UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

e Nl L i

s A8 ,
= i DE MEXICO
¥, Paie!

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

ZARAGOZA

DIPLOMADO EN QUIMICA LEGAL

IDENTIFICACION DE BARBITURICOS
EN FLUIDOS BIOLOGICOS
TESINA
PARA OBTENER EL TITULO DE
 wrovds “, QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
~7

L

MEXICO D.F JUNIO 2011

v

PRESENTA

SR,
o By o
n
00 R

RUBEN DIAZ AYALA

ASESOR: M. en C. VALENTIN ISLAS PEREZ



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

I.-Resumen

I1.- Introduccion
* Formas de empleo y riesgo del consumo de barbituricos
* Barbituaricos e inyeccion letal
* Investigacion forense de barbituricos

* Aspectos analiticos de la determinaciéon de drogas en
fluidos

I1I. - Planteamiento del Problema
IV.- Objetivo
V.- Marco Teorico
» Relacion Estructura actividad
* Farmacologia de los barbituricos
* Aspectos Médicos legales en casos de muerte
¢ Aspectos Criminalisticos

* Tipos de muestra

VI.- Comparacion de Métodos
VII.- Discusion de Resultados
VIII.- Conclusiones

IX.- Referencias Bibliograficas

PAG

10
14

31

36
43

66

68
69



I.- RESUMEN

Un porcentaje importante de las urgencias hospitalarias son debido a intoxicaciones
medicamentosas. De estas, las causadas por analgésicos antiinflamatorios y antipiréticos no
esteroidales. (AAINES), hipndticos, sedantes y antibidticos son las mds comunes. De los
medicamentos asociados a intoxicaciones, los barbitiricos ocupan un lugar importante por
diversas razones, una de las cuales es su estrecho margen de seguridad. Administrados en altas
dosis, los barbitlricos se utilizan para suicidio médico asistido, y en casos de pena de muerte por
inyeccion. Estas sustancias se descubrieron a principios del siglo XX y fueron prescritas como

sedantes hipnoticos hasta 1950, cuando aparecieron las benzodiacepinas.”’

Desde tiempo atrés, los barbitiricos han sido usados con fines suicidas. De hecho, eran la
principal causa de este tipo de hechos. Un ejemplo tipico de este grupo de farmacos es el
Fenobarbital, el cual es un agente antiepiléptico frecuentemente utilizado en el tratamiento contra
las crisis tonico-clonicas parciales y generalizadas. Debido a su estrecho rango terapéutico y
elevada capacidad depresora del sistema nervioso central, junto con su capacidad de producir
autoinduccion enzimatica, es relativamente facil alcanzar efectos indeseables en casos de

sobredosis y esto lo hace uno de los fAarmacos mas frecuentemente monitorizados en hospitales." >

3.

Posterior a la sintesis del fenobarbital, se obtuvieron otros farmacos de igual naturaleza quimica
en busca de mejorar los efectos farmacoldgicos. Ademés de los Estados Unidos, existe también
como método de ejecucion en China, Guatemala, Filipinas y Tailandia. Sus precedentes son los
experimentos y las ejecuciones llevadas a cabo durante el nazismo mediante inyecciones de
productos quimicos: en los campos de exterminio muchas personas murieron a causa de estas

actividades.**

Se revisan y discuten los métodos analiticos utilizados para la determinacion forense de
barbitiricos empleando pruebas de orientacion (métodos cualitativos, ensayos cromaticos),
pruebas confirmatorias (métodos cualitativos) C.G. Espectrometria de Masas, CLAE,

considerando como prototipo al fenobarbital > *-*



IL-INTRODUCCION

La muerte por sobredosis de medicamentos es un problema recurrente en nuestra sociedad debido
a que la gente consume sustancias sin prescripcion ni vigilancia médica de estos. Los
barbituricos, se consideran una de las drogas mas adictivas, fuera de contexto médico,
comunmente los utilizan para obtener una sensaciéon de euforia y relajaciéon. Segun datos
reportados, la mayoria de los ingresos hospitalarios del area de urgencias son debido a la
ingestion por sobredosis de AAINES, sedantes e hipndticos, entre otros medicamentos. De estos,
los barbitdricos ocupan un lugar importante por sus antecedentes historicos pues han sido usados
con fines suicidas. Actualmente, han sido desplazados por la benzodiacepinas y su adquisicion

requiere de receta médica. Su uso es ilegal sin prescripcion y supervision médica.

Formas de empleo y riesgos del consumo de barbittricos.

Los medicamentos implicados con mas frecuencia en los casos de intoxicacion son:
benzodiacepinas, analgésicos, antidepresivos, barbitlricos y medicamentos activos contra los
trastornos cardiacos. Segun el farmaco y la dosis ingerida, pueden producirse alteraciones de la

conciencia, problemas cardiorespiratorios graves, convulsiones y lesiones hepaticas y renales.

Los barbituricos son sustancias que se pueden consumir de diferentes maneras. Puede ser via oral
o via intravenosa. Se presentan en capsulas, tabletas o elixir. Sus efectos son causados por la

depresion gradual del Sistema Nervioso Central (SNC).

Los barbitaricos son sustancias adictivas. Generan tolerancia rapidamente; es decir, los efectos
producidos con las primeras dosis consumidas decaen con el uso, necesitindose mayores
cantidades. La sobredosis es poco habitual, si no se mezcla con otras sustancias. La dependencia
puede ser fisica, como psicologica, asi como el freno de consumo luego de una regularidad o
abuso, puede producir sindrome de abstinencia. Aunque el uso médico de los barbitaricos ha
disminuido desde la década de los 70s, y su consumo, como droga de abuso ha ido en declive, las
encuestas han encontrado que el abuso en la escuela secundaria ha aumentado en los ultimos 10
afios, una razéon comun del abuso de barbitiricos es para contrarrestar los sintomas de otras
drogas, como la cocaina y las metanfetaminas, pues contrarrestan la emocion y el estado de alerta

obtenidos de las drogas estimulantes.



Utilizadas en dosis altas pueden provocar la muerte, tanto accidental como suicida, debido a su
estrecho, margen de seguridad, la intoxicacion homicida es excepcional, y la accidental ocurre
con la ingestion por ignorancia o descuido, de una dosis mayor que la terapéutica: otras veces por

susceptibilidad especial o acumulacion de dosis por deficiencia, en su eliminacion.”.

« Barbitiricos e inyeccion letal

Los barbituricos son las sustancias usadas en la pena de muerte por inyeccion letal, en aquellos

paises que la tienen implementada. La inyeccion letal es el ultimo método de ejecucion

incorporado al catdlogo de formas de aplicar la pena de muerte. Se aprob6 por primera vez en los

Estados Unidos, en Oklahoma y Texas, en 1977. En la actualidad es el método de ejecucion mas

utilizado en los Estados Unidos. Recientemente, se ha empezado a cuestionar que sea un método

de ejecucion indoloro, en contra de lo que aseguraban sus promotores.

« "Este método de ejecucion consiste en inyectar por via intravenosa y de manera continua una
cantidad letal de un barbiturico de accion rapida en combinaciéon con un producto quimico
paralizante. El procedimiento es similar al utilizado en un hospital para administrar una
anestesia general, pero los productos son inyectados en cantidades letales. En Texas, uno de
los 19 estados de los Estados Unidos en donde la ejecucion se realiza por inyeccion letal, se
usan tres substancias conjuntamente: tiopentato sédico, bromuro de pancuronio y cloruro
potasico. La primera es un barbiturico que hace perder el conocimiento al preso, la segunda es
un relajante muscular que paraliza el diafragma, impidiendo asi la respiracion, y la tercera
provoca un paro cardiaco. "Aunque los defensores de la inyeccion letal pretenden que es mas
humana que otros métodos de ejecucion, varios médicos han descrito los problemas que
pueden surgir. Algunos presos con un historial prolongado de uso indebido de estupefacientes
pueden tener venas cicatrizadas y puede ser necesaria una intervencion quirrgica para llegar
a una vena mas profunda. Si el preso forcejea durante la ejecucion, el veneno puede entrar en
alguna arteria o en el tejido muscular y causar dolores. Si los componentes de la solucion letal
no estan equilibrados o si se combinan prematuramente, la mezcla puede espesarse, obstruir
las vias venosas y hacer que la muerte tarde mas tiempo en llegar.

Si el barbitlrico anestésico no actia rapidamente, el condenado puede darse cuenta de que se

esta asfixiando a medida que sus pulmones se paralizan." *



« Investigacion Forense de barbituricos

En casos de muerte por ingestion de dosis altas de barbituricos es importante identificar el tipo de
sustancia, para determinar con precision, claridad y objetividad las causas de muerte y contribuir
asi a conocer la verdad historica del hecho investigado. Es importante el aislamiento e
identificacién y determinacion cuantitativa de los toxicos tanto como el sujeto vivo como en
cadaver, con el fin de permitir el diagnostico y esclarecimiento de los hechos con fines legales,
ello permitira establecer las formas de andlisis y muestras de los casos que se van presentando de
consumo de mezclas de drogas y las innovaciones de los consumidores para que los analisis den
resultados negativos, generalmente se utilizan inmunoensayos para realizar los primeros analisis
en hospitales, centros de rehabilitacion y/o laboratorios de "respuesta rapida", pero estos ensayos
solo permiten detectar un grupo limitado de sustancias a bajas concentraciones.

Es por ello, que desde més de una década varios grupos de investigacion, que incluyen los
laboratorios y algunos de ellos en conjunto con empresas de elementos de cromatografia, han
intentado desarrollar y/o mejorar los métodos cromatograficos de andlisis simultaneo de un rango

amplio de drogas. **

* Aspectos Analiticos de la determinacion de drogas en fluidos biologicos

Hoy en dia, la deteccion de xenobidticos en matrices biologicas es una tarea dificil, no solo por

que se necesitan equipamientos que son relativamente caros, si no debido a que la transformacion



parcial o total de los mismos en el organismo da lugar a la aparicion de entidades quimicas
diferentes, lo que conlleva a una buena preparacién por parte de los toxicologos, asi como el
desarrollo de técnicas de laboratorio lo suficientemente sensibles y especificas. Ademas de contar
con los patrones de referencia de las drogas y sus posibles metabolitos. Debido a esta amplia
variedad de sustancias que pueden estar presentes en un determinado fluido, se hace casi

imposible disefiar un esquema Unico para el aislamiento y determinacion de las mismas.

La fatalidad asociada a la sobredosis de barbitiricos es poco comin pero abundan las

complicaciones.

Mortalidad; Indicador demografico que indica el numero de defunciones de una poblacion por
cada 1000 habitantes durante un periodo determinado generalmente de un afio. La
fatalidad asociada a la sobredosis de barbitiricos es poco comun, pero abundan las

complicaciones.

m=f/px1000 m= tasa mortalidad f= cantidad de fallecidos p=poblacion
total

Morbilidad; Es la cantidad de personas o individuos que son considerados enfermos o que son
victimas de enfermedad en un espacio y tiempo determinado .*

La morbilidad incluye neumonia, shock, hipoxia, y coma. A continuacion se describen cada uno

de ellos.

Neumonia: Inflamaciéon de los alvéolos pulmonares, los diminutos sacos de aire situados
profundamente en el interior de los pulmones, donde se producen los intercambios de didxido de

carbono y oxigeno.

Shock: un estado en el cual los mecanismos de transporte que alimentan las células corporales,
en especial aquellas que le suministran oxigeno, se deterioran en forma progresiva, provocando

una depresion y trastorno en los procesos vitales de la célula y del cuerpo en general.

Hipoxia: en la que el cerebro es privado de oxigeno a pesar de tener un flujo de sangre normal.
Coma: Estado patoldgico que se caracteriza por la pérdida de la conciencia, la sensibilidad y la

motricidad.*

III.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



Aunque las muertes por sobredosis de barbitaricos (accidental, suicida u homicida) son menos
frecuentes que en el pasado, no significa que las técnicas para su deteccion ya sea en muestras
decomisadas o en fluidos biologicos estén en desuso. Al contrario, el avance tecnoldgico ha
traido como consecuencia el desarrollo de técnicas y métodos mas complejos capaces de detectar

cantidades traza de metabolitos originados por el consumo de estas sustancias.

Los equipos se basan en las mismas bases tedricas que permiten realizar diferentes
cuantificaciones de concentracién de andlito. Por lo que se pretende comparar los métodos

cualitativos (pruebas presuntivas) con las técnicas instrumentales (pruebas confirmatorias).

Ha sido tal el numero de métodos usados en la actualidad para detectar la presencia de
barbituricos, entre otras drogas, que es necesario evaluar ventajas y desventajas de cada una de
ellas y determinar cudles son realmente objetivas, precisas y confiables, para ser usadas de
manera confiable en la investigacion forense en muertes causadas por ingestion de estas
sustancias. Con ello, estaremos proporcionando a las autoridades correspondientes informacion
para seleccionar una herramienta analitica confiable, precisa y objetiva que provea de certeza al

analizar una muestra.

VI.- OBJETIVO

Particular



Determinar cual de los métodos cuantitativos es mas confiable, preciso y objetivo

para la determinacion de barbitaricos en fluidos bioldgicos.

Generales:

o Describir la farmacologia de los barbittricos.

o Revisar las técnicas y métodos de los métodos cualitativos y cuantitativos para la
identificacion de barbituricos.

o Evaluar ventajas y desventajas de los métodos cuantitativo

o Revisar aplicacion de los métodos cualitativos y cuantitativos

V.- MARCO TEORICO

Los barbitaricos son drogas que actian como sedantes del SNC, y producen un amplio esquema
de efectos, desde sedacion ligera hasta anestesia. El dcido barbittrico se sintetizd por primera vez

el 4 de diciembre de 1864 por el investigador aleman Adolf von Bayer, (fundador de lo que se

convertiria en Bayer chemical. Co).Esto se hizo combinando urea (un producto de desecho

animal) con dcido malénico (derivado del dcido de las manzanas) compuesto central de todos los

barbitaricos, hay varias historias sobre el nombramiento de la sustancia la mas factible es que
Von Bayer y sus colegas fueron a celebrar su descubrimiento a una taberna donde los artilleros de
la localidad estaban celebrando el dia de Santa Barbara. El acido barbitirico por si mismo no es
farmacoldgicamente activo, pero los quimicos inmediatamente comenzaron a construir una gran

variedad de derivados para usos potenciales como droga. No se le encontré ninguna sustancia de
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valor médico, sin embargo, en 1903, dos quimicos alemanes que trabajaban con Bayer, Emil
Fischer y Joseph Von Mering, descubrieron que el barbital era muy efectivo para hacer que los
perros se durmiesen. Fischer en 1903 descubre que el barbital es el primer barbiturico con

verdadero efecto hipnoinductor.

En 1904 se comercializo el barbital por Bayer bajo el nombre comercial Veronal, al cual Von
Mering denominé Veronal. Se dice que propuso este nombre porque fue el sitio mas pacifico que
conocia era la ciudad italiana de Verona. Tanto Fischer como Mering, murieron siendo adictos a
su creacion, y se cree que por sobredosis de los mismos, ya que a diferencia de otras drogas, el

uso continuo de estas no aumenta la cantidad que tolera el cuerpo y resulta letal.

En 1905 el quimico Adolph Von Bayer recibi6 el premio nobel de Quimica por el descubrimiento
del 4cido barbitarico, a partir del cual se extrajeron sustancias sedantes e hipnoticas a las que

llam¢ barbitiricos en honor a su novia de aquella época, Barbara.

En 1912, Bayer introdujo el fenobarbital, otro derivado del 4cido barbitlrico, bajo nombre

comercial Luminal, (Fenobarbital) como sedativo-hipnético.*-

Los barbitaricos dominaron la escena en la primera mitad del siglo XX, inicialmente con el
barbital, y luego desde 1912 con el fenobarbital, aun utilizado en el control de la epilepsia tipo
“Grand mal”, y parte de sobredosis mortales que muchos personajes de cierta fama se auto

administraron al abusar de esta droga somnifera y combinarla con el indispensable alcohol.

Después de la 2* Guerra Mundial, entre 1945 y 1954 el fenobarbital fue usado por los médicos
alemanes, para aniquilar a los nifilos que nacian enfermos, o con deformidades fisicas de

eugenesia.

En los afios 50y los 60, los informes comenzaron a ser publicados alrededor de efectos secundarios y la

dependencia relacionada con los barbitaricos.

Los barbittricos fueron la primera clase de agentes sedantes-hipnoticos conocidos y muy
populares, como drogas de abuso en los afios 50s. Se calcula que las 3/4 partes de adictos en el

mundo las consumian. En los afios 70s fueron usados por sectas para fines suicidas.
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La intoxicaciéon suicida fue muy frecuente a pesar de lo exigido por el ministerio de Salud
Publica la OMS (Serie de informes técnicos, 1956). De hecho los barbituricos fueron objeto de

venta sin control ni restriccion, en los Estados unidos.”

En 1970 la OMS promulgoé una ley para sustancias controladas la cual determina las sustancias
que se afiaden o se eliminan de lista III. Algunos barbitiricos como Amobarbital, Pentobarbital,

Secobarbital y Fenobarbital se venden con receta médica.”

En 1971 se firma el convenio en Viena sobre sustancias psicotropicas disefiado para regular las

anfetaminas, barbitlricos, entre otros grupos.

En la actualidad, los barbitaricos se utilizan cominmente en el suicidio geridtrico. En un estudio
realizado en Nueva York se encontr6 que el 27.2% de los casos de sobredosis fatales de suicidio
en las personas mayores, fue debido a la ingestion de barbitaricos; ademas, el mismo estudio

reveld que lo usaban los adolecentes para contrarrestar el efecto de otras drogas.*

En la actualidad, las benzodiacepinas han remplazado a los barbituricos en ciertas terapias lo cual
ha influido en una baja en el abuso de barbittricos. Otro factor para esa disminucion es el

refuerzo de las leyes para restriccion de su venta.

RELACION ESTRUCTURA —-ACTIVIDAD DE LOS BARBITURICOS.
Generalidades de los barbituricos

Los barbitiricos son drogas de origen sintético, que actian como depresores del Sistema.
Nervioso Central. (S.N.C.) produciendo efectos benéficos como dafiinos estos ultimos se derivan
del exceso o el mal uso de los barbituricos, estan centrados principalmente en el sistema nervioso
central, actian como sedantes del SNC y, por virtud, producen un amplio esquema de efectos,
desde sedacion suave hasta anestesia y dependiendo de las dosis, a las funciones sensoriales y al
sistema respiratorio, es muy facil llegar a alcanzar el grado de sindrome toxico, el tratamiento
para suprimir este tipo de afecciones es de ir dejandolo de manera paulatina, nunca de golpe,
también es vital el buen funcionamiento de los rifiones, ya que la mayor parte de barbituricos se

eliminan por la orina, y el 6rgano mas importante para eliminarlos es el higado.*



Se ingieren o se inyectan, su presentacion farmacéutica puede ser en tabletas o capsulas. Estas
drogas que calman el sistema nervioso son susceptibles de crear adiccion. Las personas que
trabajan en la noche las emplean para dormir durante el dia, se sienten indispuestas al despertarse.
Para reanimarse, recurren a las drogas o estimulantes. Existen alrededor de un medio centenar de
esos hipnoticos, que difieren entre si solo por la rapidez y duracion de su accion. Entre ellos se

encuentran el Seconal y Fenobarbital.

Estructura general y propiedades quimicas de los barbitiricos

2 Fig. 1

Su nombre [UPAC.es 2, 4, 6,-1H, 3H, 5H- Pirimidintriona Fig. 1*

El 4cido barbitarico es un compuesto orgdnico basado en la estructura de la pirimidina.es un
acido débil con un pka=7,3.

El grupo carbonilo en la posicion 2 adopta el caracter acido a causa de la tautomerizacion (ceto-
enol), que se ve favorecido por su localizacion entre los dos nitrogenos amido electronegativos.
La forma enol se favorece en solucion alcalina, y se producen sales. Los barbitiricos en los que el
oxigeno del C 2 es sustituido por azufre se denominan tiobarbitdricos (tiobarbitiratos). Estos
compuestos son mas liposolubles que los oxibarbitiricos correspondientes. En general, los
cambios estructurales que incrementan la solubilidad en lipidos disminuyen la duracion de la
accion y la latencia para el inicio de la actividad, aceleran la degradacion metabolica y en muchos

casos incrementan la potencia hipnética.

Estructura quimica y actividad farmacologica:
Cuando los grupos sustituyentes son cadenas cortas y saturadas o aromaticas se obtienen

barbituricos de accion prolongada, como el fenobarbital (fenil etil malonilurea). Fig.2 °

0
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Fig.2

Nombre segin la TUPAC 5-etil 5-fenil 1,3 diazinano-2, 4, 6-triona.

Este compuesto carece de actividad depresiva central, pero la presencia de grupos alquilo o arilo
en la posicion 5 le confiere actividades sedantes hipnoéticas y, en ocasiones de otros tipos.

Para que los barbituricos tengan un efecto depresor del SNC, es esencial que los hidrogenos en la
posicién 5 sean sustituidos por radicales alquilicos, aliciclicos, o arilicos. La potencia y la
duracién de accion dependen de la longitud, ramificacion, instauracion de las cadenas laterales. A

mayor longitud, mayor potencia depresora pero menor duracion de accion. *°

Cuando las cadenas sustituyentes tienen gran longitud e instauracion o son aliciclicas, se obtienen
barbitaricos de accion répida; pentobarbital (etil-metil butil malonilurea), ciclobarbital. Si se
incrementa la liposolubilidad de la molécula haciendo reaccionar la tiourea con el acido malonico
o se introducen grupos metilos en posicion 1 en los derivados de accion rapida, se obtienen los
derivados de accion ultrarrapida o ultracorta, utiles como anestésicos generales intravenosos.* *
Todos los barbitricos son pocos solubles en agua, mas solubles en alcohol, éter, cloroformo. Los
barbitaricos de accion ultracorta son muy liposolubles, distribuyéndose rapidamente por el SNC
y posteriormente al resto de los tejidos. Administrados por via parenteral, su efecto comienza
inmediatamente y tiene una duracion inferior a una hora; por lo que tienen un papel predominante

en anestesia. Ejemplos son: Tiopental, hexobarbital, metoxibarbital.

Los barbitaricos de accion intermedia o corta, tienen una liposolubilidad intermedia y se usan
como ansioliticos y sedantes pre quirurgicos. Su efecto aparece entre los 15-40 min, después de la

toma y su duracion del efecto es de 8 hrs.

Los de accion prolongada, son relativamente poco liposolubles y se usan principalmente como
anticonvulsionantes, sus efectos aparecen dentro de la primera hora y sus efectos se prolongan
hasta 12 hrs. Ejemplos son: Barbital y metabarbital **

Estructuras quimicas de algunos barbituricos a) accion larga ej. Barbital, y fenobarbital . Fig. 3
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Fig.3
Barbital(accion prolongada ) ) ) )
Fenobarbital Pentobarbital accion rapida
(Luminal) (Nembutal)
(Veronal)
Sintesis de barbituricos
Fig. (4)
Ac. Malonico Urea Ac.barbittrico 2, 4, 6-(1H, 3H, 5SH) Pirimidintriona

Los barbittricos son compuestos resultantes de la reaccion de una molécula de urea, con una de
acido malonico, se eliminan dos moléculas de agua, obteniendo el anillo de la malonilurea 6
acido barbittrico, que carece de actividad depresora central, pero la presencia del grupo alquilo o

arilo en la posicion 5 le confiere actividades sedantes hipnoticas *

Su nombre IUPAC es 2, 4, 6,-1H, 3H, 5H- Pirimidintriona es un acido débil con un pka= 7,3.
(Fig.4)*.
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FARMACOLOGIA DE BARBITURICOS:

Tabla I Clasificacién en funcion de su tiempo de Accién farmacolégica: *

I- ACCION ULTRACORTA
Tiopental.
Metohexital.

II- ACCION CORTA
Hexobarbital.
Pentobarbital.
Secobarbital.

III- ACCION INTERMEDIA
Amobarbital.
Aprobarbital.
Butabarbital.

IV- ACCION PROLONGADA
Barbital.

Fenobarbital.

Primidone.

Los barbituricos de accion ultracorta:
* Producen anestesia dentro del minuto de haberse administrado intravenosamente.
Por su parte los barbituricos de accidn corta o intermedia de categoria 11, se caracterizan por:

» Después de la administracion oral, la accidn inicia entre los 15-40 minutos.



* La duracion del efecto permanece hasta 6 horas, estas drogas se utilizan principalmente
para el insomnio y son sedantes pre-quirrgicos. Los veterinarios utilizan el pentobarbital
como anestesia y eutanasia.

En cambio los barbituricos de accion prolongada son poco liposolubles y se caracterizan porque:

» Los efectos de estas drogas se inician alrededor de una hora y su duracion se prolonga
por 12 horas. aproximadamente, y se utilizan principalmente como sedantes diurnos, y en
tratamiento para desordenes cerebrales en epilepsia.

e Presenta efecto anticonvulsivo: Mefobarbital, Metabarbital, Fenobarbital, Amobarbital,
Pentobarbital, (inicamente parenteral).

Poseen efecto sedantes-hipnodtico: Amobarbital, Aprobarbital, Butabarbital, Pentobarbital

Secobarbital, Fenobarbital (parenteral unicamente).*

Farmacocinética

Absorcion

Se absorben bien por via oral, a nivel de tramos altos de intestino delgado (mejor en forma de
preparaciones liquidas que en forma de capsulas o comprimidos). Distribuyéndose ampliamente
por todos los tejidos y fluidos alcanzando altas concentraciones en el cerebro, higado y rifiones.
La absorcion por via rectal es irregular. Las sales sddicas de los barbitaricos son irritantes (la
alcalinidad produce necrosis locales) cuando se administran por via subcutanea o intramuscular.
La via intravenosa. Se utiliza fundamentalmente para urgencias convulsivas. Se absorben mejor
las sales sodicas que los acidos libres correspondientes y mas si se ingieren con el estobmago
vacio. El alcohol aumenta el grado de absorcion quiza porque aumenta la circulacion sanguinea
superficial a nivel de la mucosa gastrica.

Uno de los factores mas importantes de la acumulacion cerebral de los barbittricos es su grado de
liposolubilidad. Asi los muy liposolubles como el tiopental, metohexital, amital, hexcobarbital
cruzan rapidamente la barrera hematoencefalica.

Se absorben bien desde el tracto gastrointestinal, apareciendo niveles en sangre, y los primeros
sintomas 30 minutos después de la ingestion, alcanzando su efecto méximo a las 4 horas. La
presencia de alimentos en el estdmago disminuye la velocidad de absorcidon, aunque no
disminuye la absorcion total. En cuanto a su fijacion de proteinas plasmaticas, es baja entre el 5-

20%, para los barbittricos de accion lenta e intermedia, y superior al 35% para los de accion
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corta o ultracorta. Finalmente, en relacion con el grado de ionizacidn, si el pH de la sangre
aumenta por encima de la constante de disociacion (pka) de la droga ingerida, la concentracion
plasmatica de la droga no disociada disminuye y tiene lugar un aumento de flujo de la misma
desde el tejido al plasma. El tabulo renal permite la reabsorcion de la mayor parte de drogas
liposolubles y resulta sélo permeable para la droga no disociada. Esto tiene implicaciones
terapéuticas, dado que la manipulacion del pH urinario podria favorecer una mayor depuracion
del toxico por via renal, Asi en el caso del fenobarbital, al ser el pka=7.3, la alcalinizacién
aumentara la cantidad de droga ionizada. El volumen de distribucion de los barbitiricos oscila
entre 0.6 del fenobarbital, y 2.6 mg/ kg del tiopental. La eliminaciéon depende del grado de
liposolubilidad. Los menos liposolubles son excretados por la orina, Se distribuyen por difusion a
todos los tejidos segun su liposolubilidad, pH del medio y grado de fijacién a las proteinas
tisulares. La acidificacion del plasma favorece la penetracion en el sistema nervioso, atraviesan la
barrera placentaria y se hallan en la leche. La duracién de su accion estéd influida por los procesos
de redistribucion desde el cerebro a los tejidos, con ulterior acumulacion a los mas ricos en

grasa®

Distribucion

Se distribuyen ampliamente por todos los tejidos y fluidos, alcanzando altas concentraciones en
cerebro, higado, y rifiones, siendo su buena liposolubilidad uno de los factores mas importantes
que explican su acumulacion cerebral. Los barbitiricos mas liposolubles se distribuyen
ampliamente alcanzando los sitios menos irrigados del SNC y tejidos tales como el musculo, piel
o grasa. La mayoria de los barbitiricos atraviesan la barrera hematoencefalica, lo cual explica los
picos de concentracion cerebral en pocos minutos. Por otra parte los menos liposolubles
requieren mucho mas tiempo para alcanzar picos plasmaticos en sangre cerebral. Su union a
proteinas plasmaticas es muy variable, desde un 75-80% para el pentotal, y un 5% barbital *

De este modo pueden alcanzarse picos de concentraciones cerebrales en pocos minutos. Otro
factor importante para su distribucion en el SNC es la union a proteinas plasmaticas esta es muy
variable dentro del grupo farmacologico, variando por ejemplo desde un 75-80% para el pentotal,
65-80% para el tiopental, hasta solo un 5% para barbital.

Los barbitlricos muy liposolubles se distribuyen ampliamente llegando hasta los lugares menos

irrigados del SNC y a otros tejidos tales como el musculo, piel o grasa.
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Por otra parte, los menos liposolubles requieren mucho mdas tiempo para alcanzar picos
plasmaticos en sangre cerebral, incluso después de ser administrados por via intravenosa.

Asi mientras que el fenobarbital o barbital tardan al menos de 5- 15 minutos para producir su
maxima depresion del SNC tras ser infundidos por via via intravenosa, la administracion por esta
misma via de pentobarbital o secobarbital casi provoca efectos inmediatos. Las concentraciones
plasmaticas caen rédpidamente en funcién de esa rapidez de (re)distribucion de los barbitaricos

muy liposolubles, no dependiendo de la rapidez de su metabolismo.*

Biotransformacion:

El organismo tiende a eliminar sustancias extrafias a través del rifion, para esta eliminacion no
existe problema cuando se trata de sustancias hidrosolubles o muy disociadas. Si lo hay, en
cambio con las liposolubles, y ello por una doble razon:

1. Porque, cuando son eliminadas por el rifién, encuentran en el tibulo una membrana
biologica y se reabsorben.

2. Porque para estas sustancias existiria una fijacion tisular reversible, toda vez que siempre
encontraran una barrera biologica en la que se disolveran, volviendo a penetrar en la
célula.

El ser vivo estd rodeado de un manto lipidico impermeable, cuya misién es mantener el medio
interno. De este modo, las sustancias liposolubles jamés podran salir del organismo.

La biodegradacion tiene como principal objetivo introducir una serie de modificaciones quimicas
en la molécula, que la transformen de liposolubles a hidrosolubles. Por otra parte el metabolito
engendrado suele ser menos activo desde el punto de vista toxicoldgico, contribuyendo de este
modo a la detoxificacion. Este descenso de la toxicidad de los metabolitos no siempre se produce.
Las enzimas que intervienen en estos mecanismos se encuentran principalmente localizadas en el
higado, aunque pueden estar presentes en menor concentracion, en otros drganos rifion, pulmon,
intestino y cerebro. Con excepcion del aprobarbital y el fenobarbital que son menos liposolubles,

el metabolismo casi completo, con conjugacién o sin ella, de los barbitiricos en el higado
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procede a su excrecion renal, la oxidacion de los radicales al nivel de C5, es la biotransformacion

mas importante que produce la terminacion de la actividad biologica®’

Oxidacion de las cadenas laterales R1 y R2 colocadas en posicion 5 da por resultado
formacion de alcoholes, cetonas, fenoles, o acidos carboxilicos que pueden aparecer en la

orina como tales o como conjugados del acido glucorénico.
Desulfuracion de los tiobarbituricos que pasan a oxibarbitlricos.
Eliminacion de los grupos alquilicos de los &tomos de nitrégeno.
Apertura hidrolitica del anillo del acido barbiturico.

N-metilacion. En posicion 16 3 disminuye, la ionizacién, aumenta la liposolubilidad e
incrementa la potencia depresora central. Pero si se introducen grupos alquilicos en

posicion 1y 3 aparecen efectos convulsionantes.

Conjugacion glucurdnica una via metabdlica importante por ejemplo (fenobarbital). Los
productos polares resultantes suelen ser inactivos. Algunos barbitiricos producen
metabolitos activos. Fundamentalmente tras N-metilacion o desulfuracion. En general los
oxibarbitiricos se metabolizan en el higado, mientras que los tiobarbitiricos se pueden

metabolizar en rifidon o cerebro.

El higado hidroliza un 60-75% de la dosis absorbida de fenobarbital. Cerca de 25% del
fenobarbital y casi todo el aprobarbital se excretan sin cambios por la orina. Su
eliminacion renal se puede incrementar en gran medida mediante diuresis osmotica,
alcalinizacion de la orina 0 ambos métodos. La eliminacién metabolica de los barbituricos
es mas rapida en las personas jovenes que en ancianos y en lactantes, y las vidas medias
se incrementan durante el embarazo, en parte por el volumen ampliado de la distribucion.
En muchos casos la hepatopatia cronica en particular la cirrosis, aumenta la vida media de
los barbituricos biotransformables.la administracion repetida, en especial de fenobarbital,
acorta la vida media de los barbitiricos que se metabolizan como consecuencia de

induccion de enzimas microsomales.® -2 4%

Eliminacion
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La mayoria de los barbitiricos son ampliamente biotrasformados a metabolitos inactivos por el
sistema de hidroxilacion hepatica, algunos son biotransformados lentamente. Alrededor del 20%
de fenobarbital es convertido a p-hidroxifenobarbital y excretado en orina por un periodo de 5

dias, el 15-20% se elimina intacto. La vida media plasmatica de fenobarbital es de 86 hrs.®

La eliminacién se produce fundamentalmente por el rifion, aunque una pequeia cantidad puede
hacerlo también por las heces, todos los barbitiricos se filtran en el glomérulo renal en

proporcion a su concentracion plasmatica. Una parte puede reabsorberse tubularmente.

La eliminacion renal es menor para los barbitaricos liposolubles no ionizados, por otro lado el
barbital y otros barbitiricos pocos solubles se eliminan en gran proporcidon por la orina sin
metabolizacion previa, pero de manera lenta. Asi ocurre también con una proporcion
suficientemente significativa de fenobarbital y aprobarbital (7-18%) que puede llegar de un 25-

50% de la dosis administrada de fenobarbital.

El metabarbital llega a eliminarse de este modo hasta un 60-90% .La eliminacioén renal puede
incrementarse de manera importante mediante una diuresis osmotica, la alcalinizacion de la orina
también puede favorecer esta eliminacion renal de varios barbituricos y de manera especial

aquellos con valores relativamente bajos de pka.

La eliminacion depende del grado de liposolubilidad. Los menos liposolubles son excretados por
la orina sin grandes modificaciones, mientras que el resto sufre una degradacion hepatica que lo
transforma en compuestos cada vez menos activos y mas polares, que son finalmente eliminados

por el rifon.

Eliminacion lenta: fenobarbital, barbital activos de 8 a 10 h.
Eliminacion rapida: secobarbital, hexobarbital activos de 3 a 6 hrs. si los grupos sustituyentes

tienen mayor longitud o son insaturados, resultan los derivados de accion intermedia alobarbital

(dialil malonilurea), amobarbital, (etil isopentil malonilurea).”
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Tabla II Caracteristicas Farmacocinéticas de los Barbituricos cominmente

prescritos®
Semivida

ET B el o [l Il il
LARGA ACCION
FENOBARBITAL 53-118 2-3H >6H 40-51 0,88+-0,33 10-12 7,2
METABARBITAL >1H >6H 10-12 8,5
METOBARBITAL 48-52 >1H >6H 48-60 2,6 10-12 7.8
BARBITAL 48 6-12H 25 0,4-0,6 7.8
MEDIA ACCION
AMOBARBITAL 16-40 45-60MIN 3-6H 40-60 0,9-1,4 6-8 7.9
APOBARBITAL 14-34 45-60MIN 3-6H 55-70 0,6-0,7 6-8 8,1
BUTABARBITAL 40-140 45-60MIN 3-6H 26 6-8 7.9
SECOBARBITAL 15-40 30-60MIN 3-6H 46-70 1,6-1,9 6-8 7.9
CORTA ACCION
PENTABARBITAL 15-50 10-15MIN 30MIN 65 0,5-1,0 3-4 7.9

19




TIOPENTAL 3-8 30MIN 65-80 1,4-6,7 3-4 7,6

HEXOBARBITAL 3-6 3H 42-52 1,1-0,1

METHOHEXITAL 1,2 3H 73 1,1 7,9

Los barbittricos de larga duracion tienen una vida de eliminacion mayor a 40 hrs. su aparicion
de efecto oscila entre 1 hasta 6 hrs. se unen a proteinas plasmaticas entre 0.4-50%, y con su pka
que oscila entre 7.2 y 8.5 esto esta relacionado a su efecto de accion ya que a mayor pka mayor
accion. Son menos liposolubles, se acumulan mas lentamente en los tejidos y son excretados mas
rapidamente por el rifidon como una droga activa. A propoésito la excrecion urinaria cuenta para el

20-30% de la eliminacion del fenobarbital

Los de accion media tienen eliminacion de vida media de menos de 40 horas, el inicio de sus
efectos comienza a partir de 30-60 minutos después de la ingesta y el tiempo de accidn es a partir

de 3 hasta 6 hrs. con un pka de 7.9

Corta accion. Su tiempo de semivida es de 1-15 horas, la aparicion de los efectos es a partir de
10-15 minutos. Son mas liposolubles, mas enlaces a proteinas, mayor pka, mayor velocidad de
accion y mas corta duracion y se metabolizan en su totalidad en el higado para inactivar

metabolitos (los cuales son excretados como glucordnidos en la orina).”!

Las semividas de los diferentes barbituricos son variables (tabla II), la semivida de los
barbitaricos se incrementan con la edad, la enfermedad hepética y la insuficiencia renal grave (en
el caso del fenobarbital). Por el contrario la semivida de todos ellos disminuye con la

administraciéon cronica.®’

» Semivida de eliminacién (T1/2) Es el tiempo necesario para que la concentracion de

farmaco en sangre disminuya a la mitad, una vez finalizada la absorcion y distribucion.

20




FARMACODINAMIA:
Mecanismo de accion de los barbituricos

Los barbitaricos se unen a un sitio especifico en los canales ionicos sensibles al acido gamma-
aminobutirico (GABA) encontrados en el Sistema Nervioso Central, donde permiten la entrada
de cloruro a las membranas celulares y, subsecuentemente, hiperpolariza la neurona postsinaptica
GABA es el mayor neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nerviosos Central. Los barbittricos
producen corrientes de cloruro mediado por el GABA al unirse al complejo receptor GABA 4-
ionoforo e incrementando la duracién de la apertura del ionoforo: los barbitaricos inhiben la
despolarizaciéon neuronal al potenciar y prolongar las acciones de GABA. En altas dosis los
barbitaricos estimulan los receptores GABA, directamente en la ausencia del GABA. Los

barbituricos también bloquean los receptores de glutamato (neurotransmisor excitatorio) en el

SNC.#
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FIG. 5 Mecanismo de Accion Gaba®

Uno de los receptores afectados por el GABA es el receptor GABA 4, este receptor controla un
canal del cloro y su excitacion produce la entrada de iones cloro, este proceso aumenta la
concentracion de cargas negativas en el lado interno de la membrana celular: la hiperpolariza y
hace menos probable la propagacion de un potencial de accion por lo tanto el GABA ejerce su
efecto inhibidor disminuyendo la frecuencia de descarga de una neurona. Los barbitlricos

aumentan directamente la entrada de iones cloro, causando el mismo efecto del GABA®.

Efectos farmacologicos

Los efectos de los barbittricos se pueden clasificar en terapéuticos y toxicos. La presencia de los
mismos esta en funcion de la dosis administrada. De manera general su accion principal es la
depresion del sistema nervioso central (SNC), produciendo sedacién e hipnosis ademas de
anestésica general, usados en diferentes aplicaciones terapéuticas. Como efecto toxico tenemos la
depresion respiratoria seguida de paro cardiaco y muerte.

Los efectos de los barbituricos: en pequefias dosis son calmantes y relajan los mtsculos. En dosis
mayores pueden ocasionar entorpecimiento del habla, torpeza al caminar, mal funcionamiento y
reflejos lentos e inciertos; también un suefio profundo con dificultad al despertar, y mal humor.
Sin embargo, en caso de intoxicacion aguda por barbituricos sobrevienen, déficit importante en
las funciones cardiovasculares y periféricas de otras clases.

Se utilizan principalmente para tratamientos médicos como epilepsia, son depresores del sistema
nervioso central, sus sustancias activas son: fenobarbital, Pentobarbital, Amobarbital.'!

Efectos terapéuticos

Las principales acciones farmacologicas de los barbituricos se llevan a cabo sobre el SNC o el
higado, aunque a dosis terapéuticas pueden tener pequefios efectos sobre musculo esquelético,
cardiaco o liso. A dosis superiores, estos efectos musculares pueden incrementarse dando lugar a
importantes manifestaciones sistémicas. Sobre el SNC los barbitaricos, dependiendo de la dosis
administrada, afectan todos los niveles. Al actuar sobre el talamo disminuyen la excitabilidad de
las membranas pre sinapticas y post sinapticas, produciendo un desequilibrio entre los

mecanismos inhibitorios y excitadores, e influyendo a la corteza cerebral y a la formacion
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reticular ascendente. Producen todos los grados de depresion del SNC, desde la sedacion leve,
hipnosis o sueflo, anestesia general hasta la muerte, conforme se incrementa la dosis. El tiopental

es el barbitirico de mayor uso durante la anestesia general. >

Normalmente, producen disminuciéon de la ansiedad, anestesia, (a dosis elevada), suefio,
depresion de la corteza sensorial y disminucion de la actividad motora. Las dosis no anestésicas
preferentemente suprimen las respuestas post sinapticas. La facilitacion de la transmision
disminuye y la inhibicion por lo general aumenta a nivel post sindptico, en el caso de las células
piramidales cerebelares, corticales y del ntcleo cuneiforme, de la sustancia migra y las neuronas
de relevo talamicas; o bien pre sindptico como en la médula espinal. Mdas atn, la inhibicion solo
ocurre en la sinapsis, donde la neurotransmisiéon esta mediada por el GABA''. A continuacion se

describen sus principales efectos en los diferentes aparatos de nuestro organismo:

Sistema Nervioso Central.

Los barbitaricos deprimen con caracter reversible la actividad de todos los tejidos excitables el
SNC es particularmente sensible e incluso cuando se administra en concentraciones anestésicas,
son débiles los efectos directos sobre los tejidos periféricos excitables. Algunos de ellos, en
particular los que contienen un sustitutivo 5 fenil (fenobarbital, mefobarbital), poseen actividad
anticonvulsiva selectiva. Sus propiedades contra la ansiedad no son equivalentes a las ejercidas
por las benzodiacepinas, sobre todo con respeto al grado de sedacion que se produce. Los
barbitaricos pueden tener efectos eufdricos. Salvo por las actividades anticonvulsivas del
fenobarbital y sus congéneres, en los barbituricos la selectividad y el indice terapéutico son bajos.
En algunos individuos y en ciertas circunstancias, como en presencia del dolor. Los barbituricos
causan excitacion manifiesta en vez de sedacion. El hecho de que ocurra esta excitacion
paraddjica con otros depresores del SNC sugiere que pueda deberse a depresion de los centros

inhibidores.?

Los barbituricos se disuelven con facilidad en la grasa del organismo. Entonces estan preparados

para traspasar la barrera hematoencefélica y alcanzar el cerebro. Una vez en el cerebro, los

barbituricos actian impidiendo el flujo de iones de sodio entre las neuronas, a la vez que
favorecen el flujo de iones de cloruro. Ambas acciones concluyen en un obstaculo definitivo para
los potenciales de accion.®

Los barbitaricos producen los siguientes efectos:
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* A dosis bajas producen sensacion de tranquilidad y ayudan a conciliar el suefo.
* A dosis altas, disminuyen los reflejos y provocan disminuciéon en la frecuencia
respiratoria que pude llevar hasta el coma y la muerte.
Con el uso prolongado aparecen alteraciones que van desde la anemia, hepatitis,
depresion, falta de coordinacion motora, y dificultad para el habla. (Efectos toxicos).
* Efecto sedante (tranquilizante).
* Hipnotico (produce suefio), se utilizan para tratar el insomnio nervioso severo.
* Anticonvulsivo en el tratamiento de epilepsia.
* Anestesiante algunos de ellos se pueden emplear para disminuir los niveles de ansiedad de
un paciente después de una cirugia
Los barbitaricos lipofilicos, tales como el tiopental, causan anestesia rapida por su tendencia a
penetrar en el tejido cerebral rapidamente. Los barbitiricos son todos anticonvulsivos ya que
hiperpolarizan las membranas celulares; y por ende son eficaces en el tratamiento de la
epilepsia.
Efectos Pulmonares
Los barbitaricos pueden causar depresion del centro medular respiratorio e inducir a la depresion
respiratoria. Los pacientes con enfermedades cronicas de obstruccion respiratoria son mas
susceptibles a estos efectos, inclusive en dosis que serian consideradas terapéuticas en individuos

sanos. La fatalidad por sobredosis es generalmente secundaria a la depresion respiratoria.*

Efectos Cardiovasculares

La depresion cardiovascular puede darse por la depresion de los centros medulares vasomotores;
pacientes con falla congestiva cardiaca son mas susceptibles a estos efectos. En altas dosis, la
contractilidad cardiaca y el tomo vascular quedan comprometidos, lo que puede resultar en el

colapso cardiovascular.'"*

Efectos en la etapa del suefio
La dosis hipnotica de barbitarico incrementa, el tiempo total del suefio y alteran las etapas de este
de una manera dependiente de la dosis. Al igual que las benzodiacepinas, estos farmacos

disminuyen la latencia del suefo, el nimero de despertares y las duraciones del suefio. Durante la

administracién nocturna repetitiva sobreviene cierta tolerancia a los efectos en el suefio en plazo
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de unos cuantos dias y el efecto en el tiempo total de suefio se puede reducir hasta 50% después
de dos semanas de utilizacién. La interrupcién produce incrementos de rebote de todos los

aspectos que, segun se ha informado, disminuyen los barbituricos.*

Tolerancia. Puede ocurrir tolerancia tanto farmacodinamia (funcional) como farmacocinética, la
primera contribuye mas al efecto disminuido que la segunda. Con la administracién prolongada
de dosis gradualmente crecientes sigue creandose tolerancia farmacodinamia durante un periodo
de semanas a meses, segun el programa de dosificacion en tanto que la tolerancia farmacocinética
alcanza su maximo en unos cuantos dias a una semana, la sedacion y la hipnosis se producen con
mayor rapidez, y es de mayor magnitud que a los efectos anticonvulsivos y letales;

Por tanto, conforme se incrementa la tolerancia, disminuye el indice terapéutico. La tolerancia
farmacodinamia a los barbituricos confiere tolerancia a todos los depresores (depresivos) del
SNC, entre ellos el etanol.*®

Consumo excesivo y dependencia:

Riesgos; Las dosis excesivas es un factor en las muertes ocasionadas por suicidios y
envenenamientos accidentales con drogas. A veces ocurren muertes accidentales cuando la
persona toma una dosis, sufre confusion, y sin pretenderlo toma dosis adicionales o mayores. Con
los barbitiricos hay menos diferencia entre la cantidad que produce suefio y la que produce la
muerte. Entre otros efectos podemos mencionar la fatiga, dolores de cabeza, vértigo, angustia,
fiebre y trastornos gastrointestinales son propios de la intoxicacion crénica de esos hipnoticos que
igualmente causan trastornos cerebrales, los barbitiricos crean dependencia, las personas
muestran un marcado deseo de continuar consumiendo la droga y aumentar la dosis. Para obtener
una sensacion de euforia y relajacion. Esto ocurre porque se crea la dependencia fisica y la
psiquica, con un nimero mayor de victimas entre las mujeres, lo cual explica que los barbitiricos

sean expendidos con recetas médicas.®
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Dependencia a los barbituricos (Organizacion Mundial de la Salud (OMS)).

De acuerdo a los criterios de la OMS, la dependencia del tipo barbiturico es un estado provocado
por la administracion repetida de un barbitirico o de un agente de efectos similares a los
barbitaricos, en forma continua y por tanto comun en dosis superiores a las terapéuticas Las

principales caracteristicas de la dependencia barbitdrica son:

1) Un vehemente deseo o necesidad de seguir tomando la droga; esa necesidad puede ser
satisfecha por la droga tomada inicialmente o por otra de propiedades semejantes a la de los

barbituricos.
2) Una tendencia a aumentar la dosis debida en una parte a la aparicion de tolerancia.

3) Una dependencia psiquica respecto a los efectos de la droga, relacionada con la aparicién

subjetiva e individual de esos efectos.

4) Una dependencia fisica respecto a los efectos de la droga, que requiere de la presencia de esta
para el mantenimiento de la homostasis y que da lugar a un sindrome de abstinencia bien
definido, caracteristico y de curso constante al suprimirse la administracion. El sindrome de
abstinencia es el rango mas caracteristico y peculiar de la dependencia de tipo barbitirico. Se
inicia durante las 24 hrs siguientes a la supresion de la droga, alcanza su maxima intensidad a los
dos o tres dias y desaparece lentamente, no se conoce por ahora ninglin agente capaz de precipitar
un sindrome de abstinencia barbiturica sin necesidad de interrumpir la administracién de la
droga. Los sintomas que constituyen el sindrome de abstinencia, clasificados por orden de

aparicion son los siguientes; Angustia, sacudidas involuntarias, temblor intencional en manos,
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vomitos, insomnio, pérdida de peso, descenso brusco de tension arterial, cuando el sujeto esta de

pies; pueden presentarse convulsiones y un estado delirante como Delirium tremens.*’

Efectos Toxicos

Sintomatologia

Las personas con sobredosis de sedantes hipnoticos pueden manifestar sintomas de confusion,

apnea, ataxia y dificultad respiratoria ampollas en pies y manos, gran parte de la toxicidad se

relaciona con la acumulacién de metabdlitos que tienen un periodo de vida prolongado; las dosis

altas o masivas producen junto con la inhibicion de los sentidos [coma],alteracion profunda de las

funciones vegetativas, depresion respiratoria esta intoxicacion produce narcosis, que evoluciona

al coma en casos graves se puede dividir esta sintomatologia en tres periodos. °

v Primer periodo; se presenta un corto periodo de latencia entre la ingestion y la

aparicion de los primeros sintomas, con tiempo mas o menos de treinta minutos, se

presenta la llamada embriaguez barbiturica: el paciente se torna extrano, incoherente,

con periodos de excitacion psicomotriz, cefalea y pérdida del equilibrio. Los

sintomas gastricos se manifiestan en nauseas, vomito, y fuerte dolor epigastrico. Con

todos estos sintomas pueden estar ausentes, y el paciente entrar en coma inmediato.

v Segundo periodo; generalmente es de coma profundo, con diferentes variaciones,

Este coma es flacido, con relajacion muscular, el paciente presenta hipo o irreflexia,

En extremidades, el reflejo cornear esta abolido, puede haber miosis o midriasis, la

ocurrencia de miosis inicial es indicio de coma grave. Respiracion lenta y profunda.

Hay fiebre entre el segundo y tercer dia entre 39-40°C que es de origen central, en

coma grave se presentan trastornos de la termorregulacion con hipotermia, en el

coma leve se pude presentar hipotension, taquicardia o arritmia, En lo nefrologico

presencia de oliguria que puede llegar a anuria.
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« El tercer periodo; Hay coma fatal, presentindose la muerte dentro de un
periodo de doce a dieciséis horas, el fallecimiento es causado por edema agudo del

pulmén (neumonia)®*.

Dosis letal de los barbitiricos son las siguientes:
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Dosis toxica: es aquella que produce algun efecto dafiino en nuestro organismo.
Dosis letal (DL): es aquella que produce la muerte del individuo, la dosis letal no es
la misma para todos los individuo, asi dada una poblacion de n individuos objeto de

estudio, distinguimos:

* Dosis letal 50 (DL50): aquella dosis que produce la muerte del 50% de la
poblacion. (mg/kg).

* Dosis letal minima (DLM): Es la dosis mas baja que ha producido .la
muerte de un individuo, el tiempo es un factor importante en la actuacion
del toxico en el organismo.

* Tiempo de latencia: Desde la ingestion de la dosis hasta que aparece el
efecto toxico pasa un determinado tiempo en el que no aparece ningin
sintoma de intoxicacion

» Tiempo letal: es el tiempo que transcurre desde la ingestion de la dosis hasta

que se produce la muerte del sujeto.

» Tiempo letal 50 (TL 50): es el tiempo que transcurre hasta que el 50% de los

individuos mueren.
La dosis toxica varia para cada compuesto, pudiendo darse como dosis letal media

(adulto) entre 3 y 6 gramos aproximadamente.*

» Barbituricos de accion rapida: Secobarbital 3 g
Pentobarbital. Concentracion plasmatica letal de 3.5mg. %
« Barbitiricos de accion intermedia: Amobarbital y Butabarbital no se conoce la dosis
letal. Concentracion plasmatica letal de 5.5mg. %
» Barbituricos de accion prolongada: Barbital. DL10 g.
Concentracion plasmatica letal de 15mg. %°
Fenobarbital; DL 5g.

Concentracion plasmatica letal de 9 mg. % °
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Curva dosis-respuesta barbituricos y benzodiacepinas

muerte —

corm | barbitdricos
Anestesia Benzodiacepinas
hipnosis —|
Sedacion

dosis ————

Fig. 6 Comparacion curva dosis respuesta barbituricos Vs benzodiacepinas.™

Los barbitlricos tienen una curva dosis respuesta lineal, que progresa de la sedacion a depresion

respiratoria y muerte. >
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ASPECTOS MEDICOS LEGALES EN CASOS DE MUERTE POR
BARBITURICOS.

Aunque las muertes por ingestion de barbittricos actualmente no son de alta prevalescencia en
las intoxicaciones medicamentosas, si llegan a ocurrir. Cualquier tipo de intoxicacion tiene
implicaciones médico-legales, ya que no puede deducirse a priori qué responsabilidad encierra,
tanto en las intoxicaciones voluntarias como en las accidentales. Ello condiciona el que ante una
intoxicacion deba extenderse siempre una parte judicial narrando los hechos El médico emitira un
dictamen o informe donde asentard los sintomas que indican como causa directa a los
barbituricos, sintomas caracteristicos como son; color de piel rosada, contraccion muscular,

espasmos, etc. La muerte por sobredosis de barbittricos puede ser debido a las siguientes causas:
Intoxicaciones accidentales:
Las principales variedades de intoxicaciones medicamentosas son:

1.-Accidentes medicamentosas puros. Surgen de forma casual, aun a pesar de ser correcta la

indicacion, la dosis y la via de administracion.

2.-Accidentes medicamentosos por auto-prescripcion, suelen tener por origen el desconocimiento
de los efectos secundarios de estas substancias y sus posibles acciones al ser administradas

simultaneamente con otras.

3.-Errores en la administracion de medicamentos, Pueden ser debidos al médico, al farmacéutico,

al familiar que se encarga de su cuidado o incluso al propio enfermo.

4.- Incompatibilidades con otras terapéuticas, que en la mayor parte de los casos pueden unirse a

los casos incluidos en los grupos 2 y 3.
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5.- Intoxicaciones accidentales en los nifios, encuentran su origen en la imprudencia de los padres
que no toman las medidas adecuadas de proteccion. En este sentido presentan especial
importancia las llamadas intoxicaciones de mesilla de noche, por ser este el lugar habitual de
deposito de los medicamentos, perfectamente asequibles a los nifios. Entre las circunstancias que
favorecen los accidentes toxicos infantiles figuran la atractiva presentacion del medicamento y el
sabor agradable de jarabes y grageas, lo que unido a la irrefrenable ansia de buscar e ingerir
(propia de la psicologia infantil) conduce a estos nefastos accidentes, contra los cuales no se han

logrado medidas preventivas suficientemente eficaces.

6.- Intoxicaciones por automatismo. Son un tipo especial de sobredosificacion debida a que el
sujeto, después de haber tomado una dosis, olvida el hecho y toma otra; se genera un cuadro de
confusion mental que lleva a que lo olvide de nuevo y repita la dosis y asi sucesivamente, hasta
que se llega a producir un cuadro toxico que puede ser muy grave. Este tipo de intoxicacion se da

de forma especial con los farmacos ansioliticos e hipnéticos (barbitdricos).
Intoxicaciones suicidas:

El envenenamiento voluntario, ocupa el segundo lugar por orden de frecuencia entre los medios
utilizados por los suicidas varones y el primero por las mujeres este tipo de suicidio ocupa en
Espafia el quinto lugar para el total de suicidas, varones y mujeres, y el segundo lugar para las
mujeres. Estas diferencias pueden deberse a razones muy variadas: €época en que se hizo el
estudio, circunstancias locales, etc. Atendiendo a su gravedad pueden superar las intoxicaciones
accidentales por razon de la dosis absorbida: en efecto. El 90 % de las intoxicaciones graves que

requieren tratamiento hospitalario tienen este origen.

En la actualidad ha habido un desplazamiento en los denominados venenos de moda, en virtud de
un variado conjunto de circunstancias. En este grupo pueden incluirse las intoxicaciones
homicidas, en sujetos adictos a estas substancias que presentan los rasgos de tolerancia y la
dependencia. Seglin estudio realizado en la direccion, en la unidad de Medicina Legal de la
Universidad de Valencia (1996), requirieron ingreso hospitalario el 55% de los casos de
autointoxicaciones medicamentosas que fueron atendidas en el servicio de urgencias, siendo el

farmaco mas utilizado diacepan.®
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Intoxicaciones homicidas: No es frecuente que se utilicen los medicamentos con fines
directamente criminales, por las dificultades que ofrecen para su administracion o dosis letal, sin
que la victima se aperciba de ello, solo el asesino podria agredir a la victima dormida.*” ¥ %3
Cualquiera que haya sido el motivo o la causa, por mandato judicial corresponde al laboratorio
forense identificar el tipo de sustancia presente en los indicios recolectado en el lugar de los

hechos.

Si se produjese la muerte del paciente se lleva a cabo la actuacion médico-legal a la que se refiere
fig.4. En todo caso aunque la intoxicaciéon no resulte mortal, las implicaciones juridicas que
pueda haber requieren la consideracion médico-legal correspondiente por parte de los clinicos del

hospital.*!

MuErte por intdxicacion = Lesion mortal
Comunicacion al juzgado: --------- parte de defuncion
Investigacion toxicoldgica (confirmacion de la intoxicacion)
Establecimiento de origen: etiologia médico-legal
Accidental
Homicida

Suicida

AUTOPSIA MEDICO LEGAL

Fig.7*
a) Inspeccion de la escena del delito desde el punto de vista toxicologico

Es importante que la autoridad judicial o el investigador que asiste a la escena se cuestioné, la
posible presencia de substancias toxicas, tanto en la escena como el cadaver. Debe buscar en los
alrededores, en las prendas que vestia la victima en sus manos, en su boca, la presencia de
envases vacios de instrumentos empleados en el consumo de drogas, de pastillas, de sélidos

pulverizados liquidos o cualquier otro indicio sospechoso de estar involucrado.
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Tras la inspeccion ocular se redacta una carta donde se incluye poblacion, hora y fecha del inicio
del acta, identidad de quienes la llevaron a cabo, identidad de la victima, descripcion del lugar de
los hechos acompafiada de fotografias de cada elemento examinado. El destino de todos los
elementos recogidos serd el departamento de toxicologia, ya que el equipamiento para la

deteccion de toxicos es altamente cuantioso, y requiere de personal calificado para su manejo®”

En cuanto al cadaver, este se traslada al Instituto Anatémico Forense para ser sometido a un
exhaustivo examen externo o interno, la conocida autopsia. No todas las autopsias siguen el

mismo esquema. Depende mucho de lo que el médico forense este buscando.

Asi en los casos de posible muerte por envenenamiento se dard mas importancia a determinadas
zonas como cabellos, ufias, por ser los lugares donde el veneno permanece durante mas tiempo,

trasladado ahi por el flujo sanguineo.

También se le dard mayor atencion a detalles como el color 6 la movilidad de los musculos
dentro de su grado de rigor mortis. Lo del color tiene su razon de ser en que algunos téxicos, son
detectados por la tonalidad que dejan en la cara. Esta demostrado que el color rosa se debe a ‘la

ingesta de barbituricos, el azafran al laudano. Una tez excesivamente palida a la insulina.

La miosis (pupilas contraidas) en casos de opio y barbituricos, contracciones faciales, y

desprendimiento del cuerpo de olores fuertes.

La autopsia médico-legal se diferencia de la clinica en que la primera estd dirigida a certificar la

muerte, ya que en la Ley de enjuiciamiento criminal debe practicarse.***"

b) Solicitud de Analisis en el cadaver:

Sin importar si se encontraron o no en la escena del delito sustancias sospechosas como toxicas

debe solicitarse al laboratorio la realizacion de andlisis de las siguientes sustancias en el cadaver:

a) alcohol etilico e) anfetaminas 1) plaguicidas
b) marihuana f) barbituricos

c) cocaina g) benzodiacepinas

d) opiaceos h) triciclicos
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c) Embalaje: Si se encuentran uno o varios indicios, deberan embalarse por separado,

correctamente identificados y deben ser enviados al laboratorio lo mas pronto posible.*
La informacion requerida por el laboratorio es la siguiente:
a) tipo de delito.
b) autoridad judicial a quien correspondera el caso.
¢) nombre completo de la victima.
d) numero del caso, o informe policial.
e) cantidad y descripcion de los indicios.

f) resumen de los hechos para orientar el Analisis
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ASPECTOS CRIMINALISTICOS

En sus origenes, la toxicologia forense fue fundamentalmente analitica. El substrato de su estudio
se enfocaba Unicamente al cadaver. En la actualidad las funciones de esta rama de la toxicologia
son mucho mas extensas, realizando estudios en personas vivas, en cadaveres, y sobre el medio
ambiente. Ello explica la gran variedad de muestras con que puede encontrarse el toxicologo
forense, visceras procedentes de una autopsia, fluidos biologicos de individuos vivos para
detectar la presencia de algun toxico, bajo cuyos efectos se ha cometido un delito. El toxicologo
forense debe ser capaz de detectar cualquier sustancia quimica exdgena presente en el material
biologico objeto de la pericia; asi el gran nimero de substancias toxicas constituye una limitacion
importante, y de hecho la mayoria de los laboratorios dirigen su investigaciéon hacia aquellos

toxicos que, segun las estadisticas, estan implicados en la mayoria de los casos.”’

De manera general los andlisis de drogas en fluidos bioldgicos por parte de los laboratorios

forenses tienen esencialmente dos objetivos fundamentales;
a) Diagnostico en el consumo de una droga de abuso en el marco del proceso judicial.

b) Diagnostico clinico en toxicologia clinica y en tratamientos de rehabilitacion.
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1.-Tipos de Muestra.

La seleccion de las muestras adecuadas para el andlisis y su correcta conservacion son requisitos
indispensables en una investigacion toxicoldgica. Estas deben recogerse teniendo en cuenta las
condiciones particulares de cada caso: aunque ciertas especies pueden estar siempre disponibles
para los estudios toxicologicos; En la siguiente tabla 3 se proporciona informacién acerca del

muestreo en casos de cadaveres.*!

Muestra ‘ Cantidad ‘Droga a Investigar ‘
‘Estémago y su contenido HTodo HCualquier droga ingerida ‘
‘Higado HZSO gr. HTodas las drogas ‘
‘Bilis ‘ ‘Toda ‘ ‘Opiéceos ‘
‘Orina HToda HId(’)neas para drogas de abuso ‘
‘Cerebro HIOO gr. parte media y central HSolventes, Cocaina ‘
‘Sangre HZ muestras de 5 ml. y 30 ml HUna para Etanol, otra para drogas ‘
‘Humor vitreo H 2 ml. De cada ojo H Barbituricos, alcohol ‘

Todas las muestras deben guardarse en congelacion antes y después de terminados los analisis las
muestras de sangre para determinacion de etanol deben conservarse con fluoruro de sodio al 2%
Estas son la variedad de especimenes que pueden ser usados para los analisis toxicoldgicos. La
eleccion final de los especimenes a enviar al laboratorio de toxicologia dependeran y deben
elegirse en funcion de las capacidades, recursos del laboratorio, procedimientos de rutina que se

usen vy de las circunstancias especiales.”’

Tanto para el diagnostico analitico como para el control de la evolucion terapéutica de un
enfermo intoxicado, las muestras mas tutiles son sangre orina y contenido gastrico, aunque en
casos concretos pueden seleccionarse ufias, cabellos, o heces fecales. Sin embargo es inutil e
impractico solicitar la recoleccion de todas estas muestras en cada caso para ser analizados
toxicologicamente. Las muestras de sangre post-mortem estdn a menudo hemolisadas y
putrefactas, pero son las unicas disponibles. En estos casos puede dejarse la muestra en reposo y
utilizarse cualquier porcion para el andlisis. Para romper o disolver los coagulos, puede aplicarse

un tratamiento con ultrasonido (15-20seg.).Muchos casos pueden ser evaluados adecuadamente,
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simplemente por pruebas de sangre, debido a que la mayoria de las drogas y las concentraciones
de casi todos los toxicos son mads significativos que en otros fluidos. Las trazas de una droga en

sangre no pueden ser usualmente confirmadas.*”

La orina representa una muestra idoénea para realizar una gran variedad de ensayos preliminares
en el rastreo de toxicos. Las ventajas de esta muestra se deben a que la concentracion de un
toxico en este fluido puede llegar a 100 veces mayor que en la sangre y ademads la orina esta
exenta de proteinas, por lo que las interferencias son minimas. El uso de otras muestras como el
humor vitreo, son causa de recientes estudios toxicoldgicos en casos de sobredosis, y se ha
encontrado que muchas drogas atraviesan la membrana del ojo, por lo que pueden encontrarse en

varias concentraciones en este fluido. **'!.

El higado concentra muchas drogas y sustancias toxicas, ya que es aqui donde son metabolizadas.
En casos de sobredosis pueden ser detectadas altas concentraciones de la sustancia en este érgano
El cerebro es frecuentemente utilizado para las pruebas toxicologicas, aunque no son encontradas
muchas drogas y las concentraciones son mucho menores que en sangre.*”*.

El contenido estomacal es considerado para estimar la cantidad ingerida en dosis, toxicas e
identificar cualitativamente sustancias que han sido recientemente ingeridas, es ciertamente
buena evidencia para la ingestion de drogas con intenciones suicidas, mientras que una baja
concentracion puede indicar una sobredosis accidental, especialmente cuando se asocian con una
historia de abuso de drogas. Pequenas cantidades de contenido intestinal puede ser analizada, si
el contenido estomacal no esta presente, o para la asistencia en la evaluacion de la dosis ingerida.
El contenido intestinal puede rendir grandes cantidades de la droga después de la sobredosis,

cuando poca esta presente en el estomago. »

Las muestras de contenido gastrico son esenciales en el rastreo general de toxicos, ya que no
presentan problemas técnicos en su utilizacion siendo bastante facil la separacion del compuesto
téxico, a menudo se pueden encontrar en ellas capsulas o tabletas enteras, de facil identificacion.
Ademas si el toxico penetrd por via oral y no ha transcurrido mas de 5-6 hrs.las concentraciones

seran normalmente muy elevadas lo que facilita su deteccion.”.

2.-Recoleccion, embalaje y envio
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Idealmente los médicos legistas en sus agencias deben entregar la muestra al laboratorio
toxicoldgico suministrando la informacion pertinente. Las muestra de otras agencias con fines
forenses, deben ser enviados de forma tal que la cadena de custodia pueda ser establecida para
fines de juzgado si es necesario.’” ** Los tribunales o juzgados comunicaran al laboratorio el
envio que haya efectuado expresando la fecha de expedicion, procedimiento utilizado, nombre
del transportista y breve descripcion del espécimen y su precintado (etiqueta); asi mismo se
expondra con la mayor claridad y concesion posible el tipo de investigacion que interesa y se
acompafara informacién de todos los datos, clinicos, necrosis, procesales, juzgado de
instruccion, numero de averiguacion y otros complementarios que puedan tener interés para la
investigacion®-**

Los documentos que se generan en la recepcion y andlisis de las muestras deben retenerse por un
minimo de 6 meses, al término del periodo una lista de estos debe ser emitida a los revisores y se

solicitara el permiso para ser destruidas.””*.

El éxito de la investigacion toxicoldgica se encuentra estrechamente ligado a la calidad, cantidad
y grado de conservacion de las muestras que se remitan, por lo que al momento de que el
patologo forense realiza la autopsia tiene un diagnostico presuntivo de la causa de muerte del
sujeto, hace la recoleccion de muestras para hacer analizadas por el toxicologo y asi tener un
diagnostico confirmatorio de lo sospechado. Para el examen toxicologico es necesario tener en

cuenta los siguientes criterios y la eleccion del tipo de la muestra se hace mucho mas sencilla.
° Tipo de veneno sospechoso
° Via de absorcion del toxico
© Carécter agudo o cronico de la intoxicacion.

El patdlogo forense o la persona que haga la recoleccion de la muestra debe cumplir como
minimo con las recomendaciones de asepsia y seguridad, es decir se deben manejar las muestras
con bata, cofias, guantes, cubre bocas, frascos limpios o estériles, instrumental quirurgico
aséptico o estéril para evitar tanto un contagio personal como una contaminacion de la muestra y

por tanto alteracion de la evidencia®
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Las muestras deben ser introducidas en recipientes de vidrio dmbar perfectamente limpios y
secos, de tamafio adecuado (considerando que la cantidad de muestra varia desde los 30 g hasta
todo el contenido géstrico disponible), las tapaderas deben cerrar siempre herméticamente y los
recipientes deben ser de un solo uso, no deben usarse tapones de goma o material similar so pena

de contaminar las muestras o que sean absorbidos los toxicos presentes 27

Los frascos deben ir correctamente etiquetados con los datos de la agencia investigadora que
genera la solicitud de analisis, cuando la muestra esta contenida en varios paquetes, todos y cada
uno de ellos debera estar etiquetado con el nombre de la victima si se trata de visceras o liquidos

organicos, juzgado de instruccion y fecha.”.

Se debe insistir que las muestras destinadas al andlisis toxicoloégico no deben contener
conservadores que puedan interferir en el andlisis posterior: pero un toxico en una muestra
biologica puede descomponerse durante el almacenamiento por lo que ya no sera detectado
durante el analisis, este hecho se hace importante cuando se desconoce la identidad del toxico;
para la porcion del contenido estomacal al menos 100 gramos, deben ser preservados
independientemente con un preservativo no volatil como el fluoruro de sodio, todas las muestras
deben ser refrigeradas hasta el momento de su andlisis, una vez descongelado el tejido debe de

analizarse de inmediato y subsecuentemente destruirlo.”’.

De esta forma, por ejemplo la eleccion de una muestra de contenido estomacal debe considerarse

cuando el veneno o toxico fue ingerido por via oral en grandes cantidades.

Las ventajas que presenta el trabajar con este tipo de muestras es que se pueden encontrar drogas
sin cambio, la identificacion es relativamente simple. Las desventajas que presenta son que el
analisis solo es cualitativo y pueden emulsificarse las muestras cuando son sometidas a

extracciones.>

Cuando la muestra es producto de un paciente vivo, o se recupera de la escena de la muerte, es de
utilidad enviar el vomito al laboratorio, en la necropsia el contenido géstrico se recupera en un
recipiente de vidrio provisto con una tapa que embone perfectamente, de la misma forma que el

vomito, al abrir la curvatura menor con tijeras y permitiendo que el contenido salga por
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gravedad. Algunos laboratorios solicitan la pared del estomago, ya que los restos de polvo o

tabletas permanecen adheridos en altas concentraciones en los pliegues de las mucosas.**

El tiempo que el patdlogo o el perito responsable toma para embalar, identificar y enviar o remitir
la muestra también es un factor importante en la emision de los resultados, ya que durante el
proceso el toxico o la muestra en si, puede sufrir deterioros causados por las condiciones
climaticas y las inherentes a la degradacion natural de las muestras biologicas, por lo cual se debe
establecer no solo las condiciones de temperatura (uso de sustancias refrigerantes) y exposicion al
ambiente, sino también el tiempo maximo permitido para la remision-recepcion-analisis de la

muestra.?’**,

Temperatura:

Las bajas temperaturas favorecen la conservacion de las muestras para el analisis toxicologico.
En términos generales se recomienda almacenar las muestras a T= 4° C. siempre que vayan a ser
analizadas en unos pocos dias; si van almacenarse por mas tiempo deberan congelarse a T=-20°C
pero teniendo la precaucion de descongelarlas por unica vez antes de ser analizadas. Durante la
congelacion-descongelacion puede producirse la reduccion de ciertos metabolitos (sulfoxidos, N
6xidos formados durante el metabolismo de las fenotiacinas): con lo que habra diferencias
importantes entre la concentracion inicial del toxico y la hallada en el analisis efectuado tras

congelar-descongelar.

Contaminacion: La contaminacion de la muestra consiste fundamentalmente en el paso a ésta
de compuestos formados durante la putrefaccion de los tejidos, asi como de componentes de los

envases donde se disponen las muestras.

° Un caso tipico que resulta de esta es la fenilalanina, base putrefactiva que comienza
aparecer en tejidos, sangre, orina, antes de los 5 dias tras la muerte cuando las muestras no se han

almacenado y conservado adecuadamente.

° Contaminante Procedente de los envases fundamentalmente son plastificantes tipo ftalatos
procedentes de los envases de plastico o de los tapones de los recipientes que contienen las

muestras. También pueden tener su origen en las impurezas de los solventes utilizados para la
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extraccion. Asimismo son frecuentes los ésteres fosforicos procedentes de los tapones de los
envases. Por ello es conveniente conocer las posibles interferencias del material utilizado en los

envases y comprobarlo en cada lote.”.

Estabilidad Quimica de barbitiricos en Fluidos: Uno de los factores que debe ser
considerado en la interpretacion de resultados toxicologicos, es la validez de los mismos para la
prueba y para ello debemos tomar en cuenta factores como la eficiencia del método de extraccion
para la identificacioén y cuantificacion del toxico y el deterioro que puede sufrir este durante su

almacenamiento.
Oxidacion

Para aquellos compuestos facilmente oxidables [catecolaminas, tiobarbituricos]. Los envases
deben estar llenos y perfectamente cerrados para excluir el oxigeno atmosférico. Se pueden
adicionar antioxidantes, como 4cido ascorbico o metabisulfito sddico (1%, p/v), para eliminar el
oxigeno de la solucidn, pero estos agentes pueden reducir los metabolitos oxidados de algunos
toxicos presentes en la orina, transformandolos de nuevo en sus productos originales
(fenotiacidas, antidepresivos triciclicos, algunos antihistaminicos). Los compuestos fenolicos
(paracetamol, morfina) se oxidan facilmente a 4°C y los que contienen azufre son también
oxidados in vitro en medio alcalino. Asi, el tiopental puede convertirse en pentobarbital durante
la reextraccion de un solvente orgéanico en una solucidon acuosa bdsica y, ademas, oxidarse

rapidamente a temperatura ambiente, tanto en soluciones acuosas como organicas.

Un factor importante en los procesos oxidativos es la presencia de iones metalicos que actuan
como catalizadores. El efecto de los iones puede disminuirse adicionando una proteina como la
seroalbimina bobina. Por esto, algunos compuestos labiles son mas estables en plasma que en

soluciones acuosas. ¥/

VL.-COMPARACION DE METODOS

El laboratorio forense emplea una variedad de procedimientos analiticos. Primero realiza pruebas,
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Preliminares o screening. (De rastreo u orientacion), que determinan la presencia o ausencia de
grupos de sustancias toxicas en las muestras, los resultados son sometidos a un procedimiento
analitico que identifica a un téxico especifico. La segunda prueba confirmatoria, debe basarse en
principios quimicos o fisicos, diferentes de la primera. En la actualidad se considera que las
determinaciones cromatograficas (capa fina o gaseosa) y la espectrometrias de masas (EM),
proporcionan una identificacién inequivoca para la mayoria de los toxicos aunque tienen sus
limitaciones. De acuerdo con el procedimiento de buenas practicas de laboratorio se deben
establecer procedimientos normalizados de trabajo que garanticen un trabajo sistematico y unos
resultados seguros, estos resultados de laboratorio forense y de autopsia realizada por el médico
legista, una vez realizados los examenes toxicologicos, el patdlogo forense debe interpretar los

resultados y contestar al juez preguntas especificas como las siguientes: *

e Rutas de administraciéon del toxico: en su determinacion deben considerarse los
resultados de varias muestras, como regla general la concentracion mds elevada del
toxico se encontrara en el sitio de administracion, asi una concentracion mas elevada

en el tracto digestivo y en el higado corresponde a un téxico ingerido.

» Una concentracion mas elevada en el pulmon indica un téxico inhalado, y el hallazgo
de un farmaco en el tejido circulante a un punto de inyeccion indica inyeccion reciente

IM.oLV.

* La presencia de un toxico en tracto gastrointestinal no es prueba suficiente para
atribuirle la muerte. Para ello es necesario demostrar, que se llevé a cabo la absorcion
del toxico, y que fue transportado por la circulacion a los o6rganos donde ejercid su
efecto letal, esto se establece mediante los analisis de muestra de sangre y de otros
organos. Dosis administradas: En cuanto a su determinacion se debe tener en cuenta la
duracién de la sobrevida y los tratamientos médicos administrados, el intervalo entre
la administracion de un toxico, y si pudo ser suficientemente prolongado para permitir

la excrecion y biotransformacion del agente.
A) Eleccion del Método Analitico

La técnica escogida debe ser sensible y especifica, la rapidez y el costo se pesan en funcion del

equipo del laboratorio, de la disponibilidad y competencia del personal;
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-Las técnicas cromatografias son més largas ya que necesitan un tratamiento de las muestras
antes de la inyeccion; el tratamiento de la muestra previa a toda inyeccion cromatografica es una
etapa importante que permite eliminar las proteinas de la muestra que danaria la columna,

concentrar si es necesario la sustancia a analizar.?’

- Las técnicas inmunoldgicas son mas rdpidas porque se utilizan en una dilucion de la muestra,
pero con frecuencia son caras.”” Todos los compuestos extrafios o xenobidticos pueden ser
determinados en matrices bioldgicas y no bioldgicas y de manera directa e indirecta. Por lo tanto
tenemos cuatro modalidades de analisis en quimica forense que podemos resumir de la manera

siguiente;

1.- a) Analisis Indirecto: Fluidos Biolégicos: Esta modalidad implica la aplicacion de un
" Screening " para descartar el mayor nimero de toxicos posibles e incluir un niimero reducido de
ellos, hasta lograr la identificacion, realizando posteriormente una técnica directa para aumentar
la eficiencia de los analisis. Este Procedimiento de Screeening puede variar algo dependiendo de

la muestra biologica de que se trate.

b) Muestras No Bioldgicas: Como las muestras pueden ser tan disimiles, existen varios
procedimientos de "Screenig" dependiendo del estado fisico de la sustancia, solubilidad, y de la
naturaleza quimico-fisica de la muestra en cuestion. Independiente de la modalidad de los
analisis, generalmente existen cinco pasos fundamentales, cuya comprension es de extrema
importancia para obtener buenos resultados, y cada uno de ellos representa practicamente un

campo dentro de la toxicologia analitica.

2.-Analisis Directo:

a) Fluidos Biologicos: Esta modalidad implica la aplicacion de procedimientos de extraccion y

determinacion especificas para una determinada sustancia que se quiere buscar y se lleva a cabo
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cuando los antecedentes del caso apuntan hacia la misma o si se quieren hacer determinaciones

cuantitativas.

b) Muestras No Bioldgicas: Como en el primer caso la determinacion se lleva a cabo
mediante una técnica ya probada y utilizando como patrones de referencia las sustancias

sospechosa, debido a que los antecedentes del caso asi lo requieren.

Analitica de los toxicos organicos no volatiles o Toxicos Organicos Fijos (TOF) o no
volatiles se incluye una gran variedad de sustancias organicas, de interés toxicoldgico, que no
pueden aislarse por destilacion de las matrices que los contienen, sino que debe recurrirse a la
accion de disolventes orgéanicos (en medio acido o alcalino) para su separacién y posterior
identificaciéon. La mayoria de estos toxicos sufren profundos cambios metabolicos en el
organismo y, en consecuencia, pueden aparecer en los fluidos o tejidos en su forma original o
como productos de biotransformacion (metabolitos), libres o conjugados con diferentes
compuestos (&cido glucurdnico, sulfatos, aminoacidos, etc.). Las propiedades fisico-quimicas del
toxico y sus metabolitos pueden ser muy distintas, a veces incluso entre los metabolitos de un
mismo compuesto. Ello determina una excrecion caracteristica seglin los casos y la conveniencia
de realizar la investigacion en una u otra matriz (orina, sangre, bilis, etc.). Frecuentemente la
especie que serd analizada estd presente en un tejido o un fluido bioldgico, unido a proteinas u
otros constituyentes celulares. En este caso, puede ser necesario separar el toxico (el compuesto
madre o sus metabolitos) del resto de los componentes de la matriz, de modo de obtenerlo en
cantidad y pureza suficientes para permitir su identificacion y cuantificacion. S6lo recientemente
han surgido métodos disponibles que permiten la medida directa de algunos analitos sin la
separacion previa de su matriz. El analista toxicologo ha experimentado un crecimiento paulatino
en el nimero de técnicas a su disposicion. En la actualidad la clasica metodologia convencional
ha sido reemplazada por la introduccion de métodos instrumentales mas sofisticados, de gran

sensibilidad y precision pero cuyo costo elevado limita su disponibilidad en la mayoria de los

Laboratorios de nuestro medio. Los TOF tienen en comun el uso de metodologias similares para

su aislamiento, caracterizacion y cuantificacion.
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Técnicas Cromatograficas La busqueda de TOF mediante técnicas cromatograficas, como
Cromatografia en capa fina, CLAE, GC (Gas Cromatografia Gaseosa), etc. se caracteriza
porque antes de aplicarlas es necesario separar las drogas de la matriz en la que se encuentran
inmersas mediante alguna técnica de extraccion. En la préctica esto se logra siguiendo una serie

de pasos, como los que se describen a continuacion.
Preparacion de la Muestra:

Es un paso es crucial en los andlisis, involucra la homogeneizacion de la muestra, ajustes de pH,
pesage, procedimientos de hidrolisis (acida, bésica o enzimadtica), precipitacion, centrifugacion,

etc. de modo que se facilite el aislamiento de la sustancia de interés. *’
Aislamiento del analito:

el método de aislamiento dependera de la naturaleza del toxico que se quiera buscar en el caso de
las drogas la tendencia ha sido desde la extraccion con cloruro de n-butilo, que fue uno de los
primeros solventes declarados como extractores selectivos de drogas, después las extracciones
con sales y con solventes, o sea los métodos de "Salting - out", hasta la cada vez mas empleada
extraccion en fase sélida la cual presenta muchas ventajas con respecto a todas las anteriores,
como son mayor selectividad, ahorro de solventes y de tiempo, extractos mas limpios y mayor
recobrado de los analitos , etc. Existen muchos trabajos que comparan la extraccion liquido-
liquido con la extraccion en fase solida, demostrandose cada vez mds sus ventajas, pero no
obstante a ello la extraccion liquido-liquido se sigue utilizando, dependiendo de los recursos con

que cuenta cada laboratorio.

Concentracion del extracto: El objetivo de este paso es colocar el analito en el menor
volumen posible para de esta manera aumentar la sensibilidad de los analisis. Se deben usar
condiciones controladas, idealmente una temperatura menor de 40°C y corriente de nitrégeno.
Durante las operaciones antes mencionadas se debe tener sumo cuidado para evitar pérdidas por
volatilizacion, oxidacion o absorcion en los precipitados, ya que frecuentemente los productos a
identificar estdn presentes en cantidades menores del g/ ml. Las pérdidas por volatilizaciéon de
sustancias basicas como anfetaminas pueden prevenirse cuidando la temperatura y salificando el

extracto con acido clorhidrico al 1 % en metanol.”’
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Identificacion del Analito: existen diferentes niveles de complejidad dependiendo de las
técnicas que se utilicen para la deteccion de las mismas. Asi tenemos un nivel primario que
utiliza técnicas de identificaciéon como la Cromatografia en Capa delgada y la Espectrofotometria
UV, ademas de reacciones de coloracion para la orientacion, etc. Un nivel secundario involucra
técnicas tales como la cromatografia de gases y la Liquida de alta resolucion ya sea para
Screening como para la determinacidn directa y un nivel terciario que utiliza la Espectrometria de
masas acoplada con una cromatografia separativa tal como la cromatografia de gases y la liquida
de alta resolucion Antes de la aplicacion de la Cromatografia de gases y de la CG/EM Ila
derivatizacion de los grupos funcionales es esencial para la deteccion de drogas a bajos niveles.
La derivatizacion mejora la especificidad, la sensibilidad y la precision de los analisis, ademas las
llamadas colas en los cromatogramas se eliminan considerablemente con la aplicacion de
procedimientos de derivatizacion y mejora considerablemente la separaciéon de sustancias
conteniendo grupos funcionales tales como -COOH, -NH, -NH2 o -OH. Los procedimientos de
derivatizacion mas utilizados son la Silanizacion con N, O-bis-trimetilsililfluoroacetamida

(BSTFA), la Acilacion con anhidrido pentafluoropropidnico (PFPA), Alquilacion/Acilacion, etc.

Cuantificacion del Analito: Una vez identificado el analito la cuantificacion del mismo se
puede realizar por una técnica directa, bien definida y utilizando patrones de referencia puros
para analisis. Esta técnica directa generalmente es una técnica cromatografica gas- liquida o

liquida-liquida y la Espectrometria acoplada a estas dos anteriores *'

Técnicas analiticas disponibles:

En la actualidad existe una gran variedad de técnicas a disposicion del toxicologo que abarcan
desde los clasicos métodos no instrumentales (reacciones colorimétricas, tests micro-cristalinos
etc.), hasta los métodos instrumentales mas sofisticados. En efecto, el analisis quimico ha
experimentado en los ultimos afios un considerable desarrollo, caracterizado esencialmente por el
empleo de instrumentos, mas o menos complejos, capaces de medir propiedades fisicas o
quimicas que permiten la identificacion y la cuantificacion de los compuestos quimicos.las
técnicas instrumentales conocidas son: Reacciones de color, Técnicas inmunoquimicas, Técnicas

espectrofotométricas, Técnicas cromatograficas.
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Inmunoensayos Existen en el comercio numerosos tipos de inmunoensayos con aplicaciones en
Toxicologia. En su mayoria estdn disefiados para el andlisis de muestras liquidas, como orina,
agua y suero debido a que estas matrices presentan poca cantidad de interferencias. Estas
muestras se emplean en forma directa, evitando por lo tanto el paso previo de extraccion o
aislamiento de los analitos y logrando una reducciéon importantisima en el tiempo de obtencion de
los resultados (10 minutos — 1 hora). La técnica tradicional consiste en mezclar un volumen de
muestra conteniendo la droga a ensayar, con una cantidad fija de un anticuerpo especifico.”’

a) Pruebas preliminares.

Dada la complejidad que adquiere un analisis toxicoldgico, cuando no se tienen pardmetros de
referencia de la posible causa o forma de intoxicacion y si estos no pueden ser proporcionados
por alguna fuente, es necesario contar con procedimientos que nos permitan establecer la
identidad o tipo de droga que puede estar presente en una muestra de contenido estomacal o
cualquier otro fluido bioldgico, estos procedimientos se refieren a las pruebas preliminares o
screning (rastreo), las mas sencillas que pueden realizarse desde el momento en que se toma la

muestra, 6 en su momento de ingresar al laboratorio.*

De esta forma la tarea del analista se ve facilitada, pues dirigird su analisis hacia un téxico o
grupo de toxicos en especifico disminuyendo tiempos, gasto de reactivos y materiales,
obviamente cuando se cuenta con informacion, cualquiera que sea la fuente, de como sucedio la
intoxicacion, la sistematica se vuelve aun mas sencilla porque solo seria necesario confirmar la
presencia del toxico.””.Dentro de las pruebas rapidas, también llamadas presuntivas, que se
pueden realizar al momento de recolectar la muestra porque no requieren del uso de equipo o

materiales sofisticados se encuentran las de desarrollo de color;

1.- Reaccion con desarrollo de color

« Reaccion de Parry-Koppanyi: Se toma 1 ml de la solucion del residuo metanolico, se

coloca en una placa o en un vidrio de reloj y se le agrega 3-4 gotas de solucion
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alcoholica de nitrato de cobalto al 1%. Mezclar con varilla e incorporar 1-2 gotas de
solucion alcohdlica de isopropilamina al 5%. Aparicion de color violeta o azul-violeta
nos indica la presencia de compuestos que presentan la siguiente agrupacion: -CO-NCO,
entre ellos los principales ejemplos son: barbitiricos, hidantoinas, xantinas, creatinina,

narcoticos derivados de la piperidina.la sensibilidad es de 1 mg.

« Reaccion de Zwicker: A 0,5 ml de la solucion metandlica, se le agregan 0,5 ml de
CuSO4 al 5%. Mezclar suavemente e incorporar 0,5 ml de solucién cloroférmica de
piridina al 5%. Se agita enérgicamente y se deja separar la capa cloroféormica (inferior).
La aparicién de color pirpura nos indica la presencia de un derivado barbittrico, los
tiobarbitiricos dan coloracion verde, las hidantoinas, color azul, los derivados de las
xantinas, color verde. Este ensayo es mds sensible que la reaccion anterior permitiendo
detectar del orden de 100ul. Ademas no requiere solubilizacién previa y tiene menos
interferencia.

« Pruebas a la gota: En general se dividen en reacciones a la gota con formacion de
precipitado de color inmunoensayo. Se realizan sobre muestras decomisadas y en

extractos obtenidos de la muestra biologica.

2.-Técnicas de inmunoquimicas.
Todas ellas se basan en los procedimientos inmunoquimicos clésicos y utilizan como principio
analitico la reaccidon antigeno-anticuerpo. Utilizan un complejo antigeno-anticuerpo, donde el

antigeno es el toxico convenientemente marcado. El ensayo consiste en el desplazamiento
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competitivo del toxico marcado del complejo antigeno anticuerpo por el toxico libre presente en
la muestra analizada. El toxico marcado, liberado al medio se utiliza para determinar la presencia
y/o concentracion del toxico presente en la muestra problema. (fig.1) se aplican en especial para

drogas de abuso y psicofarmacos, incluyendo a los barbituricos.

Toéxico marcado

Toxico libre + Ac W libre — Ac
N

Toxico marcado Toxico marcado

Esquema 1 Fundamento de las técnicas inmunoquimicas *’

a) Radioinmunoanalisis (RIA)
Esta técnica utiliza un toxico marcado con un is6topo radiactivo, como 1'*, C'* o0 H? En el ensayo
se equilibra una mezcla que contiene anticuerpo (Ac), toxico marcado (Ag), y toxico no marcado.
El complejo Ac-tdxico es separado por precipitacion. El toxico marcado liberado permanece en el
sobrenadante, donde se determina su concentracidon por medicion de la radiactividad (fig. 2). La
principal ventaja del RIA es su gran sensibilidad. De mas de poder aplicarse a muestras muy

variadas. ¥’

C C
S + %
Téxico marcado
\ !
@ Radioactividad
Toxico Libre Esquema 2 Fundamento del RIA *

b) Enzimoinmunoanalisis [EMIT]
Esta técnica utiliza toxicos marcados con lisozima capaz de lisar las paredes celulares
bacterianas. La actividad de las lisozimas no se afecta por la unién con el toxico, pero su centro

activo no es asequible al sustrato. El toxico libre presente en la muestra problema desplaza el

50



toxico marcado, con lo cual se produce un incremento de la actividad enzimatica que se
manifiesta por cambios en la densidad optica de las soluciones.

Cuando en la muestra problema no hay téxico, la densidad optica de la mezcla de reaccion no
cambia esencialmente, indicando poca o ninguna actividad enzimatica. Ademas de la lisozima se
utiliza coma marcador la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6P-DH), la posible interferencia
sérica se previene utilizando NAD®, que funciona solo con La G6P-DH bacteriana usada en el
ensayo. Esta técnica puede aplicarse directamente sobre orina o plasma, o incluso también sobre
extractos de materiales bioldgicos como sangre, tejidos, etc. aumentando asi sus aplicaciones.
Otros materiales, como pildoras, tabletas, etc. pueden analizarse

También con EMIT disolviéndolos previamente con el tampon utilizado en el ensayo.”’

|

Téxico L
marcado + .

>

=

Enzima inactiva

»

Sustrato

U
-

‘ A
|\

Enzima activa
Desplazami del Destruccién del sustrato
téxico marcado Cambicenla DO
2l téxico libre

Esquema 3 del fundamento EMIT #

¢) Inhibicion de la hemaglutinacion [IH]
El marcador utilizado en este sistema esta constituido por globulos rojos estabilizados mediante
tratamiento con formaldehido. En ausencia del toxico los eritrocitos que han sido sensibilizados

con dicho compuesto reaccionan con los anticuerpos especificos (antitoxicos) y se produce una
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aglutinacion uniforme con el fondo del matraz en la que se lleva a cabo la reaccion. Si la muestra
problema contiene el toxico, este se une al anticuerpo impidiendo la unién con los globulos rojos
sensibilizados, que de esta manera sedimentan y forman un anillo caracteristico en el fondo del
matraz de decantacion .La aplicacion de estas técnicas es tanto cualitativa como cuantitativa,
mediante la utilizaciéon de patrones de concentracion conocida. El tnico defecto de los
inmunoanalisis, es la falta de especificidad con posibilidad de reacciones cruzadas, por lo que
requieren siempre de confirmacion por otras técnicas alternativas. Esto es especialmente
importante en muestras de interés judicial.

Otro inconveniente es el elevado costo de los reactivos utilizados. Por el contrario su gran rapidez
y sensibilidad hacen de estas técnicas el método de eleccion para el screning de gran niimero de

muestras en situaciones concretas.

d) Inmunoanalisis por interaccion cinética de particulas (KIMS) competencia

Por unirse al anticuerpo y evitar formar agregados de macroparticulas

Permiten identificar sin dificultad los componentes de los principales grupos terapéuticos de
interés (barbitiricos, antidepresivos, triciclicos.etc.).El screening se puede complementar con el
empleo de técnicas inmunoquimicas (EMIT).para aquellos grupos de tdxicos organicos que
requieren una especial sensibilidad o presenten caracteristicas muy particulares. Aunque el
screening de toxicos orgéanicos puede abordarse también por técnicas como cromatografia de
gases o cromatografia liquida de alta resolucidn.la cromatografia en capa fina representa una

alternativa valida y asequible a cualquier laboratorio.*’

Las técnicas antes descritas Unicamente proporcionan un resultado analitico preliminar
cualitativo. Para obtener la confirmacién de un resultado, debe emplearse un método quimico

alternativo mas especifico sensible y cuantitativo.

El diagrama siguiente representa el fundamento de la hemaglutinacion [IH]
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Eritrocitos sensihilizados
Anticuerpo
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Eritrocitos

/

Toxico
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Aglutinacion
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Inhibicicn de la
hemaglutinacion

Esquema 4 del fundamento de hemaglutinacién®’
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3.- técnicas espectrofotométricas:

Se basan en la capacidad que tienen las moléculas y los atomos de absorber radiaciones de
diferente longitud de onda () caracteristica para cada sustancia, utilizando la energia de dichas
radiaciones (hv) para producir cambios energéticos en su estructura. En los 4tomos estos cambios
se refieren exclusivamente a transiciones electronicas. En las moléculas los cambios energéticos
son debidos a movimientos electronicos, asi como a movimientos de vibracion y rotacion de las

moléculas.
a) Espectrofotometria ultravioleta visible

Cuando la luz pasa a través de una solucion que contiene una sustancia capaz de
absorberla, una parte es absorbida, otra, reflejada y el resto, trasmitida. La
cantidad de luz absorbida (absorbancia o densidad optica de la solucion) es
proporcional a la concentracion de la solucion y a la longitud del camino
recorrido a través de aquella. Esta técnica es, pues, s0lo orientativa, aunque el
estudio de la absorcidon inespecifica en la region de 200-400nm, junto con la
observacion de las variaciones que originan en dicha absorcion los cambios de
pH, puede servir para la identificacion aproximada de un problema.haciendo uso

de tablas.
Determinacion de Barbituricos en sangre por espectrometria U.V.

A 2 ml de sangre se le adicionan 50 ml de agua destilada, se homogeneiza y se le adicionan 15
ml de Tungstato de sodio al 10 % en agua y 15 ml de H2SO4 al 2 %. Se coloca 3 minutos a 100
°C. Se filtra y el filtrado se somete a dos extracciones con éter etilico. Se retinen los extractos y
se extrae con 10 ml de NaOH 0.45 M. Se registra el espectro uv contra patrén de NaOH 0.45 M.
Posteriormente a 3 ml de este extracto se le afiaden 0.5 ml de NH4Cl al 16 %. Se hace lo mismo
con el blanco (para llevar de pH - 13 a pH -10) y se registra el espectro nuevamente. En presencia
de un barbiturico se observa un corrimiento betacrémico. Generalmente se recomienda seguir una
estrategia que consiste en aplicar, una técnica de Screening inicial para descargar las muestras

negativas y confirmar por otra técnica, las muestras positivas.*!

b) Espectrofotometria infra-roja
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Es uno de los métodos mas usados para la identificacion de compuestos desconocidos. Un
espectro infra-rojo puede obtenerse en menos de 2 min y la muestra no es alterada ni destruida.
Cada compuesto produce un espectro diferente, de forma que un espectro infra-rojo es
equivalente a una << huella dactilar »» de la sustancia examinada. Todos los compuestos organicos

y algunos inorganicos absorben luz en la region infra-roja y del espectro electromagnético.

Cada grupo funcional quimico tendrd unas frecuencias caracteristicas que serviran para
identificarlos en una sustancia desconocida. Esas frecuencias caracteristicas se denominan
«frecuencias de grupo »» y son ejemplo tipico: OH, NH, CuO, CuN, CuC, NO,, etc. Por ello un
espectro infra-rojo puede dar con rapidez informacidn sobre la presencia o ausencia de ciertos
grupos funcionales, o caracteristicas estructurales, presentes en un compuesto desconocido. La
aplicacion fundamental de la espectrofotometria infra-roja es el analisis cualitativo, debiéndose
utilizarse espectros de referencia y datos tabulados para su interpretacion. Aunque el espectro
infra-rojo puede ser el mejor método para identificacion de una sustancia presenta un doble

problema:
- Por un lado requiere de una gran pureza de la muestra.
- Necesita una cantidad de muestra algo elevada

No por falta de sensibilidad de la técnica, sino por la dificultad en la
manipulacion de la muestra. Por todo ello, en la actualidad el uso de esta técnica
en Toxicologia encuentra su mayor aplicacibon en combinaciéon con la

cromatografia de gases.

4.- Técnicas cromatograficas
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La cromatografia puede definirse como la técnica de separacion de una mezcla de solutos, basada
en la diferente velocidad con que se mueve cada uno de los componentes a través de un medio

poroso, arrastrados por un disolvente en movimiento.*’
La cromatografia se distingue:
1. Fase estacionaria: puede ser liquida o solida.
2. Fase movil: puede ser un liquido (un disolvente o una mezcla de disolvente) o un gas.
Las técnicas cromatograficas pueden clasificarse sobre la base de diferentes criterios:
1. Atendiendo a la naturaleza de la fase movil y la fase estacionaria:
a) Cromatografia liquida:
» Cromatografia liquido-liquido.
» Cromatografia liquido-solido.
b) Cromatografia gaseosa:
» Cromatografia gas-liquido.
» Cromatografia gas-solido.
2. Atendiendo el tipo de soporte sobre el que se dispone la fase estacionaria:
a) Cromatografia en columna:
* Qases.
» Cromatografia Liquida Alta Resolucion.
» Cromatografia en papel.
» Cromatografia en capa fina.

Cromatografia de capa fina
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Los valores de Rf en combinacién con un revelado secuencial permiten detectar e identificar
sin dificultad los componentes de los principales grupos terapéuticos de los barbittricos. Ha sido
la técnica clasica de eleccion por sus caracteristicas de sencillez bajo costo. Mediante la
utilizacion de una serie adecuada de patrones y medios de desarrollo, la cromatografia en capa
fina pretende detectar en un tiempo corto gran numero de sustancias. Los valores de Rf en
combinacion con un revelado secuencial permiten detectar e identificar sin dificultad los
componentes de los principales grupos terapéuticos de interés (barbitiricos, antidepresivos,
triciclicos.etc.). Los inconvenientes que se le atribuyen a esta técnica en cuanto a necesidad de
multiples extracciones, interpretacion subjetiva de los resultados, falta de sensibilidad, estan
actualmente superados existiendo en el mercado kits que facilitan en gran medida el manejo de
las muestras de las que se requiere un volumen minimo. Se consigue asi reducir de modo

considerable el tiempo de andlisis para la mayoria de los toxicos la sensibilidad es de 1 mg/I.

Tabla. 4 Screening por Cromatografia en Capa Fina."

‘Sistema HSoluciones Standard HFase Moévil HReveladores

Pentobarbital
Cloroformo: HgSO4 (5g de
A Fenobarbital
Acetona 45:5 HgO + 20 ml de H2S04)
Fenitoina

Los reactivos se atomizan en el orden en que aparecen, pero, al menos antes del paso 4 la placa
debe secarse con aire caliente después de cada atomizacion. En la interpretacion de los
cromatogramas debemos tener en cuenta no solo el Rf relativo de la muestra que se esta
investigando sino también la forma y el color de la mancha asi como el comportamiento post
revelacion. El limite de deteccion para la cromatografia en capa delgada tiene un limite de

deteccion de entre 1y 5 ug.

Todas las placas deben exponerse al UV antes de atomizarse con los respectivos reveladores y

anotar cualquier hallazgo importante. El sistema A es selectivo para barbitaricos, los que dan
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manchas blancas las cuales pueden ser fugaces en la mayoria de los casos, por tanto se

recomienda anotar los resultados inmediatamente después de atomizada la placa. *'

a) Técnicas Confirmatorias:

Que comprueban el resultado anterior o lo obtienen directamente, por tener mayor capacidad de
deteccion y seguridad.las buenas practicas de laboratorio (BPL). Recomiendan efectuar la
identificacion por dos técnicas diferentes basadas en fundamentos fisicoquimicos distintos: estas
técnicas son cromatografia de gases (gas-liquido), cromatografia de liquidos (liquidos-liquidos)
de alta precision o resolucion, espectrometria infrarroja y la de mayor descriminacion y seguridad

el sistema cromatografia gaseosa, o de liquidos y la espectrometria de masas™.

Para mejorar las caracteristicas cromatograficas de sustancias polares, aumentando su polaridad,
volatilidad o su estabilidad térmica, se preparan derivados de los toxicos extraidos, lo cual
proporciona mas iones tipicos que favorecen la identificacion por espectrometria de masas. La
derivatizacion consiste en acetilacion (mediante reacciones con anhidrido acético) de las aminas
primarias y secundarias y de hidroxidos alcoholicos y fenoélicos, frecuentes en los metabolitos: o

etilacion de acidos carboxilicos por tratamiento con diazometano 6 diazoetano.*

Cuando sabemos el grupo farmacolégico o quimico al cual pertenece la sustancia a identificar en
la muestra, se procede a la confirmacién de su identidad utilizando métodos mas especificos,
precisos y altamente sensibles. La mayoria de ellos son complejos para ejecutar y requieren de
equipo especial y experiencia en el manejo de los mismos. Se clasifican de acuerdo al

fundamento del método como. Cromatografia de gases, cromatografia liquida de alta eficiencia.
Métodos cuantitativos (técnicas de confirmacion)

Las técnicas cromatograficas solas, no son capaces de suministrar una identificacion inequivoca
de un compuesto particular y la confirmacion por técnicas especificas como la cromatografia de
gases es a menudo obligatoria. Ademas debemos enfatizar que no existe un método de analisis
unico en los estudios forenses, ya que un analisis toxicologico debe ser lo mas especifico posible

para los fines legales en cuestion.

1.-Cromatografia de gases [GLC]

58



En este sistema la fase movil es un gas inerte (hidrogeno, argon, nitrégeno) que fluye a través de
una columna que contiene la fase estacionaria: ésta puede ser un adsorbente (cromatografia gas-
solido) o un soporte inerte recubierto por un liquido relativamente poco volatil (cromatografia
gas-liquido). El tubo de la columna tiene entre 3 y 6 mm de didmetro y puede ser de cobre,
aluminio, acero inoxidable, vidrio, o cuarzo. Est4 lleno de un soporte finamente tamizado que
puede haber sido lavado con un acido o una base y tratado con silano como el
hexametildisilazano para reducir los sitios de absorcion. La silanizacion remplaza los hidrogenos
del soporte por el radical trimetil-silil. El soporte, tratado o no, esta recubierto con una fase

adecuada.”’

Para gases y solutos no polares de alta volatilidad puede usarse cromatografia gas-solido. Asi no
se requiere ningun liquido sobre la gran area superficial del adsorbente de relleno. Técnicas
recientes han eliminado la necesidad de empaquetar con un soporte so6lido, al utilizar un tubo
capilar cuyas paredes estan recubiertas con la fase estacionaria liquida. La columna es solamente
una parte del sistema cromatografico. La unidad debe disponer, ademéas de un horno
perfectamente regulado que albergue la columna: un inyector a través del cual se pueda introducir
la muestra en la columna: un detector (también con temperatura regulable): un medio de
programa: y regular el flujo de la fase mévil y cualquier otro gas que pueda necesitar el detector,
y un medio adecuado para amplificar y registrar aquello que el detector <<descubre >>. En la
practica se introduce una muestra en el inyector, donde es volatilizada inmediatamente y de
donde es recogida por el gas portador y transportada a través de la columna. Los componentes de
la mezcla se mueven a velocidades distintas que dependen de su volatilidad relativa y su
solubilidad en la fase estacionaria. Los componentes mas solubles son retenidos mas tiempo en la

fase estacionaria y los menos solubles atraviesan con mayor rapidez la columna.

La resolucion, es decir, la separacion de los componentes de una mezcla estan en funcién de:
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Longitud y didmetro de la columna.
Soporte especifico y concentracion de fase estacionaria.
Naturaleza y velocidad del gas portador.

Tamaiio de la muestra.

I N

Propiedades fisicas y quimicas de los componentes de la mezcla.

Cada componente de la mezcla es detectado a un tiempo especifico y caracteristico en unas
determinadas condiciones de trabajo (tiempo de retencion, Tg). El tiempo de retencion es
equivalente a la Rf en cromatografia en capa fina y se define como el tiempo transcurrido
desde la introduccion de una muestra en la columna hasta que sale de ella y es detectada. La

deteccion de la sefial puede conseguirse con varios tipos de detectores.

1. De conductividad térmica (TCD).
De ionizacion de llama (FID).

De captura electrénica (ECD).

AW

De nitrogeno-fosforo (NPD).

Posteriormente, la sefial es amplificada electronicamente y registrada como una serie de picos,
obteniéndose un cromatograma. El andlisis cualitativo se basa en los tiempos de retencion de
cada pico, mientras que la intensidad de la sefial (en area de pico o altura) es funcion de la
concentracion de cada componente. Asi es posible la cuantificacion mediante la utilizacién de
patrones de concentracion conocida, en cualquiera de las modalidades normalmente empleadas,
(patrén interno, curva de calibracion).La cromatografia de gases representa una de las
herramientas mas importantes con las que cuenta el analista desde la introduccion hasta la
actualidad. Sus aplicaciones al andlisis cualitativo y cuantitativo son muy numerosas, habiendo
desplazado las otras técnicas cromatograficas por sus ventajas que presenta. La precision de un
analisis por cromatografia de gases se sitlia por término medio alrededor de + 2%, con un limite
de sensibilidad 1-5 pg/ml.La gran cantidad de fases estacionarias disponibles y la posibilidad de

trabajar a diferentes temperaturas permite su aplicacion a la casi totalidad de las sustancias.*’

La limitaciéon inicial de su aplicacion, exclusiva para las sustancias volatilizables, se ha
solventado con la posibilidad adicional de obtener derivados volatiles para aquellas sustancias

que no lo son en principio, mediante la adicién de un reactivo que forma un compuesto
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intermedio volatil (proceso de derivacion).Esto, junto a la utilizacién de distintos tipos de

detectores, hace su aplicacion practicamente universa

1.47

Tabla 5 Fases estacionarias utilizadas en cromatografia de gases y principales aplicaciones: ¥’

Fases Estacionarias Tipo Minimo Maximo Polaridad Aplicaciones

Apiezon al 10%-KOH | Hidrocarburo 50 250 Apolar Anfetaminas

10%

Carbowax al 10% Poliglicol 60 259 Polar Uso general

Carbowax al 0.2% Poliglicol 40 150 Polar Compuestos de C;.
Cl()

Dexsil 300 al 5% Silicona 50 450 Intermedia Uso general

OV-lal 3% Metil-silicona 100 350 Apolar Uso general

PPE-20 al 3% Polifenil-eter 125 375 Intermedia Toxicos acidos

La creacion de este

método permitio el avance del seguimiento terapéutico en el terreno de los

antiepilépticos. (Fenobarbital pka=7.3, soluble en alcohol, éter, cloroformo), pH=10: 240 nm,

pH=3:256 nm.Se le puede dosificar en forma simultanea después de extracciones en medio acido

con un disolvente organico (éter, cloroformo, etc.)

El residuo de extraccion.

Se inyecta directamente, pero por la adsorcion sobre los grupos Si-OH y Si-O-Si.los picos
se alargan.

Se metila el procedimiento mas simple es la metilacion rapida a alta temperatura (en la
practica del inyector) Fenobarbital se metilla sobre el nitrogeno con hidréxido de
trifenilamonio. Uno de los inconvenientes es la formacion del producto de degradacion
del fenobarbital. Sin embargo, las determinaciones reproducibles se obtienen utilizando
un patrén interno que se comporta de manera similar (heptabarbital 6 acido 5 fenil 5 tiol-
barbiturico para el fenobarbital.

Los derivados metilados se separan sobre columnas clésicas OV1, OV17. La utilizacion
de un detector termoidnico permite aumentar la sensibilidad de la dosificacion y utilizar
micro-muestras. La muestra que va a ser analizada es introducida en el puesto de
inyeccion por medio de un dispositivo, automatico o en forma manual con una, micro
jeringa; asi se pueden analizar solidos, liquidos y gases.

Tiempo de Retencion: El analisis cualitativo se hace con base en los tiempos de

retencion requerido para que un compuesto recorra el sistema cromotografico; en teoria
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este dato debe ser util para la identificacion, pero en la practica el nimero de variables
que deben ser controladas para obtener valores reproducibles de tiempos de retencion,
limita la aplicacion de la técnica; ademas siempre se debe disponer de una muestra
auténtica de la sustancia y es posible que compuestos diferentes Posen, tiempos de
retencidon similares son muy cercanos; en este caso es necesario recurrir a técnicas no
cromatograficas como la espectrometria de masas para lograr una identificacion certera.
En las determinaciones cuantitativas se pueden obtener muy buenos resultados, si se
emplean las técnicas adecuadas. Este andlisis se basa en que el area bajo los picos es
proporcional a la cantidad de compuesto en la muestra; sin embargo, se debe tener en
cuenta que el detector no da igual respuesta a la misma cantidad de diferentes compuestos
y es necesario hacer correcciones y/o curvas de calibracion con estdndares, para lograr

una cuantificacion confiable.”’

El siguiente diagrama representa el funcionamiento de la Cromatografia de Gases.
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ritroduccion de

3 muestra

A= Horno del blogueo de inyeccion

E

Diagrama de un cromatografo de gases ¥/

= Horno de la columna de separacion

Fundamento: a una temperatura dada existe un equilibrio de particion (aire-material bioldgico)
para una sustancia volatil determinada, utilizdndose agentes liberadores del toxico. Luego, el

toxico presente en la fase vapor es analizado por cromatografia gaseosa (CG).”’
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia:

En cromatografia liquida de alta eficiencia, (CLAE), la muestra es disuelta en un solvente liquido
y forzada por presion a atravesar la columna cromatografica donde es resuelta: la extension de la
resolucion es importante y depende del grado de interaccion entre el soluto y la fase estacionaria
y movil. Esta interaccion puede ser modificada segun la seleccion de solventes y columnas, los
componentes pasan al detector y la respuesta de éste es dibujada por un registrador
(cromatograma). La CLAE posee las ventajas de la C.G. y sus limitaciones estan relacionadas

basicamente con los altos costos de los solventes y su instrumentacion.?

Los métodos cromatograficos son mas especificos, pero menos rapidos y su manejo requiere

entrenamiento especial lo que les hace menos adecuados para el laboratorio de urgencias.
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La cromatografia de gases tiene la sensibilidad analitica adecuada, aunque presenta problemas
debido a la presencia de productos de descomposicion por las altas temperaturas a que se opera.

La derivatizacion del compuesto puede minimizar estas dificultades'®.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) parece ser el método analitico que ofrece

una determinacion mas precisa y exacta, considerandose el método de referencia’ 2' 2

La diferencia entre la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y la cromatografia en
columna convencional es unicamente de tecnologia y de conocimiento de los parametros que
gobiernan la separacion. El cromatografo liquido es practicamente igual que el cromatografo de
gases, con la Unica diferencia es de sustituir la botella de gas a presion (fase moévil) por un
sistema de impulsion de liquido (bomba) y de que el sistema de inyeccion (cdmara de
vaporizacion en cromatografia de gases). Es un simple introductor de muestras en cromatografia
liquida. Presentan en comun: la columna permanente y reutilizable de alta eficacia, el sistema de
termostatizacion de la columna (no imprescindible en CLAR).La circulaciéon continua de
eluyente, la deteccion en continuo a nivel de microgramo de los solutos eluidos y la
visualizacion grafica del resultado en el <cromatograma>.El tratamiento cualitativo y
cuantitativo es esencialmente idéntico y la precision es mayor en la Cromatografia Liquida. Con
la Cromatografia de gas liquida (CGL) se pueden separar eficazmente aquellas sustancias que
posean una presion de vapor suficiente, sin sobrepasar los 350 ° C y sin sufrir descomposicion
térmica apreciable. La CLAE es aplicable en general para las sustancias que posean un peso

molecular medio o alto (> 250 hasta 10°). Ambas técnicas poseen su zona exclusiva:

1. Gases permanentes y sustancias volatiles: GLC.

2. Compuestos de alto peso molecular y polares: CLAR

No obstante, existe una gran zona intermedia de solapamiento de ambas técnicas. En esta parte
la cromatografia liquida posee la gran de poder aplicarse a todas aquellas sustancias susceptibles
de alterarse térmicamente, permitiendo en general separaciones mucho mas rapidas de grupos de

sustancias dispersas desde el punto de vista funcional. ¥/

Espectrometria de masas:
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La espectrometria de masas esta relacionada con la produccion de iones y la subsiguiente
fragmentacion de las moléculas, asi como la determinacion de las razones masa/carga (m/z) y la
abundancia relativa de los iones producidos. Por tanto, esta relacionada con una propiedad
fundamental de la materia, a saber, la verdadera composicion molecular, mas que con la
absorcion o emision de luz. Los grupos funcionales de una molécula determinan la
fragmentacion, de manera que, conociendo la estructura de la molécula, es posible predecir el
patréon de la fragmentacion. Inversamente, conociendo el patron de fragmentacion se puede
sugerir una estructura para la molécula original. Ademas, la técnica permite determinar el peso
molecular lo que constituye la informacion mas valiosa de un espectro de masas. Inicialmente la
espectrometria de masas estaba restringida a la determinacioén de estructuras de metabolitos y la
caracterizacion de compuestos que no podian ser identificados por los medios convencionales.
Pero ello requeria el manejo y la interpretacion de los datos por especialistas en esta técnica. La
aparicion de grandes bibliotecas de espectros y la disponibilidad de equipos mas asequibles y
faciles de manejar han permitido la utilizacion rutinaria de esta técnica en los laboratorios de

Toxicologia.

° Sus aplicaciones son fundamentalmente cualitativas, aunque también pueden utilizarse con
fines cuantitativos. En la actualidad la espectrometria de masas, sola o en combinacion con la CG
0 la CLAE, es con toda probabilidad el método mas efectivo para la identificacion de toxicos y

sus metabolitos.

° La especificidad y sensibilidad de esta técnica permiten obtener un espectro completo, y en
muchos casos una identificacion precisa, con menos de 50 ng de material. Las determinaciones
cuantitativas permiten detecciones a nivel de picogramos e inclusive fantogramos, aunque en los

analisis toxicoldgicos su principal aplicacion es la identificacion de sustancias desconocidas.*’

Ventajas e inconvenientes: Costoso, requiere de personal capacitado, acoplamiento a GC (o
HPLC) mas efectivo para la identificacion de toxicos y metabolitos. La C.L.A.E y la C.G. poseen
las mismas ventajas y sus ilimitaciones estan relacionadas con los altos costos de los solventes y

de su instrumentacion®®.

VII-DISCUSION DE RESULTADOS
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La investigacion forense de barbituricos de acuerdo a la literatura revisada, se realiza en dos

etapas:

1.a) Etapa: Es un estudio presuntivo, (pruebas rapidas) son las mas sencillas y pueden realizarse
desde que se toma la muestra y no requieren de materiales sofisticados se encuentran las pruebas
de color, que nos sirven de orientacion, siendo recomendada la prueba de Zwicker, por la
presencia de color que va desde una gama de colores de purpura nos indica la presencia de un
derivado barbiturico, los tiobarbituricos dan color verde.etc.de ahi se puede partir utilizando un
Screning para confirmar el tipo de barbitirico que estd presente en el liquido que analizamos, se
puede utilizar una técnica inmunoquimica usando un analito correspondiente como referencia y

confirmar el barbitarico presente en la muestra.

2.a) Etapa: Se utilizan técnicas de confirmacion cuantitativas para conocer exactamente la
cantidad de toxico que esta presente en el organismo, la técnica obligatoria usada en forense es la
Cromatografia de Gases. Esta técnica es muy usada en el andlisis de barbiturico, por las ventajas

que ofrece la CG, sobre otras técnicas que son:

1. Velocidad: un analisis completo puede realizarse en tiempos relativamente cortos (30 min.),
Proporcionando informacion para los analisis cualitativo y cuantitativo.

2. Resolucion: es la capacidad de separar componentes; usando las condiciones analiticas
adecuadas se pueden hacer separaciones imposibles de realizar por otros métodos.

3. Sensibilidad: esta es la mejor razon para utilizar esta técnica. Utilizando detectores selectivos
se han logrado detectar cantidades minimas.

4. Requieren de un tratamiento de la muestra antes de la inyeccion las cuales suelen ser mas
largas y extraccion del farmaco.

5. La técnica de Cromatografia de gases es muy utilizada en el analisis de barbitaricos, sin
embargo no se han logrado las condiciones experimentales capaces de lograr la separacion
de todos los barbittricos y que se pueda identificar al tipo de barbitirico analizado, en la
actualidad se sigue investigando técnicas de validacion de los mismos. Ventajas de los

Screning, son mas rapidas de facil manejo, sensibilidad, y especificidad.

La técnica también tiene sus limitaciones en lo que se refiere a caracteristicas de la muestra para

analisis y la incertidumbre en la identificacion de los componentes. Para superar las dificultades
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en los analisis de muestras poco voldtiles, en la actualidad se estd utilizando la cromatografia
liquida de alta eficiencia. Son mas especificas, mayor precision y se puede separar sustancias que

tengan presion de vapor menores a 350 °C sin sufrir descomposicion térmica.

Las técnicas de inmunoanalisis son mas rapidas por que se utiliza una dilucion de la muestra,
pero con frecuencia son caras. Su desventaja Los radioinmunoensayos (RIA) fueron los primeros
en desarrollarse. Sin embargo, son los que presentan mas problemas de manipulacién ya que se
trabaja con isOtopos radiactivos que presentan una serie de riesgos para la salud ademas de
producir una serie de desechos radiactivos que hay que eliminar apropiadamente. Por ello, a pesar
de su gran sensibilidad se han visto desplazados por los enzimoinmunoensayos y por los
inmunoensayos fluorescencia. De todos ellos el RIA posee el mayor limite de deteccion (del
orden del picogramo / mililitro). Sin embargo posee algunas desventajas que han llevado a su
reemplazo por alguno de los demas inmunoensayos (cuyos limites de deteccion estan en el orden
de los nanogramos / mililitro). Los reactivos empleados en el RIA son de corta vida media, con
mayor posibilidad de reacciones cruzadas por lo que requiere de la confirmacién por otras
técnicas como la CG o CLAE, ya que ofrecen un mayor limite de sensibilidad que va desde 1-
Sug/ml. Una gran limitacion de las técnicas de inmunoanalisis es que no se puede llevar a cabo el
diagnostico de sobredosis general por antidepresivos, ya que no permite la identificacion de
farmacos pertenecientes a distintos grupos relacionados quimicamente como son los de nueva
generacion. En la siguiente tabla se hace la comparacion de las ventajas y desventajas de las

técnicas utilizadas en la identificacion de barbitiricos en fluidos biologicos.

Screenig Vs Confirmacion
Bajo costo Alto costo

Répida Lenta
Semicuantitativa Cuantitativa

Alta sensibilidad Alta sensibilidad
Baja especificidad Alta especificidad
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VIIIL.-Conclusiones: Las técnicas cromatograficas solas, no son capaces de suministrar una
identificacion inequivoca de un compuesto particular y la confirmacion por técnicas especificas
como la espectrometria de masas es a menudo obligatoria.

Ademas, debemos enfatizar que no existe un método de analisis Unico; en los estudios forenses
muchas veces una técnica clasica es lo suficientemente adecuada y no siempre requiere
instrumentacion sofisticada. En CG no se han logrado las condiciones experimentales para lograr

la separacion de todos los barbitlricos.
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