vehiculos,entre otras, con el proposito de prevenir riesgos de
accidentes(46) v educar vara wuna vida sana sin abuso de
drogas, es el objetivo de un programa antidrosas en empresas.

En un progzrams de screening de drogas es indisvensable el
control de calidad, de forma gque todos los esfuerzos deben
zarantizar la reproducibilidad de los ensavos con elevada
sensibilidad v especificidad de los métodos. Se debe tener
particular cuidado en la interbietacién de los resultados para
no incurrir en errores, gque pueden en algunos casos tener
consecuencias desastrosas. Los resultados falsos positivos o
falsos negativos de andlisis de drogas son indeseados en
situaciones donde los resultados estdn vinculados a algin
asunto legal o acciédn similar hacia el donante de la muestra,
en tales casos los resultados analiticos e interpretacién
pueden ser usados como evidencia de vwviolacién de contratos o
reglas con consecuencias disciplinarias severas en el
trabaic.

Se deben satisfacer los siguientes criterios en el uso de
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los test de drogas de abuso para un programa antidrogas en
empresas. cuando a) se sospeche que una persona estd usando ©
comenzandoe a ser afectada por drogas de abuso, Dblen la
evidencia de vresencia de intoxicacién vy/¢ disminucién en el
rendimiento laboral. c¢lcuando se sospeche que accidentes
laborales son acreditados como resultado de intoxicacidédn por
drogas. dlen casos de control a través de pruebas aleatorias
en empleados relacionados con actividades de seguridad y de
elevada resvonsabilidad. como manejo de armas v conduccién de
vehiculos.,

El uso de vruebas de drogas de abuso en lugares de trabaio
"in situ", en Estados Unides de Norte BAmérica se esta
popularizando cada vez mas, con €l objetivo de fomentar la
educacidn v conciencia de los efectos adversos que las drogas
de abusc causan v minimizar consecuentemente la accidentabili-
dad laboral v el absenteismo. La principal desventaia de los
screening de drogas de abuso en muestras de orina es que los
resultados poszitivos solo indican wuso de drogas en un tiempo
anterior a la colecta de la muestra, no pueden por tanto ser
correlacionadas con este hallazego efectos fisiolbgicos o
comportamentales en funcidén de concentraciones de drogas de
abuso en orina. Si bien. los andlisis cuantitativos en
muestras de sangre son indicativos de su equivalente
concentracidédn en cerebro vy efectos adversos sobre esfera
cognitiva vy comportamental del individuo consumidor de drogas
de abuso.

La principal wventaja del FPIA es su eficacia vy la
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auntomatizacién instrumental en el analisis para numerosas
drogas. Poco o© ningin pretratamiento de la muestra es
necesario y se requiere un minimo de pericia del operador.
Una desventaja de los inmunoensayos comerciales disponibles es
su escacez de especificidad. Los anticuerpos a menudo ofrecen
reacciones cruzadas relacionadas con otras ezpecies guimicas
de drogas v sus metabolitos, manifestando asi especificidad
para una familia de sustancias quimicamente relacionadas. Loz
resultados falsos negativos pueden ccurrir posiblemente devido
a interferencias de sustancias o© errores técnicos. Algunos
resultados falsos positivos en inmunoensayvos come  benzodiace-
nas v cannabis han sido relatados en la literatura
relacionadcs con asentes antinflamatorics no esterecides(AINE)
tales como el ibuprofen. Los derivades de fenilamina como
efedrina. pseudocefedrina v drcgas anorexigenas interfieren con
los inmuncensayos usados vpara anfetaminas. Los inmunoensayos
para opiaceos no permiten diferenciar entre abuso de heroina
del uso de una droga opiacea sin el uso de una técnica
analitica de confirmacién como la cromatografia de
gases/espectrometria de masas(47).

En la actualidad los costes econdmicos. de salud v en la
productividad de las empresas por el consumo de drogas de
abuso son muy elevados en U.S.A., estando intrinsicamente
correlacionado con el consumo de estas sustancias en los
lugares de trabaio. De esto se desprende la necesidad
imperiosa de ©poner en practica programas de screening de

drogas de abuso en los lugares de trabaio para controlar,y
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fomentar una educacidén continuada en los ambientes de trabaio
al 1respecto del problema de las drcgas de abuso y sus
drasticas consecuencias, asi como ser un medio de seleccidén de
personal principalmente en actividades consideradas de alto
riesgo y responsabilidad., ademds de conseguir con esta medida
disuadir el consumce de drogas de abuso, como también reducir

el absenteismo y la accidentabilidad laboral(4g).

6.2.- BAplicacidén en muestras biolédgicas de orina

Los ensayos ADX para opiaceos, cannabinoides, cocaina,

anfetaminas es un sistema semicuantitative
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A
para la detecciédn de las drogas de abuso en muestras de orina

g

v diseflado especificamente par estas. proporcionando  un

Y

resultado preliminar del test analitico. Para c¢bhbtener una
confirmacién de este resultado analitico debe wusarse un método
quimico alternativo mas especifico. La Cromatografia de Gases
y Espectrometria de Masas es el método de confirmaciédn
preferido. El método ADX para determinacidén de drogas de
abuso utiliza la  tecnologia FPIA (Inmunoensayo de
Fluorescencia Polarizada). Los resultados pueden informarse en
términos cualitativos > o < gue el umbral seleccionado, o bien
en términos semicuantitativos en forma de concentracién
numérica y estos 1Ultimos permiten un control de calidad
mensurable. Los resultados positivos deben confirmarse con un
método adecuadamente sensible y especifico basade en principio

quimice diferente. HPLC. GC, v la GC/MS. El1 Gases Masas se
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acepta como solida técnica de confirmacidén para todas las
drogas porque ofrece el mejor nivel de fiabilidad en el

resultado hasta el momento.

6.3.- Screening de 5 drogas de abuso y sus metaboiitos en

orina

La determinacién de las drogas y o sus rnetabolitos en

orina se realizan en el momento de 1la recepcidén de las

muestras. El analisis se realiza de forma automatizada por
FPIA, para las 5 drogas siguientes; opiaceos, cannabis,
cocaina,anfetaminas y benzodiazepinas. Tomando como criterio

para positividad de las muestras el respective punto de
corte(cut off) de cada una de las drogas, que es un parametro
predeterminado para identificacién de consumidores de drogas,
siendo indiscutiblemente precise en la comprovacidn de
exposicidén a las drogas, la confirmacidn por gases masas de

las muestra positivas. (figura 16)

Figura 16. Aparato para FPIA



7.- METODO DE CINETICA DE MICROPARTICULA EN
SOLUCION (KIM)
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7. Método KIM (Cinética de Microparticulas

para detecciédn de drogas de abuso

7.1.- Descripcidén de la Técnica

Loz analisis a través del

un principico de interaccidn cinética de

solucidn, siendo =semicuantitativo v

por modificaciones producida=s en la

siendo  por tantoe una turbimetria. Cuando

ausencia de droza en la muestra. tenemos

libres en el reactivo especifico para la

unen a los respectivos metabolitos

microparticula gque se encuentra en otro

rara la droxa a sexr detectada.

aurzimiento v formacidédn de asregados que

un precipritado. Por otra parte

anticuerpoa con la muestra de orina

metabolitos de la droga. lo=zs metabolitos

con el metabolito de la droga conjugado

por el anticuerpoe libre, especificamente

accidn (receptores moleculares especificos).

situacidn el anticuerpo unido al
drosa va no

inhibiendoze asi la formacién de la

Método KIM se fundamentan

cualitativo.

transmi=ién

provocando en

al entrar

metabolito especifico de

puede producir la aglutinacién de las

en Solucién)

en
microparticulas en
Esto ocurre
de la luz.
nos encontramos con
que los anticuerpo=z
droza en estudio se
conjuzados a la
reactivo especifico

la muestra el

se aglutinan formando

en contacto los

en presencia de
especificos compiten
a la microparticula

por 1los sitios de
Entonces en esta
la

particulas,

turbidez caracteristica de

la presencia v formacién de asregados de particulas.

La turbimetria va medir el grado de

influenciado porxr

la concentracidédn de la droga en

absorbancia que ez

la muestra,
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Siendo que en la ausencia de la droga se produce un maximo en
el incremento de la absorbancia, mientras gque en la presencia
de la droga o sus metabolitos en la muestra bioldgica (orina)

produce una  disminuceién de la  absorbancia por impedir la

aglutinacién de las microparticulas. que es inversamente

proporcicnal a la concentracién de la droga en la muestra.

0

xiste un umbral o rango de valor medible en ne/mL. que
se utiliza como vparametro de exactitud para cada droga en
particular en el método KIM. La sensibilidad v especificidad
a partir de los cuales se consideran positivas para drogas de
abuso son los siguientes puntos de corte:para opiaceos 300
ne/mL, cannabis 50 ne/mL. cocaina 300 ng/mL. benzodiacepinas
100 nz/mL, anfetaminas 1000 nz/mL.

La positividad de reactividad cruzada con otras drogzas
no relacionadas, alcanzan valores del orden de 0,5% de
reactividad cruzada. El 1resultado analitico por esta técnica
deberad siempre ser confirmado por otro método quimico mas

specifico preferiblemente cromatografia de

oD

rases/espectrometria de masas(49).

El inmunoensayoe de c¢inética de microparticulas(KIM),
utiliza 1la metodologia de interaccién de microparticulas en
solucién. Todos los resultados presuntivamente positivos por
este método deben ser confirmados por GC-MS. El método
utiliza una particula de latex de inhibicién de la
aglutinacién del inmunoensayo. En el KIM el reactivo
conjugado consiste de droga unide a microparticulas. Las

microparticulas conjugadas en solucidn minimamente blogquean
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la transmisién de la luz a través de una cubeta siendo la
absorbancia baja. Cuando el anticuerpo de la droga es affadido
al conjugado de la solucidn ocurre la formacién de un
enmarafiado de anticuerpos con reaccidn cruzada de las
microparticulas por wunién a la droga. El resultade ez una
estructura enrejada gque efectivamente blogquea la transmisién
de la luz y disminuye la absorbancia. La presencia de droga
libre en la muestra de orina no interfiere con la formacién de
ezte enreiado de anticuerpcos vy la absorbancia zaumentarid por
encima de un dadoe tiempo. Si la muestra de orina contiene la

droga de interés esta es mezclada con los reactivos, la droza

w

no conjugada en la muestra competira con la droga conjugada
por los sities de wunién del anticuerpo, y el grado de
formacidn del enmarafiade de anticuerpos €23 inhibido de forma
proporcional a la concentracidn de la droga en orina.

La diferencia entre las lecturas de ahsorbancia medidas
inicial y final disminuye con el incremento de la

concentraciédn de droga(figura 17)(50).
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Figura 17. Principio metodoldégico del KIM, para una
orina negativa(arriba), y para una orina conteniendo analitos.

Tomado de RRMERUSTER,A.D e cols. (45)

La droga presente en la muestra de orina inhibe la
interacciéon de las microparticulas en proporcién a su
concentracidédn en la muestra(5l).

En los programas de screening de drogas de abuso, son
utilizados los métodos de inmunoensayos muy frecuentemente
asociados a un método de confirmacién GC/MS, debido a la baja
especificidad del ensayo vy la probabilidad de ocurrir
reacciones cruzadas con otras species quimicas
estructuralmente similares, produciendo resultados falso

sitivos(52,53).

Los inmunoensayos son de relevante utilidad en pruebas
de drogas en andlisis de muestras forenses. No obstante en el
caso de los opidceos puede ocurrir ambiguedades de

interpretacién, principalmente con relacién a si la presencia
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de morfina y la ausencia de codeina puede © no ser un
indicador wvalido de que la morfina o la heroina fue
administrada, porque puede haber ocurride por adminstracién de
codelna, La interpretacién de los resultados en opiaceos
requiere una compreensién de las cinéticas de eliminacidén de
ambos metabolitos de la droga, su forma libre vy la forma
conjugada(ls).

Las pruebas de screening de Adrogas de abuso en orina se
han tornado populares vy controvertidas, debidc a la capacidad
de identificar v cuantificar los analitos en la muestra. Los
tests pueden dividirse en dos tipos de procedimientos: 1-Las
pruebas de screening presuntivas, las cuales tienen por
finalidad intentar identificar de forma simple, <répida vy

buso contenidos en la

o

econémica los analitos de drogas de
muestra, v el otro +tipo de test de confirmacidn, gue puede
confirmar la identificacién. Loz inmuncensayos y los métodos
cromatograficos son considerados como métodos presuntivos de
pruebas de screening, mientras que la cromatografia de gases-
ezspectrometria de masas (GC-MS) ez un procedimiento confirma-
torio. La seguridad del uso de inmunoensayog para deteccidn
de drogas de abuso en orina depende de la especificidad del
anticuerpo, del significado de la deteccién de la droga y sus
metabolitos, de la variabilidad de la sefial de detecciédn y de
la capacidad del personal que ejecuta el test. Los
inmunoensayos dependen de la unién de un analito al anticuerpo
siendo la specificidad del anticuerpo hacia el analito

dependiente de como el analito fue pegado al antigeno
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transportador. Debido a cambios en puntos de contacto del
antigeno sobre el analito, puede ocurrir reactividad cruzada
de un anticuerpo. La especificidad también depende de si el
analito tiene una anica structura que difiere

significativamente de cualquier otra estructura gque pueda

estar presente en la muestra. Por ejemplo los ensayos
Abuscreen-morfina tienen reaccidn cruzada muy significativa
con codeina, los ensayos de anfetaminas con la fenetilamina,
los enzayos de cannabinoles designados para el acido delta-9-
tetrahidrocannabinol (THC-COOH)., tienen reacciédn cruzada con

otros cannablnoles(54).

7.2.- Bplicacién en Muestras Bilolégicas de orina

Los métodos KIM vara instrumentos Cobas Mira fueron
diseflados para analisis de drogas specificamente en muestra
de orina, vy vpara las caracteristicas intrinsicas de esta

muestra.

7.3.- Screening de 5 drogas de abuso v sus metabolitos

en Orina.

Se procedidé en los ensayos a lidentificar en orina 5
drogas de abuso v sus metabolitos: Opiaceos, Cannabis(delta-9-
tetrahidrocannabinol)., Cocaina(benzoylecgonina, ecgonina
metilester), Benzodiazepinas y Anfetaminas. cuyos resultados

se encuentran en el apartado resultados y discusién.



8.- METODO DE ENZIMOINMUNOENSAYO DONANTE DE

ENZIMA CLONADA (CEDIA)
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8.- METODO CEDIA(Enzimoinmunoensayo donante de enzima clonada)

8.1 Descripcidén de la Técnica

La investigacidédn de drogas de abuso através del método
CEDIA consiste en un enzimoeinmunoensayo homogeneo, realizado
in vitro para el analisis preliminar cualitativo vy
semicuantitativo de metabolitos de cpidceos, cannabls,
cocalina, anfetaminas y benzodiacepinas, con la finalidad de
diagnosticar =1 consumc o exposicidén a estas drogas.

Los resultados de estos test son preliminares vy por lo
tanto provisionales, gue deberan comprobarse con wun método
analitico mas especifico, siendo de eleccién 1z cromatografia

de gases/espectrometria de masa (GC/MS).

o

El ensayo se fundamenta en la enzima bacteriana Beta-
galactosidasa dividida en 2 fragmentosg inactivos através de
técnicas de ingenieria genétical(55), que se recombinan
espontaneamente, formando una enzima activa que reacciona con
el sustrato(droga de abuso), ocasicnando un cambio de color
que puede cuantificarse por espectrofotometria.

El metabolito especifico de la droga de abusoe conjugado
con una fraccién 1inactiva de esta enzima B-galactosidasa
compite con la droga de la muestra en busca de un sitio de
fijacién de anticuerpos. Si la muestra contiene el metabolito
de la droga, esta se fija al anticuerpo especifico, en este
caso los fragmentos inactivos de la B-galactosidasa forman una

enzima activa. Por otra parte si la muestra no contiene el
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metabolito de la droga especifico para la inmuncglobulina, el
anticuerpo se fija al metabolito conjugado con la fraccién
enzimatica inactiva impidiende la formacién de la enzima
activa. La razén de B-galactosidasa formada estid en funcién
de la concentracién de la droga en la muestra(56).

El método CEDIA para la investigacidn en orina de drogas
de abusc es de confianza y eficaz fundamentalmente en la
utilizacién de programas de rutina realizados para detectar
drogas de abuso "in situ" en lugares de trabajo. Estos
inmancensayos son sencillos, rapides, v con la ventaja de ser
capazes de automatizacién para amplio numero de muestras,
siendo todas las muestras presuntivamente positivas por este
método confirmadas con ezcelente fiabilidad por cromatografia
de gases y espectrometria de masas.

Observamos en la figura 18 wuna representacidn esquematica
del principio del método CEDIA. En el caso A. en la ausencia
de la droga o el metabolito en una muestra de orina ocurre la
inhibicién de la B-galactosidasa, y no se genera ningin
producto después de adicionar el sustrato a la mezcla de la
reacclidn. En el caso B. la droga o los metabolitos de 1la
droga en una muestra de orina compiten con la enzima donante-
droga conjugada(ED), por los sitios de conbinacién del
anticuerpo de la droga(Rb). La actividad de las moléculas B-
galactosidasa se forma y se completa en la proporcién a la
cantidad de droga ¢ metabolito de droga presente en la
muestra, siendo la conversiédn del sustrato o producto también

proporcional a la concentracién de la droga en la muestra (ER)
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aceptor enzimatico(57).

Y . ‘ . L + Substrate > :, :( + b= + Substrate
A Y = L L
ED-Drug EA Ab-ED- EA
Conjugate Drug
Conjugate
oo | Y ] (i + Substrate “ . 18 + Product
SR Ry SR > Y et
Free Ab ED- Drug EA Drug -Ab Active
Drug Conjugate Conjugate Enzyme
Figura 18. Principio del método CEDIA,tomado de

Armbruster,A.D. vy col.(57)

El andlisis farmacocinético

ezperimentalmente datos en términos

este modo se caracteriza la

droga/metabolito en relacién con

cinéticos por tanto pueden wusarse

cuantitativas(58).
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reaccién. Esta medida es realizada por un espectrofotémetrc a
partir de la reaccién del enzima wunido a la droga con un
sustrato(droga especifica) presente en la soluciédn del ensavo,
rproduciendo una sustancia coloreada que es detectable
espectrofotometricamente. La reaccién enzimatica se 1inhibe
cuando la droga marcada se une al anticuerpo, esto ccurre
cuando no  existe la droga en  la muestra. En ste caso el
anticuerpo sge une exclusivamente a la droga marcada con la
enzima. lo que implicard en una reduccidn de la cantidad de
enzima capaz de reacclonar con el sustrato, vy con esto la
intensidad de coloxr que se detecta estari reducida.

Ya por el contrario., cuanto mayor es la intensidad de
color detectable, mayor es la concentracién de droga en la
muestra del paciente, siendo que la variabilidad de coloracién
de la solucidn del ensayo en cuestidédn es directamente
proporcional a la concentracién de droga en la muestra(2l).

La informacién gque se desprende del inmuncanalisis de
caracter evidentemente preliminar es de considerable
importancia practica, proveendo la base para la interpretacién
de la exposicidén a la sustancia abusiva, derivandose por tanto
su presencia en niveles en plasma vy orina en casos clinicos y
forenses(59).

La correcta interpretacién de resultados de los analisis
por inmunoensayos requiere un entendimiento y compreensién de
la cinética de eliminacién de los metabolitos, asi como de la
propia droga, va sea en su forma 1libre o conjugada. Es

importante por otra parte considerar las wvarias y posibles
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rutas de administracién de la droga, en la medida que juega un
papel relevante que influye y de la cual depende la ruta
metabdlical(ls).

Los metabolitos de las drogas de abuso 1ilegales como los
derivados de opidceos, cannabis y cocaina, pueden utilizarse
como indicadores o marcadores de exposicidn a esta sustancia
en los analisis por inmuncensayos en muestras de fluidos
biolézicos como la orina. Siendo estos propuestos como
marcadores especificos del consumo v abuzo de drogas ilegales,
que sufren un proceso de metabeolizacidé4n algunas comoe la
heroina en la propia sangre por hidrédélisis enzimatica por
cclinesterasas plasmaticas, formando 6-Moneoacetilmorfina,
otras son metabolizadas por via hepidtica enziméatica. formando
conjugados con acido glucurdnico y sulfatos, siendo finalmente
clareados en el rifién vy ezcretados en orina(ll).

La interpretacién exzacta de un resultado positivo de un
inmunoensayc a una droga ilegal como las anteriormente
citadas. requiere un conocimiento de las propiedades cinéticas
v  metabdlicas de la droga de abuso interpelada.
Particularmente en el caso de los opiaceos debido al origen de
los metabolitos codeina y morfina ser un punto controvertido,
que puede generar confusidén en la interpretacidédn de resultados
en tests de inmunoensayos positivos, en lo que se refiere a su
formacién ser derivado de consumo de heroina, ¢ de consumo del

farmaco codeina de forma indiscriminada y abusival(l3).
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8.2,- Aplicacidén en muestras bioldégicas de orina

Los ensayos CEDIA para drogas de abuso, es un sistema
enzimoinmunoensayo disebado para el andlisis y deteccidn de
drogas de abuso en muestras de orina. Es de elevada
sensibilidad predictiva y especificidad, Habiendo sido
utilizados los siguientes puntos de corte para este estudio
seglin recomendaciones del NIDA. Para opiaceos 300 ng/mL,
cannabis 50 ng/mL, cocaina 300 ng/mL, anfetaminas 1000ng/mL y

benzodiacepinas 300 ng/mL, (figura 19)

Figura 19. Aparato para CEDIA
8.3.- Screening de 5 drogas de abuso en muestras de orina

El anéalisis se realiza de forma automatizada para 1la

determinacién de las drogas de abuso a saber ©opiaceos,
cannabis, cocaina, anfetaminas, benzodiacepinas y sus
metaboiitos en muestras de orina, siguiendo los criterios de

positividad respecto a los puntos de corte(eut off) de cada

una de las drogas, expresando su positividad apenas un
significado de exposicidén a 1la sustancia, debiendo someterse
las muestras ©positivas indiscutiblemente después de este

andlisis preliminar a la confirmacidn por GC/MS.
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9.- METODO CROMATOGRAFICO A GAS

9.1.- Descripcién de la Técnica

La Técnica Cromatografica a Gas consiste en una
metodologia analitica fisica de separacién de componentes o
analitos de una mezcla determinada que se distribuyen entre
dos fases, la fase estacionaria que es un lecho de superficie
vy la fase mévil que es un fluido que se infiltra a través del
lecho estacionario(60).

En la actualidad existen diversas técnicas
cromatograficas en funcién de 1la naturaleza de 1las fases,
siendo en el estudio analitico de drogas de abuso
particularmente usada la cromatografia Gas-liquido, donde la
fase movil es un gas el helio, denominado gas portador v la
fase estacionaria es wun liquido. Existen numerosas fases
estacionarias disponibles para el analisis de drogas, las
cuales poseen una variedad de polaridades (tabla 8)(1). Las
diferencias en polaridades de las drogas, su peso molecular y
su volatilidad es en 1lo que se basa fundamentalmente el
proceso de separacién(6l,62). Los andlisis toxicolégicos son
de extrema importancia en la 1identificacién de drogas
desconocidas en fluidos biolégicos, apesar de 1la dificultad
que 3se incrementa cuando los compuestos forman algunos
metabolitos, que son factibles de identificar en muestras de
orina. La cromatografia de gases/espectrometria de masa

{GC/MS) es en la actualidad la técnica de mayor
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sensibilidad y especificidad (63). En este método los
analitos a identificar en la mezcla poseen diferentes
afinidades por la fase stacionaria liquida, por lo que seran
arrastradas por la fase movil en distintos momentos en funcidn
de su coeficiente de reparto liquido-gas, separando los
diferentes componentes de la mezcla en anadlisis. basada en la
velocidad de desplazamientc diferencial de los analitos de la
muestra al ser arratrados por la fase movil a través del lecho
cromatografico. Los analitos de la muestra interaccionan con
la fase estaclonaria. siendo arrastrades por la misma en
funcién de la temperatura vy coeficiente de reparto de estos

con ambas fases.

Q
=

En virtud de l1a técnica cromatografica estar
fundamentada en la termodinamica vy la c¢inética,los aspectos
termodinamicos son los gue rigen el equilibrio de distribucidn
o reparto de los analitos entre las dos fases, y por lo tanto
responsables de caracteristicas cromatograficas como la
retencién vy la selectividad. La cinética participa en las
separaciones cromatozradficas. determinando el tiempo en que se
consigue el equilibric de distribucidédn de cada plato tedrico,
unidades utilizadas para medir la eficacia de la columna

cromatografical(6l). En este contexto la técnica cromatografica

s de exztrema relevancia., debido a que permite identificar

D

sustancias guimicas(metabolitos) en funcién de sus propiedades
fisico-quimicas. La muestra obieto del analisis es
transportada por la fase mévil donde sus componentes

atraviesan la columna cromatogradfica que contiene la fase
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estacionaria, ocurriendo la separacién de los diversos
analitos presentes en la muestra, dependiendo de las
caracteristicas fisico-quimicas de cada sustancia, siendo
identificadas y cuantificadas por medic de detectores de
elevada sensibilidad y especificidad (figura 20).

En el analisis por GC/MS la fase mévil es un gas inerte
el hellic, ya la fase estacionaria de la columna cromatografica
capilar es un liquido que se adsorbe a un sé6lido inerte, donde
prevalecen los mecanismos de reparto(GLC) y tienen diversa

permeabilidad a los gases portadores dependiendo del tipo de

columna.
1. | COLUMNA |4
;0
i
ol |L
- 1 |
U L@ [
BOMBA

Figura 20. Principio de la Cromatografia en columna

tomado de Monografia Drogas de Abuso (21)
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La técnica Cromatografia de Gases es de maxima
fiabilidad en la determinacién cuantitativa de analitos de
drogas de abuso, sin embargo es necesario wutilizar un patrén
interno Jjunto con la muestra al iniciar el procedimiento
analitico, asi =ze asegura el control del andlisis y se reducen
factores de variabilidad gque acompafian 2 las diferentes fases
de preparacidédn, purificacidn vy extraccién de los metabolitos
de la muestra(2l).

Compuestos con elevado punto de ebullicidén en
condiciones de bajas temperaturas de la columna presentaran
coeficientes de reparto elevados implicando en gque el detector
los liberard lentamente, debido & que en estas condiciones su
concentracidén en la fase movil serd baja. En caso contrario
21 la columna esta condicicnada a trabajar a temperaturas

b

levadas, encontraremos que los coeficientes de reparto de los

[y

componentes  de  la muestra de alto puntoe de ebullicién
disminuven, 1o gue significa en gque ocurre un decrécimo del
tiempo de analisis por aumento de las concentraciones de estos
componentes en el gas portador, favorencendo ser arrastrados
hacia el detector. No obstante en estas condiciones de
temperatura la separacién de los componentes de la muestra
pueden verse afectados debido a que al disminuir su tiempo de
retencién en la columna, puede ocurrir eluciones de los
componentes muy préximos entre si, impidiendo wuna resolucidn
satisfactoria.

La cromatografia gaseosa se emplea particularmente para

anédlisis de compuestos volatiles con punto de ebullicién <
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£002C o para compuestos que puedan constituir derivadoes
volatiles, su principal limitacién est&d en la labilidad
térmica de los analitos, los cuales deben ser estables a la
temperatura requerida para su volatilizacién, siendo por tanto
la temperatura decisiva en una separacidén cromatografica a
gzas.

El cromatédégrafo de gases posee una estructura compuesta
de 1l)inyector por donde se introduce la muestra al sistema,
2lgas portador que transporta la muestra por la 3)columna
cromatografica hasta el L)detector que los 1identifica

specificamente, enseguida procede a transmitir estas
informaciones hasta 5)el sistema de procesamiento datos
informatizado, vy de este al 6)sistema de registro que lo

realiza una impresora acoplada al ordenador(figura 21)(61).

cromatégrafo de gases: (1) Sistema de suministro de
as portador, (2) Manorreductor, (3) vdlvula para controlar el flu-
§o de gas portador, (4) Sistema de introduccién de la muestra, (5)
istema de termostatacién, (6) .Columna, (7) Sistema de deteccién,
y (8) Registrador o integrador.

Figura 21. Cromatédégrafo de gases, tomado de

VRRCARCEL,C.M. (61)
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1)Inyector: EIl gsistema de inyeccidén automatica de
muestras en el sistema cromatografico, permite un mejor y mas
eficiente control del procedimiento en lo que se refiere a
reproducibilidad vy introduccién de la muestra en la columna
cromatografica. Existen varias técnicas de inyeccidn
auntomstica de la muestra, la split y la splitless, son algunas
de ellas, se hara incapié en la que se utiliza inyeccién en
splitless. Esta técnica de 1inyecciédn se caracteriza por la
entrada total de la muestra vaporizada en la columna,
permitiendo el andlisis de compuestos de forma ezacta en la
muestra inyectada. Lz cantidad de volumen de muestra
inyectada con esta técnica splitless es de 2 ul, esto asociado
a una adecuada veloclidad de inveccidn asegura la vaporizacién

completa de la muestra a su paso através de la columna

N[
[4)]

cromatografica. Una caracteristi indispensable en el

o]
o]

analisis es el mantenimiento de una temperatura de inyeccién
constante(condicién isotérmica).

La muestra es transferida al inyector splitless por una
microjeringa a través de un septo de goma, gque tiene porxr
finalidad cerrar la zona de entrada de la muestra evitando la
fuga va sea del gas portador como de la muestra, al mismo
tiempo evitar 1la entrada de oxigeno debido a que podria oxidar
a altas temperaturas la fase stacionaria de 1la columna
capilar disminuyendo su vida 0til. Es importante recordar de
reemplazar el septo periodicamente, debido al desgaste que el
mismo sufre en funcidén del wuso, vya gque particulas de este

terminan siendo arrastradas por el gas portador, junto con la
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muestra produciendo el efecto "septum bleed". ste efecto
consiste en la aparicién de wuna linea base sucia vy ocurre
rérdida de picos en el cromatograma.

Ocurrida la 1inyeccién de la muestra en fase liquida a
través del septum a la camara de vaporizacidn se abre una
valvula splitless y se calienta la camara rapidamente
alcanzando una temperatura de inyeccidédn de 2502C. La céamara
de wvaporizaciédn consiste en un tubo recto de vidrio tratado
que permite que la muestra sez transferida a la columna
cromatografica con la minima dilucidn posible con el gas
portador. Una vez realizada la inyeccidén en splitless,
vaporizada la muestra y arraztrada por la fase mévil existe el
fenémeno "efecto solvente" para la focalizaciédn de la muestra
en la columna capilar para obtener un pico cromatografico lo

estrecho posible, v consecuentemente con una  mayor

as
]

m
eficacia(figura 22).

El efecto solvente se denomina a la condensaciédn del
discolvente en una pequefia pelicula al comienzo de la columna
capilar, permitiende 1la reconcentracién de los componentes
vaporizados de la muestra, siende particularmente importante
gque la longitud de esta pelicula de disolvente sea pequefia
debido a que la muestra se distribuye a 1lo largo de ella de
manera que a mayor longitud, mayor anchura del pico
cromatografico vy consecuentemente menor eficacia. La longitud
de la pelicula de disolvente depende de factores como el
didmetro de la columna, volumen de muestra inyectado,

temperatura del inyector, temperatura 1inicial de la columna y
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afinidad entre el disclvente de la muestra y la fase
estacionaria. A mayor diametro de la columna, mayor la
longitud de la pelicula de solvente, como se utilizan columnas
de didmetros muy pequefios este factor influye muy poco en la
longitud de la pelicula. Por otra parte a mayor volumen de
inyeccién también se producira wun incremento proporcional en
la longitud de la pelicula de solvente,

Un aspecto importante es gque la temperatura inicial de
la columna debe de estar entre 15-202C por debaio del punto de

ebullicidén del disolvente para permitir la condensacién de

ste v la formacién de esa pegquefia pelicula. 81 bien, dicha

M

mperatura debe ser minimo 352C menor gque el componente de

ct
iy

muestra con mas bajo punto de ebullicién para evitar su

P
Qt

condensaclidn, Por otra parte el grado de polaridad del
disolvente vy de la fase estacionaria de 1la columna capilar
debhe ser similar para evitar que la pelicula de solvente sea
muy larga vy poco homogenea, debido a que esto produciria picos
distorsionados en el cromatograma.

La pelicula de discolvente se comporta de forma similar a
una fina pelicula de fase estacionaria en la que la muestra
vaporizada es altamente retenida debido a su elevada afinidad
por el disolvente, con esto se disminuye el diametro de la
columna y origina una pequefia relacién de fases, Beta.

Finalmente la formacidén de 1la pelicula de disolvente
produce una disminucién en el diametro de la columna y wuna
relacién de fases Beta prequefla. La disminuciédn de la relacidn

de fases causa un incremento del factor de capacidad, al
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aumentar la retencién de los solutos vy causa un aumento del
coeficiente de reparto como consecuencia de la reconcentraciédn

de la muestra al comienzo de la columna capilar(64).

2) El gas portador: El gas portador ¢ fase movil del
proceso debe ser adecuadamente seleccionado siendo fundamental
para obtener wun buen rendimiento en la eficacia de la columna.
Su funcidén es conducir la mezcla de analitos introducida en el
sistema cromatogrifico hasta la salida del detector, pasando a
través de la columna donde se produce la separacién. El gas
debe ser quimicamente 1inerte vy no interaccionar con la

1 mezcla, no

D
w

columna. ni con ninguno de log componentes d
afectando el proceso de reparticidn vy separacién en la
columna. Su eleccién deberid hacerse en funcién de la
naturaleza de la muestra. de lz fase estacionaria y el tipo de
detector utilizado, otros aspectos a considerar es el coste,
pureza y seguridad de su uso. El gas portador dehe ser de
elevada pureza, libre de cualquier contaminante que pueda
afectar la fase estacionaria.

Alzunas caracteristicas mas destacadas de los
principales gases son: el nitrégeno es seguro y econdmico,
pero presenta baja conductividad térmica. Ya el hidrégeno
presenta elevada conductividad térmica, baja wviscosgidad vy es
de bajo costo, pero tiene la desventaja de reducir o alterar
los analitos de la muestra. El helio es sezuro de manipular,
tiene alta conductividad térmica, es de baja viscosidad, y es

menos denso que el hidrégeno, lo gque le permite un mayor
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caudal. Su desventaja es el elevado costo.

La fase mdvil en Cromatografia a Gas (GC) afecta la
duracién del proceso cromatografico Yy a la resoluciébn
cromatografica a través de la velocidad de 1los analitos en el
gas., De eate modo cuanto menor sea la difusién del analito,
menor e3 la velocidad o&6ptima del gas, aumentando la duracién
del analisis.

La resolucién cromatografica depende del gas portador,
vya que este influye en la eficacia de la columna. La eficacia
de una columna en la separacidédn de un componente depende de la
anchura del pico cromatografico, gque a su vez 3ze evalua
comparando el namero de platos tedricos de la columna con el
numerce de platos efectivos.

La naturaleza del gas portador afecta el nimero de
platos teéricos a la altura equivalente a un plate y en
consecuencia a la eficacia de la columna. Para elegir el gas
portador y determinar el flujo éptimeo de éste a través de la
columna manteniendo la mayor eficacia posible, se utiliza la

ecuaciéodn de Van Deemterxr(61).

H=A+ B/u + (CM +CS)u

La ecuacién considera las turbulencias del gas portador,
su difusidén y la resistencia a la transferencia de masa. Si
enfrentamos el H frente a la wvelocidad lineal media de cada
posible gas (nitrégeno, helio, y hidrégeno) obtendremos

distintos graficos como las representadas en la figura 23.
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Camara
Septum g4 vidrio

N Entrada a
la cAmara
Bloque metdlico
calentado

Gas f
portador

Figura 22. Bloque de inveccién. Tomado de Técnicas

Analiticas de Separacién(6l).

En virtud de las caracteristicas intrinsicas de cada gas
el H2 en teoria permite alcanzar mayores velocidades sin
disminuir la eficacia de la columna, no obstante debido al
riesgo de explosién que representa se torna extremadamente
peligroso la recomendacién para su utilizacién. Por otra
parte el gas nitrégeno causa pérdida de eficacia en la columna
relacionada con pequefios aumentos en la velocidad del gas.
Debido a esto el helio se torna la alternativa mas idénea vy
viable como gas portador, vya que permite mantener una 6ptima
eficacia frente a una velocidad de gas adecuada para el
analisis, ademas su manejo no representa ningun riesgo al

operador.
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3)Columna cromatografica: La fase estacionaria que se
encuentra en la columna capilar de fenil-metil-silicona es
liquida y estéd confinada en un tubo large metdlico, que se
encuentra fija a esta a través de enlaces iénicos covalentes a
la superficie interna, formando una capa delgada. La ventaia
del wuso de estas columnas capilares es que confieren al
analisis mayor resolucién, sensibilidad y velocidad,
utilizando un minimo de muestra del orden de 2 ul.

Bl elegir wuna columna cromatogréafica debe hacerse en
funcién del tipo de andlisis a realizar, tomando en cuenta la
fase estaciconaria, espesor de la fase, longitud de la columna
y diametro interno de la misma.

En el caso del andlisis y deteccién de drogas de abuso,
debidoe a que los metabolitos de las drogas a analizar son
compuestos apolares, utilizamos fases apolares para su
analisis cromatografico. Estas fases apolares de la columna
cromatografica tienen por finalidad separar solutos en orden
cresciente a sus puntos de ebullicién, alcanzando elevados
rendimientos, con la ventaja de ser muy resistentes al oxigeno
y a la temperatura, lo que les confiere una vida media amplia.

Se puede relacionar los parémetro di&metro interno vy
espesor de la columna cromatografica a través de la siguiente
ecuacién:

B = D/&u

Donde B(beta) es la relacién de fases, D es el didmetro

interno de la columna en micras vy u es el espesor de la fase

estacionaria. Observande estos agpectos, alteraciones en el
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espesor de la fase estacionaria o bien en el diametro interno

de la columna cromatografica influyen directamente en la

retencién de 1los solutos de la muestra. Si bien, columnas
cromatograficas con spesores de la fase estacionaria
elevados, presentan relaciones de fase pequefias, lo que

implica en mayor retencién de solutos y deberan ser utilizados
para analisis particularmente de compuestos muy voléatiles, con
la ventaja adicional que la capacidad de carga de la columna
aumenta(éL). Se presenta en la tabla 8 alguncs ejemplos de
fases estacionarias.

Por otra parte, si los espesores de fase de las columnas
cromatograficas son bajos, se utilizaran estas columnas para
separar compuestos poco volatiles.

En columnas capilares el diametro interno oscila entre
0.18-0.25 mm, el espesor de la fase entre 0.2-0.5 u. Elegir
una longitud adecuada de la columna estara en funcién de la
complejidad del analisis de la muestra y en el casoc del
anadlisis de metabolitos de drogas de abuso dependerad también
de la proximidad entre 1los puntos de ebullicién de los
compuestos a separar. Una mejor y mayor resolucidén en la
separacidén entre los picos cromatograficos de los distintos
compuestos de la mezcla de una muestra, serd alcanzada cuanto
mayor sea la longitud de la columna, debido a gque a mayor
longitud, mayor numero de platos tedricos. La longitud de las

columnas capilares oscila entre 10 y 30 metros.
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Figura 23. Variacién de la H con la velocidad de flujo

de la fase mévil(N2,He,H2) en columna capilar. Tomado

de Técnicas Analiticas de Separacidén(6l).

4)Detector: El detector es un dispositivo capaz de
medir una propiedad fisica del gas portador, que varia con la
presencia de pequefias cantidades de los componentes que se
analizan en una muestra. Consiste en un sistema continuo de
deteccién por el que pasa el gas portador con lo analitos
separados previamente en la columna cromatografica vy genera
una sefial eléctrica distinta para cada analito en la muestra,
que es amplificada enviada al registrador o microprocesador.
Una caracteristica del detector es su elevada sensibilidad,
que se expresa por la razén existente entre la sefial obtenida
(respuesta del detector), frente a la concentracién del
analito o velocidad de fluijo.

Para los detectores que dependen de la concentracién, la
sensibilidasd viene definida por el producto del &rea del
pico(B) por la velocidad de flujo(v), dividido por el peso de
muestra(p): S = A.v.t/p

Para detectores que dependen de la masa, la sensibilidad
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es el cociente entre el area del pico y el peso de muestra, no
dependiendo de la velocidad de flujo. Siendo el limite de
sensibilidad, la magnitud de la propiedad fisica que
proporciona la minima sefial perceptible.

El detector es un elo entre la separacién de los
componentes de una muestra en una mezcla gque pasa por la
columna y el cromatograma. La deteccién del analito genera un
potencial eléctrico, sefial esta que es transmitida a un
registro, el cual disefia los respectivos cromatogramas.

La estabilidad del detector depende de la constancia de
la seffal de fondo obtenida en funcién del tiempo. La
respuesta del detector debe ser continua vy reproducible frente
al mayor numero posible de sustancias. Debe poseexr un rango
de concentraciones de scolutoc en el que 1la respuesta del
detector sea lineal, bien sea que aumentos de la cantidad de
soluto correspondan a un incremento proporcional de la sefial
del detector, siendo la sefidl del detector directamente
proporcional a la concentracién del analito en la muestra.

El ruido de fondo del detector determina el limite de
deteccién: cantidad minima de analito que puede ser detectada.
Otras caracteristicas del detector debe tener tiempo de
respuesta corto, resistencia mecanica y quimica y ser de facil
manejo y mantenimiento (61).

Existe un amplio numero de detectores usados en
cromatografia de gases como son: de Ionizacién de llama, de
Captura electrénica, de Conductividad térmica, de Nitrégeno-

fésforo, de espectrometria de masa , siendo este Ultimo de
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caracter universal, devido que es capaz de producir una sefial
eléctrica frente a cualquier tipo de sustancia que eluya en la
columna. Se representa a seguir el procedimiento analitico de

inveccidén en Cromatografia a Gas (GC).

MUESTRA INYECTOR GAS PORTADOCR

COLUMNA

DETECTOR

SISTEMA DE PROCESAMIENTO DE DATOS

REGISTRO

Figura 24. Esquema del procedimiento analitico
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9.2.- Aplicacién en Muestras Biolégicas de orina

La muestra biolégica utilizada en este trabajo fue 1la
orina de los pacientes, que una vez determinado e identificado
el metabolito por un método de inmunoensayo preliminar, se
procedid a su confirmacién por Cromatografia de

Gases/Espectrometria de masa(1l8).

9.3.- Determinacié4n de Drogas de Abuso en orina

Fueron separados e identificados metabolitos de
opiaceos(morfina,codeina, 6-MAM), delta-9-tetrahidrocannabinol,
cocaina(benzovlecgonina,ecgonina metilester), en muestras

de orina en poblaciones laboral vy drogodependientes.
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Stationary  Max. Temp Phase Type Uscs
Phasc °c

Apiczon L 300 Hydrocarbon  Barbiturates
grease Amphetamines

SE-30 300 Dimethyl- General
silicone purpose

Oi/- 1 350 Dimethyl- General
silicone purpose

OoVv-101 350 Dimethyl- Genéral
silicone purpose

oVv-i17 350 Phenylmethyl- General
silicone purpose

Carbowax 20M 225 Polyethylene Alcohols
glycol

Tabla 8. Ejemplos de fases estacionarias usadas en
analisis de drogas de abuso. Tomada de The Rnalysis

of Drugs of Abuse an Instruction Manual (1).
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10.- Método Espectrométrico

10.1.- Descripcidn de la Técnica

Los principios de la técnica espectrométrica se
fundamentan en la correlacién entre la estructura molecular vy
el tipo de fragmentacidén idnica. Existe una correlacién
directa entre la estructura quimica y el tipo de fragmentacién
de masas que caracteriza el compuesto analizado como una
huella quimica. Para la identificaciédn de las drogas de abuso
v 3us metabolitos, se utiliza la Espectrometria de masas a
partir del impacto de electrones sobre la sustancia
consiguiendose su fragmentacidén molecular. La espectrometria
de masa se basa en la ionizacién de las muestras en estado
gaseos0 vy en la separacidén de las moléculas que la componen,
seglin una relacién masa/carga de los iones formados.

El espectro de masas se compone de dos elementos la
fuente ibénica y el analizador fundamentalmente, en la primera
las moléculas son convertidas a iones positivos y otras con
cargas neutras. Los iones moleculares una vez fragmentados
pasan por un campo magnético intenso, el cual desvia los iones
positivos por un tubo curvo conforme a su relacién de
masa/carga(m/z), siendo separados por el espectrémetro que los
envia al detector, el cual registra picos con las relaciones
m/z encontradas. Como el numero de carga suele ser uno, los
picos de relacidén m/z se resumen a la masa del 1ién que se

trate. En el analizador es donde se produce la
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diferenciacién de 1los 1iones en relacién a la m/z.

El espectro de masa de un compuesto se presenta como una
grafica de barras cuyo eje de las abscisas presenta unidades
de masa (valores m/z) y el eje de las ordenadas presenta
intensidades relativas expresadas en nuUmerc de iones de una
relacién masa/carga dada que llega al detector. Al pico base
considerado el mas alto se le asigna de forma arbitraria una
intensidad del 100%. Es importante recordar que existen
excepciones en que los compuestos no presentan un ién
molecular en su espectro de masa, aunque suele ser facil de
identificar por su amplia abundancia(65).

Cuandc se invecta una muestra en el cromatégrafo de
gases,la sustancia en estudio es arrastrada en su
totalidad(splidless) dispersandose en el gas portador, que es
introducido dentro de 1la fuente 1ibénica del espectrbémetro a
través de la interfase Gases/Masas. Los electrones actuan
bombardeando las moléculas de 1la muestra, como proyectiles
expulsados de la fuente iénica por un filamento incandescente
atravesando enseguida la camara idénica en direccién a un
dnodo. De este modo el flujo de moléculas procedente de la
muestra vaporizada que entra en contacto con la fuente iénica
interactua con el haz de electrones ionizando las moléculas y
formando los iones positivos. Estos salen de la fuente iénica
por un potencial siendo acelerados por el gran diferencial de
potencial existente entre los dos electrodos (figura 25).

Acto seguido al flujo de iones positivos que pasan por

entre las placas de repulsidén al salir de la fuente idnica se



Espectrometria de Masas 166

les aplica potenciales bajos para que se produzca un haz
definido de iones positivos y se enfoca el rayo de luz en un

espectrofotémetro(66).

Fuente iénica

L~ Placa de repulsién

Hoz de
——electrones

: J
Filamento Placas de enfoque

de los iones
Placas aceleradoras <
de iones

Figura 25. Fuente iénica.Tomada de Interpretacién de los

Espectros de Masas (66).
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El haz 1iénico que se deriva de la fuente idénica
impactando en las moléculas de la muestra, las divide en sus
respectivas masas idnicas (m/z), vy a través de deflexién
magnética ocurre la separacién de los iones positives, que
colisionan con un colector de iones produciendo una corriente
de electrones que es proporciconal a la abundancia 1iénica
(figura 26).

La eficacia de la ionizacién de las moléculas y la
formacién del espectro es de extrema sensibilidad(67), siendo
capaz de obtenerse espectros patiendo de submicrogramos de
muestra.

Los compuestos de baja volatilidad pueden ser
introducidos insertados directamente, mientras que otros es
necesario utilizar un procedimiento de derivatizacién previa.
Una pequefia fraccién de la sustancia evaporada es ionizada por
bombardiamiento de electrones en condiciones de elevado vacio
en la fuente iénica, resultando en la descomposiciédn molecular
de la sustancia con sus respectivos pesos moleculares
definidos en fragmentos idnicos. Todos los iones positivos son
acelerados, focalizados y separados de acuerdo con su relacién
masa/carga(m/z), en el campo magnético que sigue a su paso
tréds el bombardec con el haz de electrones, siendo medida la
corriente de cada ion separado. Es de extrema importancia
relacionar los iones positivos formados de la muestra con el
bombardeoc de electrones indicado por el espectro de masa, con
la estructura molecular de la muestra.

El Espectro de Masas representa la relacidén entre 1la
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proporcién masa/carga de la variedad de fragmentos iénicos
formados y la intensidad relativa de la corriente ibnica. Lo
que ocurre es que los electrones tienen energias del orden de
50-100V muy superiores a las energias necesarias para la
ionizacidén de las moléculas que es del orden de 7-16V. De
esto resulta que de la interaccidén de un electrén y una
molécula surge un ién molecular por eyecciéd4n de otro electrédn.
El ién molecular a su vez se descompone en fragmentos idnicos
del espectro, que indican las partes que componen la molécula.

La interpretacién del espectro de masas se fundamenta en
la identificacién del 1ién molecular que determina el peso
mclecular v la composiciédn elemental de una molécula(66), Un
espectro de masa manifiesta esencialmente la masa de la
molécula y los fragmentos que se originan de su ruptura.

El Espectro de Masas es usualmente representado
graficamente por abscisas y ordenadas donde las abscisas
corresponden a la proporcién masa/carga en unidades de masa
atémica(BAMU) y las ordenadas representa la intensidad relativa
de la corriente idnica de la variedad de fragmentos iébnicos
formados.

El tipo de fragmentacién es reproducible Y
caracteristico para cada compuesto organico. De esta forma la
Espectrometria de Masas es el método més especifico en la
actualidad para la identificacién de compuestos orgénicos. El
elevado poder de resolucién de la cromatografia de gases
combinado con columnas capilares y la técnica espectrométrica

permite alcanzar resultados practicamente definitivos en
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cuanto a la identificacién y elucidn estructural de

analitos(6l).

Del sistema de entrada
por el depésito

— Fuente idnica

-—
000®®0
s0e®C%% 0

2

000009040
0860 80

o
..

‘Rendija de salida
de iones

Haz de iones separados

Colector de iones

Figura 26. Representacién esquemdtica de un Espectro

de Masas. Tomado de MCLAFFERTY,F.W. (66)

los

La correlacién entre estructura quimica y fragmentacién

i6énica derivada de la ionizacién de la sustancia es el

pilar
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de identificacién en que se basa esta técnica. Todo compuesto
organico tiene un tipo fundamental estructural correlacionado
a sus fragmentos 1iénicos, cuyo calculo puede obtenerse con
exactitud por la medida de su masa o PM(peso molecular), esto
se aplica para las drogas y sus metabolitos. Es por tanto un
métodoe de singular importancia, imprescindible y de extrema
utilidad y fiabilidad para identificaciédn de drogas de abuso
a partir del hallazgo de la masa molecular(68) (tabla 9).

Los metabolites wusualmente poseen la misma estructura
quimica fundamental que su pariente compuesto de origen Yy
ademas su Espectro de Masa contiene similares o 1identicas
moléculas y consecuentemente tendra semejantes fragmentos
idénicos al descomponerse en la fuente iénica(l).

Los cambios quimicos de la estructura fundamental vy los
consecuentes al metabolismo de la sustancia o debido a los
procedimientos de derivatizacién, conducen a los tipicos
cambios en el Espectro de Masas. No se puede considerar una
identificacién quimica precisa sin haberxr 3ido capaz de
detectar su presencia particularmente de drogas en fluidos o
materiales biclégicos y su respectiva confirmacié4n por Gases

Masas.(figura 27)

CAMARA DE SEPARADOR AMPLIFICADOR
IONIZACION DE IONES DE LA SENAL REGISTRO

Figura 27. Proceso Espectrométrico de Masas
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Trace Immunomethod - Method(s) of comparison Results Reference
cortisol ria hplc or ms (reference method) hplc more accurate than ria 1068
cortisol ria ms ria results 25% higher than ms 1069
6p-hydroxycortisol ria hplc good correlation. ria simple, rapid 1070
derivative of prostaglandin £, ria ge~ms, tic ria least specific 1071
benzodiazepines EMIT tic EMIT faster than tic 1072
benzodiazepines EMIT gc EMIT frequently gives low vdlues for 1073
elevated diazepine concentrations
diazepam ria gC ria consistently higher by about 60 ng/ml 1074
diazepam EMIT gc good agreement 1075
bupropion ria hplc excellent agreement 1076
doxepin ria hplec good correlation (r = 0.99) 1077
halopcridol na gC good agreement only after extraction 1078
before ria determination
imipramine ria gc. gc-ms results of all 3 methods agree 1079
- nomifensine ria gc resuits agree 1080
procainamide EMIT hplc results agree (r = 0.98) 1081
procainamide ria gC good correlation 1082
phenvcyclidine ria gc, EMIT correlation between 3 methods acceptable 1083
phenycyclidine EMIT gc correlation good (» = 0.98) 1084
phenobarbitone, phenytoin EMIT hplc correlation (r = 0.99 and 0.97) 1085
methotrexate ria hpic, EMIT agreement 1086
gentamycin ria hplc, fluoresc. immunoassay fluorescence immunoassay gives best results 1087
gentamycin ria EMIT, microbiological assay, ria gives higher results, other methods agree 1088
adenylation
indol-3-ylacetic acid ria ge-ms agreement after chromatography before ria 1089
cannabinoids EMIT ria, gc-ms EMIT preferable to ria or gc 1090
a'-tetrahydrocannabinol ria gc-ms results agree 1091
tobramycin EMIT microbiol. assay results agree 1092
tobramycin ria EMIT, microbiol. assay EMIT more precise 1093
drugs of abuse EMIT ge-ms excellent agreement in most cases 1094
morphine ria [ ria gives higher results 109$
morphine EMIT gc gc more precise 1096
quinidine EMIT fluorimetry EMIT more specific 1097
quinidine EMIT hpic EMIT gives higher resuits, hplc more 1098
specific
quinidine EMIT hplc hplc more specific. correlationr = 0.95 1099

Tabla 9. Comparacién de métodos de inmunoensayos.

Tomado de Organic Trace Analysis(68)

10.2.- Aplicacién en Muestras biolégicas de orina

El

de muestras

método espectrométrico de masas

se aplicd para 1la

de orina positivas en técnicas de
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screening por inmunoensayos de poblacién laboral de nuevo
ingreso y de plantilla, asi como también en poblacién de

pacientes en reabilitacién de drogodependencia.

10.3.- Determinacién de drogas de abuso en orina

Una vez constatada la positividad de las muestras a
drogas de abuso por las tres técnica de screening por
inmuncensayo, se procede a su confirmacién por Gases Masas. En
el presente trabaje fueron identificados opiaceos(morfina,6-
MAM, codeina) ,cannabis(delta-29 -

tetrahidrocannabinel),cocaina, benzoylecgonina,ecgonina-metil-

ester).

10.4.- Cromatogramas y Espectros de masas de las drogas

de abuso

A seguir mostramos ilustraciones de los cromatogramas de
los metabelitos de drogas de abuso(marcadores biolégicos)
investigados, con sus respectivos espectros de masas. Para
opiaceos: merfina(figura 28), codeina(figura 29) y 6-
MAM(figura 30). Para el cannabis delta-9-tetrahidrocannabinol
(figura 31). Para cocaina(figura 32), benzoylecgonina(figura

33) vy ecgonina metilester(figura 34).
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11.- LEY DE PREVENCION DE RIESGOS LABORALES
(LEY 31/1995)

Se fundamenta esta ley en la normativa legal que busca el
desarrolle de una politica de proteccién de la salud de los
trabajadores mediante la prevencién de los riesgos derivados
del trabajo, donde se configura en un marce general el
desarrollar las distintas acciones preventiva en sintonia vy
concordancia con las decisiones de la unién europea con el
compromiso de mejorar progresivamente las condiciones de
trabaijo y de conseguir estes obietivos conjuntamente y en
armonia en los diferentes paises europeos.

De la 1incorpeoracién de Espafila a 1la CEE se deriva la
necesidad de integrar armonicamente dentro del contexto
politico comunitario 1la implementacién de wuna accién politica
gque mejor encause la prevencidédn de los riesgos derivados del
trabajo. El tratado de la unién europea ha reforzado vy
promovido mejoras en el medio laboral intentando aproximarse a
la armonizacién en el progreso de las condiciones de seguridad
y salud de los trabajadores.

Esta ley 31/1995 de Prevencién de Riesgos Laborales se
reviste de especial trascendencia al abarcar el universo del
medic ambiente laboral, de la seguridad y la salud de los
trabajadores, recogiendo de forma integrada la politica de
prevencién de riesgos laborales, enfatizando en que es preciso
establecer un adecuado nivel de proteccién de 1la salud de los

trabajadores, frente a riesgos derivados de 1las condiciones de
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trabaio, partiendo del reconocimiento del dexrecho de los
trabajadores en el ambito laboral a la protecciédn de su salud
e integridad.

El ambito de aplicacién de la ley incluye los trabajadores
vinculados por una relacidén laboral en sentido estricto vy
tiene por finalidad mejorar y elevar el nivel de protecciédn de
la salud vy la seguridad de los trabajadores, y busca articular
obligaciones y responsabilidades de los individuos
directamente relacionados con el hecho laboral, fomentando una
cultura preventiva mediante la promocién de la mejora de la
educacién en todos sus niveles, involucrando a toda la
sociedad en su conjunto, con el fin de alcanzar su objetivo
social la proteccién del trabajador en el medio laboral. La
proteccidn del trabajador frente a los riesgos laborales exige
una actuacidén y compromiso por parte de la empresa, que debe
contemplar en todo momento desde el instante mismo del disefio
del proyecto empresarial la planificacién de la prevencién de
los riesgos laborales, asi como de su permanente actualizacién
a medida que se alteran las circunstancias laborales.

Es imprescindible que las medidas de accidén preventivas
sean adecuvadas a la naturaleza de los 1riesgos detectados y el
control de la efectividad de las mismas constituya la base de
la prevencidén de 1riesgos laborales, de forma que estas
medidas aliadas a una adecuada informacién y formacién de los
trabajadores se consolide, con el objetivo de mejor
conocimiento de los riesgos derivados del trabajo, como de la

forma de prevenirlos y evitarlos, adaptados en funcibén de las
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peculiaridades de cada actividad laboral vy caracteristicas de
los individuos que las desarrollan.

La atencién a la confidencialidad y el respeto a la
intimidad en relacién a las medidas particulares a adoptar en
actuaciones de relacién laboral que como por ejemplo tiene su
aplicabilidad en el contexto de la investigacidn laboral de
drogas de abusoe o© de analisis de drogas "in  situ",
fundamentalmente en aquellas funciones de elevada
responsabilidad como manejo de armas y conduccién de vehiculos
por eijemplo.

El articule 22 del capitulo 1 de la Ley de Prevencién de
Riesgos Laborales expresa que esta tiene por objetivo promover
la seguridad y la salud de los trabajadores a través de la
aplicacién de medidas y el desarrollo de actividades
necesarias para la prevencién de riesgos laborales. El
articulo 42 del mismo capitulo se refiere a que debe tomarse
un conjunto de medidas adaptadas en todas las fases de
actividad de la empresa con el fin de evitar o disminuir los
riesgos derivados del trabaio, que es la posibilidad de que un
trabajador sufra un determinado dafio derivado del trabajo, asi
como contempla todavia en este apartado todas aquellas medidas
que deben ser adoptadas por la empresa de caracter colectivo o
individuales, como son equipos de proteccién colective e
individual para los trabajadores, procurando con estas medidas
proteger los trabajadores de dafios a la salud.

Cabe a la Administracién Piblica dice el articuleo 72 del

capitulo II de esta Ley el cumplimiento del desarrollo de las



funciones de promocién de la prevenciédn de riesgos laborales
el cumplimiento del desarrollec de las funciones de promociédn
de la prevenciédn, asesoramiento técnico, vigilancia y control
del cumplimiento de esta normativa, asesorada por el Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo.(BOE num 269,
nov/1995)(69).

Como se puede apreciar existe un compromiso y preocupacién
patente del Estado en los cuestionamientos médico-legales que
pueden plantearse por ejemplo en cuanto a la exposicién de
drogas de abuso se refiere por parte de la poblaciédn laboral,
en virtud del riesgo a la salud y la integridad fisica
implicitos que pueden derivarse de la exposicidédn a las drogas
de abuso en el medio laboral, que podrian contribuir a la

accidentabilidad.
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12.- RESULTADOS Y DISCUSION

12.1.- Screening de drogas de abuso por inmunoensayos vy

confirmacién por gases masas(GC-M3)

En el presente trabajo hemos investigado las frecuencias
de positividades a la exposicidén a drogas de abuso opiaceos,
cannabis, cocaina, benzodiacepinas, anfetaminas vy sus
metabeolitos,.en el caso de 1los copidceos la morfina, codeina vy
6-MAM, para el cannabis el delta-9-tetrahidrocannabinol, en el
caso de 1la cocaina la Dbenzovlecgonina y ecgonina metilester,
en las anfetaminas hemos investigado anfetamina Y
metanfetamina derivados de feniletilamina, en el caso de las
benzodiacepinas el oxazepan, como marcadores biolégicos,
utilizando tres técnicas de screening por inmunoensayos
(KIM,FPIA y CEDIA) \' estableciendo su correlacién de
positividades con una técnica de referencia que fue el gases
masas(GC-M3). Analizamos 5000, 627 vy 111 muestras de orina en
poblacién laboral de plantilla en reconocimientos anuales,
nuevo ingreso Y rehabilitacién de drogodependientes
extrabajadores en tratamiento, respectivamente.

La definicién de 1los positivos por inmunoensayo fue
establecida previamente en los 1instrumentos a partir de
determinados puntos de corte que para el método KIM fueron:
para opiaceos 300 ng/mL, cannabis 50 ng/mL, cocaina 300 ng/mL,
anfetaminas 1000 ng/mL vy benzodiacepinas 100 ng/mL. Se

consideraron positivos por FPIA a partir de los siguientes
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puntos de corte: opidceos 200 ng/mL, cannabis 25ng/mL, cocaina
300 ng/mL, anfetaminas 300 ng/mL y benzodiacepinas 200 ng/mL.
Los positivos por CEDIA tuvieron un punto de corte para
opidceos 300 ng/mL, cannabis 50 ng/mL, cocaina 300 ng/mL,
anfetaminas 1000 ng/mL y benzcdiacepinas 300 ng/mL.

En el cuadro 1. se observa que ocurren bajas frecuencias a
la exposicién de drogas de abuso, prevaleciendo la exposicién
a benzodiacepinas en personal de plantilla, encontramos 243
muestras pogitivas por la técnica KIM, de las cuales se
confirman todas las muestras positivas a opidceeos(100%), no
detectamos practicamente hercina apesar de haberlas pasado por
el gases masas, porque no encontramos el marcador de
exposicién a la heroina el 6-MAM vy porque los coeficientes
morfina/codeina son bajos, por lo que corresponden a
exposicién a farmacos como el codeisan. En el caso de la
cocaina se confirmé el 100% de los positivos en el screening,
salvo para las muestras positivas a cannabis cuya confirmacién
fue de 96,4%. Nos encontramos con dos falseos positivos a
cannabis debido a problemas en la especificidad y sensibilidad
del anticuerpo en el procedimiento turbimétrico KIM, habiendo
sido constatado interferencias con otras especies
farmacolégicas por encontrarse tomando macrélidos
concretamente rifampicina, ocurriendo asi una reaccidén
cruzada.

En el grafico 1. podemos observar la distribucién de los
243 positivos a drogas de abuso de la poblacién de plantilla

por la técnica KIM. En el grafico 2 sectorial analizamos 1la



frecuencia porcentual de cada una de las drogas en este grupo
de plantilla, siendo la mayor exposicién a benzodiacepinas de
un 46,5% y la menor frecuencia para cocaina y anfetaminas de
3.3% para ambas. En el cuadro 2 tenemos la comparacién porxr
métodos KIM y CEDIA de las frecuencias a la exposicién a
drogas de abuso de las 243 muestras positivas de las 5000
muestras analizadas en personal laboral de plantilla vy
observamos que se confirman por gases masas el 100% de las
muestras positivas en CEDIA, sin embargo ocurren dos falsos
positivos en KIM lo que ratifica 1la importancia de usar la
técnica de confirmacién gases masas. No fue posible confirmar
por gases masas los positivos a benzodiacepinas ni a
anfetaminas porque no era el co¢bjetivo de este trabajoe, no
obstante se observa un incremento en la exposicién a estas
drogas de abuso en el grupo de plantilla que puede tener
importantes repercusiones en la sinestrabilidad laboral por
ejemplo, en virtud de que el interés médico laboral esta en
establecer relaciones de la exposicién a drogas de abuso con
la presuncién de riesgo en el momento de asumir el puesto de

trabajo y durante el desempefio del mismo.
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De estos resultados podemos desprender que las técnicas de
screening por inmuncensayos son muy Utiles en la investigacién
y presuncién de drogas de abuso en orina en poblacidédn laboral,
en funcidén de los puntos de corte que utilizemos. Sin embargo
en el caso del cannabis se necesitaria aumentar para 50 o 100
ng/mL el punto de corte, conforme recomendaciones en la
actualidad por el NIDA. Ademas porque los puntos de corte
entre 25- 50 ng/mL son mas que discutibles desde el punto de
vista médico y técnico en la interpretacién de resultados.
Por otra parte en poblacién 1laboral nuevo 1ingreso las
frecuencias de exposicidén a drogas de abuso se resumen en el
cuadro 3, donde observamos la distribucién de 73 muestras
positivas a drogas de abuso de un total de 627 muestras de
orina analizadas por FPIA, donde se aprecia que la prevalencia
al cannabis es mayor con frecuencias a la exposicién de un
8,77% en relacidén a las otras drogas de abuso analizadas, no
solo porque se consume mas sino porque los metabolitos del
cannabis pueden detectarse en orina hasta tres semanas después
del consumo, debido a su capacidad de almacenarse en teiido
adiposo, va los metabolitos de opiaceos y cocaina son
detectados hasta 72 hs después de la exposicién. Sin embargo
al confirmar las muestras positivas a drogas de abusc por
gases masas(GC-MS), nos encontramos que el cannabis nos ha
dado dos falsos positivos, debido a wuna reacciédn cruzada que
pudo constatarse al encontrarse estos pacientes tomando
macrélidos, concretamente rifampicina, esto en virtud del

anticuerpo que usa la técnica ser policlonal y con esto de
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menor especificidad vy sensibilidad en relacidén a la técnica
CEDIA por eijemplo. La confirmacién por GC-MS de los positivos
a opiaceos vy cocaina por la técnica FPIA en esta poblaciédn
nuevo ingreso fue del 100%. En el grafico 3, observamos la
distribucién de las 73 determinaciones positivas a drogas de
abuso con 8 positivos a opiaceos, 55 positiveos a cannabis, 6
positivos a cocaina, 2 positivos a anfetaminas y 2 positivos a
benzodiacepinas. En el grafico 4, podemos analizar la
distribucidn sectorial de exposicién a drogas de abuso de los
73 casos positivos de la poblacién de nuevo ingreso, con
prevalencia mayor al cannabis de 75,3% , seguido de 11,0% a
opiaceos, de 8,2% a cocaina, 2,7% a anfetaminas y 2.7% a
benzodiacepinas.

En el cuvadro 4 vy grafico 5 observamos la distribuciédn
porcentual cuanto a sexo de la exposicién a drogas de abuso
analizadas por FPIA y CEDIA con su respectiva confirmacidédn por
gases masas en una submuestra de 226 orinas de poblacién nuevo
ingreso, donde apreciamos la elevada exposicién de las mujeres
a opiaceos que se censtata ser por consumo de farmacos.

El cuadro 5 muestra la comparacién de resultados de 393
muestras de orina analizadas por FPIA y CEDIA, encontrando en
34 positivas a FPIA 7 falsos positivos al cannabis por
haberse constatado en estos el uso de macrélidos concretamente
la rifampicina. Por otra parte se observa muy pocos falsos
negativos en CEDIA en este caso 1 por encontrarse el punto de

corte en 50 ng/mL.
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En el cuadro 6 observamos la frecuencia de positividades a
drogas de abuso por enzimoinmuncensayo CEDIA de una muestra de
111 pacientes extrabajadores en tratamiento de rehabilitacién
de drogodependencia en una clinica de rehabilitacién en
Madrid. En este grupc ocurren frecuencias mas elevadas de
exposicién a drogas de abuso en el screening cuando comparadas

a las poblaciones laboral de plantilla y nuevo 1ingreso,

prevaleciendo un incremento de exposicién a las
benzodiacepinas con 95 positivos(85,5%), seguido del cannabis
14 positivos(12,6%), cocaina 6 positivos(5,4%), opidceos &
positivos(3,6%) vy anfetaminas 3 positiveos(2,7%). Todos los

positivos en CEDIA se confirmaron por gases masas al 100%,
excepto las anfetaminas y benzodiacepinas que como yva hemos
explicado anteriormente no era objetivo de nuestra
investigacién, porque para tal fin debia diseflarse una técnica
especial para su determinacién.

El grafico 6 muestra la distribucién de los 122 casos
positivos a drogas de abuso por CEDIA de este grupo de
drogodependientes que en elevado numero son también
policonsumidores de drogas de abuso y su confirmacién por
gases masas.

En el cuadro 7 se presenta la distribucién de las muestras
positivas a drogas de abuso por FPIA de 111 muestras de orina
de drogodependientes con una prevalencia mayor para exposicién
al cannabis principalmente, si consideramos en relacién a la
poblacién de plantilla y nuevo ingreso. En el grafico 7

tenemos la distribucién de los 116 casos positivos a drogas de
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abuso analizadas por FPIA del grupo de drogodependientes y su
respectiva confirmacién por gases masas.

Proponemos con este estudio un método de trabajo en el
mundo laboral que consiste en establecer un protocolo de
métodos de laboratorio para determinar drogas de abuso en
orina vy que consiste en aplicar a unas muestras sometidas a
una cadena de custodia con consentimiento informado por
escrito, respetande la confidencialidad identificando las
muestras con c6digos de barra y de caracter voluntario, unas
técnicas de screening de inmunoensayos, concretamente KIM,FPIA
y CEDIA. Debemos decir que en nuestra experiencia la técnica
CEDIA demuestra ser la mas ventajosa por ser automatizable en
analizadores convencionales y por tratarse de una aparato que
requiere de un reducido costo de mantenimiento en relacién a
las otras dos técnicas estudiadas.

En el estudio encontramos frecuencias muy bajas de
exposicidén a drogas de abuso en poblacién laboral de
plantilla, proponemos que puede ser de mucha utilidad aplicar
este protocolo de +trabajo en andlisis de drogas "in situ" por
razones econdémicas y de costos.

Opinamos que el cannabis es un elemento a discutir en
virtud de 1los puntos de corte que sean utilizados en la
aplicacién de 1la técnica. La interpretacién de un resultado
positivo a cannabis en cifras < 50 ng/mL tienen utilidad desde
el punto de vista médico-laboral y no tienen interés ni
operatividad desde el punto de wvista de laboratorio, con lo

cual 3Justifica que se coloque el punto de corte en 50 ng/mL
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porque los resultados entre 25-50 ng/mL son mas que
discutibles, o bien colocar el cut off en 100 ng/mL como
recomienda el NIDA actualmente.

En relacién a la cocaina y opidceos se confirman bien por
gases masas las muestras positivas en el screening porxr
inmunoensayos. Sin embargo se debe interpretar correctamente
los 1resultados de opldcecos consgiderando los niveles y el
cociente codeina/morfina Y 6-MAM(6é6-monoacetil morfina).
Finalmente las benzodiacepinas y lasz anfetaminas que aunque
no pudieron ser confirmadas son un interesante elemento de
discusién en analisis presuntivos de inmunoensayos, cuanto a
su utilidad en relacién a considerar =i médico laboralmente un
sujeto expuesto a esta droga de abuso estaria apto o no
temporalmente al puesto de trabajo gque le corresponda en
funcién de establecer una presuncién a un riesgo laboral en
virtud de la nueva ley de prevenciédn de riesgos laborales que
ha entrado en vigor recientemente.

Por Ultimo en el cuadro 8 comparamos las frecuencias de
exposicién a drogas de abuso en las poblaciones laboral de
plantilla, nuevo ingreso y drogodependientes, siendo de 2,44%,

10,99% v 21,6% respectivamente,
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13.- CONCLUSIONES

12.- HEMOS ENCONTRADO EN POBLACION LABORAL DE PLANTILLA,
DE NUEVO INGRESO Y REHABILITACION DE DROGODEPENDIENTES UNAS
FRECUENCIAS DE POSITIVIDADES POR INMUNOENSAYOS A LA EXPOSICION
DE DROGAS DE ABUSO PARTICULARMENTE A CANNABIS DE 1,1%, 8,77% Y
12,6% RESPECTIVAMENTE. A OPIACEOS DE 1,18%, 1.27% Y 3,6%
RESPECTIVAMENTE. A COCAINA DE 0,16%, 0,95% Y 5. 4%
RESPECTIVAMENTE, RATIFICADAS POR LA TECNICA DE REFERENCIA

GASES MASAS.

28.- PROPONEMOS COMO PUNTOS DE CORTE EN VIRTUD DE SU
MAXIMA PROBABILIDAD PARA SER CONFIRMADOS POR GASES MASAS LOS
SIGUIENTES: OPIACEOS 300 ng/mL, COCAINA 300 ng/mL, CANNABIS 50
ng/mL. SIENDO EL METODO DE ENZIMOINMUNOENSAYO CON ANTICUERPOS
MONOCLONALES (CEDIA) EL MAS UTIL PARA EL SCREENING DE DROGAS
EN VIRTUD ©DE SU CAPACIDAD PARA SER AUTOMATIZABLE EN
AUTOANALIZADORES CONVENCIONALES.

32.- DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE DESPRENDE QUE LAS
FRECUENCIAS DE EXPOSICION A DROGAS DE ABUSO EN POBLACION
LABORAL DE PLANTILLA Y DE NUEVO INGRESO ES RESPECTIVAMENTE DE
2.44% Y 10.99%, LO QUE PERMITE CUESTIONAR LA UTILIDAD DE
INVESTIGAR METABOLITOS DE DROGAS DE ABUSO IN SITU EN LUGAR DE
UTILIZAR LOS RECONOCIMIENTOS MEDICO LABORALES, EN FUNCION DE
ESTABLECER UNA MEJOR PRESUNCION DE RIESGO ACORDE CON LOS
PLANTEAMIENTOS DE LA LEY DE PREVENCION DE RIESGOS LABORALES.
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42.- AUNQUE LA OBTENCION DE MUESTRAS EN NUESTRO TRABAJO A
TENIDC QUE SER VOLUNTARIA Y ANONIMA PROPONEMOS QUE CON UN
INTERES MEDICO LEGAL LA INVESTIGACION DE METABOLITOS DE DROGAS
DE ABUSO EN POBLACION LABORAL EXIGE A NUESTRO JUICIO
CUMPLIMENTAR LOS SIGUIENTES REQUISITOS: -DOCUMENTO DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO,-ELABORACION DE  UNA
CADENA DE CUSTODIA  ACREDITADA  DOCUMENTALMENTE, -CONFIRMAR
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES MASAS TODAS LAS PRUEBAS
POSITIVAS POR METODOS DE SCREENING, -REALIZAR INFORME
TOXICOLOGICO CON LA INTERPRETACION DE RESULTADOS
CORRESPONDIENTE FUNDAMENTALMENTE EN LOS CASOS DE POSITIVOS A
OPIACEOS Y CANNABIS.

58, - LAS FRECUENCIAS DE RESULTADOS POSITIVOS  PARA
ANFETAMINAS OBTENIDAS MEDIANTE TECNICAS DE SCREENING EN LAS
POBLACIONES LABORAL DE  PLANTILILA, NUEVO INGRESO Y
DROGODEPENDIENTES HA SIDO RESPECTIVAMENTE DE 0,16%, 0,31% Y
2,7%, LO QUE JUSTIFICA A NUESTRO JUICIO SU INVESTIGACION EN
LOS PROTOCOLOS DE ANALISIS MEDICO LABORALES, PROPONEMOS SE
REALICEN TRABAJOS MAS AMPLIOS DONDE MEDIANTE LA CONFIRMACION
POR GASES MASAS JUSTIFIQUE UNA INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS EN RELACION CON LA PRESUNCION DE RIESGOS LABORALES.

62.- LAS FRECUENCIAS A  EXPOSICION A  BENZODIACEPINAS
OBTENIDAS EN LAS POBLACIONES LABORALES DE PLANTILLA Y NUEVO
INGRESO ASI COMO DROGODEPENDIENTES HA SIDC RESPECTIVAMENTE DE
2,26%, 0,31% Y 67,5%. PROPONEMOS LA INVESTIGACION MAS AMPLIA Y
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DETALLADA DE ESTA CASUISTICA Y SU CONFIRMACION POR GASES MASAS
POR CUANTO PUEDIERAN INFLUIR EN LA ACTITUD EN EL TRABAJO DE
PERSONAS SOMETIDAS A AUTOMEDICACION Y EN LA INVESTIGACION DE
LA  TRANSGRESION DEL  CONTRATO TERAPEUTICO EN POBLACION
DROGODEPENDIENTE SOMETIDA A REHABILITACION.
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