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ABREVIATURAS

6-AM: 6-acetilmorfina

APCI: lonizacion quimica a presion atmosférica

DAM: 3,6 Diacetilmorfina
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El: lonizacion de electro impacto

ENA: Encuesta Nacional de Adicciones
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HPLC-RP: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion en fase inversa.
LAAM: Levo- Alfa-Acetil — Metadol

LC: Cromatografia de liquidos

LC: Cromatografia de Liquidos
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LC-MS: Cromatografia de liquidos acoplado a masas
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MAE: Extraccion por microondas asistida

MSTFA: N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida



PLE: Extraccién Liquida Presurizada

POMC: Proopiomelanocortina

SAMHSA: Substance Abuse and Mental Health Services Administration
SFE: Extraccion Super critica de fluidos

SoHT. Society of Hair Testing

SPE: Extraccion en fase sdlida

SPME: Micro extraccion en fase sdlida.

UAE: Extraccion Asistida por Ultrasonido

CE: Electroforesis capilar

MEEKC: Cromatografia Electrocinética por micro emulsién
MEKC: Cromatografia electrocinética micelar.

CEC: Electro cromatografia capilar
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RESUMEN

Un método analitico son aquellas técnicas empleadas para separar, identificar y
medir cuantitativamente uno o mas componentes de una mezcla compleja. En el
caso de una matriz biolégica (orina, sangre, tejidos, cabello, etc.) se tiene que
realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de los componentes de interés
(analitos). Sin embargo, es una labor muy exigente que requiere de técnicas
analiticas muy sensibles y selectivas, se debe considerar el volumen de la

muestra, la rapidez de analisis, la sensibilidad y especificidad de los métodos.’

La fiabilidad de las conclusiones cualitativas y cuantitativas es requisito esencial
para la correcta interpretacion toxicolégica, por lo tanto, los métodos que se
adopten en las determinaciones deben estar debidamente validados como minimo
en lo referente a: selectividad, linealidad, exactitud y precisiéon, asi como el limite
de deteccion, de cuantificacion y la estabilidad del analito. Algunos de los
parametros que puede resultar necesario validar son el cobro, efectos de la matriz

y robustez.?

El término droga de abuso es definido por la Organizacion Mundial de la Salud
como el tipo de sustancias que, introducidas en el organismo vivo, son capaces de
modificar una o varias de sus funciones, siendo susceptibles de provocar
dependencia y tolerancia que se emplean voluntariamente para fines no
justificados terapéuticamente.® Estas sustancias pueden causar que el consumidor
sea vulnerable o autor de agresiones leves o incluso la muerte. He de aqui que
surge la necesidad de realizar un analisis para determinar sustancias de abuso en

diferentes muestras bioldgicas.

Considerando lo anterior, en este trabajo se propone la revision mas actual
sobre los procedimientos de analisis de drogas de abuso centrado en opioides,

donde se le dara énfasis en una comparativa de sensibilidad, precision,
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reproducibilidad, asi como el efecto de la matriz entre métodos utilizados en la

practica forense en muestras no invasivas.

INTRODUCCION

El consumo de drogas de abuso es un problema social y sanitario multifactorial,
que durante los ultimos 5 afos se ha incrementado potencialmente a nivel
mundial.* En cuestion sanitaria, se requiere de prevencion, tratamiento y atencion
de los trastornos relacionados con el consumo y sus consecuencias para la salud.
Se encuentra estrictamente regulada la produccion, el comercio y el uso
terapéutico y no terapéutico de estas sustancias, con el fin de proteger la salud
humana.’ Para llevar a cabo la legislacion y el control de estas sustancias, es
importante el desarrollo y la aplicacion de métodos de analisis de drogas de abuso
en muestras bioldgicas alternativas. Es por ello que surge la necesidad de esta
revision enfocada a opioides, debido a la gran demanda de consumo reportada® y
sus complicaciones que esto conlleva, como son: drogodependencia,
vulnerabilidad individual, riesgo de contraer infeccién por VIH o Hepatitis C,

sobredosis y mortalidad.

Los opiaceos son compuestos que poseen propiedades farmacologicas de alto
interés farmacoterapéutico y han sido ampliamente utilizados, sobre todo por sus
efectos analgésicos. Sin embargo, estas sustancias tienen una gran capacidad
adictiva y su administracion incontrolada produce una serie de modificaciones en
el organismo que pueden originar la aparicion de un cuadro de dependencia.® ’
Estos procesos se desarrollan como consecuencia de los cambios que se
producen en respuesta a la presencia repetida de la droga y que persisten durante
un largo periodo de tiempo incluso después que la administracion del opioide es

interrumpida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las drogas de abuso son importante motivo de preocupacion que afecta a todos
los sectores de la sociedad. En consecuencia, existe una gran necesidad para el
desarrollo continuo de los métodos para la determinacién eficaz de las drogas de
abuso y sus metabolitos en muestras bioldgicas, asi como darle un enfoque
multidisciplinario y apoyarse entre las areas implicadas a la correcta interpretacion

de resultados.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

v' Comparar teéricamente diferentes métodos analiticos para la determinacién
de drogas de abuso reportados en literatura cientifica, en especifico para
opioides. A partir de sus ventajas y desventajas respecto al uso de reactivos,
rapidez, utilidad y resultados reportados, en diferentes matrices biolégicas. Asi
mismo, evaluar el efecto de la matriz biolégica en diversos procedimientos de

validacién de métodos de determinacién de drogas de abuso.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Documentar las metodologias que resultan ser apropiadas para el
tratamiento, analisis e interpretacion de las determinaciones de opioides en

diferentes laboratorios.

v' Comparar las técnicas analiticas en la determinacion de opioides en

diferentes matrices bioldgicas.

v Identificar el efecto de la matriz bioldgica y las consecuencias de éste, en

los métodos analiticos para la determinacién de drogas de abuso.
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v' Evaluar el efecto de la matriz bioldégica y mediante propuestas reportadas

colaborar con posibles acciones de mejora o supresion de este efecto.

METODOLOGIA

Se realizd una revision exhaustiva y actualizada de informacién e imagenes
relacionadas a la identificacion, cuantificacion y elucidaciéon de drogas de abuso,
especificamente de opioides. En general, se plantean los principales métodos
analiticos, dandole énfasis a parametros tomados en cuenta para la validacion,
entre ellos el efecto que implican diferentes matrices biolégicas no invasivas como

son: orina, cabello y saliva.

Para ello se utilizaron recursos disponibles en las bases de datos de la
Direccion General de Bibliotecas (UNAM). Como estrategia de busqueda se
realizd una tabla de apoyo para la busqueda de datos, esta tabla contiene los

siguientes apartados:

» Afo de la publicacion. La bibliografia utilizada comprende los afios 2010 —
2015, salvo algunos casos, en que era necesario utilizar referencias
antiguas comparadas con las utilizadas, en las que el valor histérico, era
necesario utilizar.

» Tipo de publicacion. Review o articulo de la bases de datos.

» Base de datos electronica. La bibliografia encontrada en diferentes revisas
como: Journal of Chromatography A, Journal of Chromatography B, Journal
of Pharmaceutical and biomedical analysis, Forensic Science International,
Analytica Clinica Acta, Science and justice, Drug and Alcohol dependence.

» Palabras clave: Para facilitar la busqueda de informaciéon dentro de las
bases de datos, se hizo uso de palabras que tengan relacion con el tema,
entre ellas: Drogas de abuso, Opiaceos, Analisis en cabello, Efecto matriz,
Monitoreo bioldgico, Fluido oral, Analisis no invasivos, Toxicologia forense,
HPLC, GC/MS, deteccion en orina.
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Una vez encontrada la informacion, se leyo y clasifico en los diferentes
capitulos del presente trabajo, de acuerdo a la informacion proporcionada. Los
resultados de estudios de analisis y determinacion de opioides se incluyeron en
tablas ilustrativas para cada matriz. Para cada matriz se destind un capitulo para

englobar sus caracteristicas y los procedimientos reportados de analisis.

TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, retrospectivo y bibliografico.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Este trabajo ofrece un panorama general sobre los métodos analiticos mas
eficientes para la identificacion de opioides, confrontandolos en tiempo, reactivos,
recursos, exactitud y efecto de la matriz; dando a conocer las ventajas,

desventajas y limitantes para su estudio en matrices biolégicas no invasivas.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El estudio es una recopilacion bibliografica y no un trabajo experimental, por lo que
no se usaron los equipos, kits comerciales ni muestras. Es importante mencionar
que no se comprobaran los métodos analiticos por estudios reportados en la

literatura cientifica.
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ANTECEDENTES

LA DROGA Y EL FARMACO PSICOACTIVO.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a una droga como toda
sustancia (quimica o natural) que, introducida en un organismo vivo por cualquier
via (inhalacién, ingestion, intramuscular, endovenosa), es capaz de actuar sobre el
sistema nervioso central, provocando modificacion de una o varias de sus
funciones, siendo susceptibles de provocar alteracion fisica y/o psicoldgica,
experimentacion de nuevas sensaciones o la modificacion de un estado psiquico,
dependencia y tolerancia y que se emplean voluntariamente para fines no

justificados terapéuticamente. 338

Desde el punto de vista quimico, farmaco es toda sustancia quimica de origen
natural o sintético que afecta las funciones de los organismos vivos. Los farmacos
que afectan especificamente las funciones del sistema nervioso central (SNC),
compuesto por el cerebro y la médula espinal, se denominan psicoactivos. Estas
sustancias son capaces de inhibir el dolor, modificar el estado de animo o alterar

las percepciones.®

Se considera que una sustancia psicoactiva genera dependencia en su

consumidor cuando cumple al menos tres de los cuatro requisitos®:
I.-Sindrome de abstinencia: Genera efectos negativos al dejarse de consumir
Il.-Llevan al consumidor a la incidencia
l11.-Es utilizada con fines recreativos, no terapéuticos

IV.- Tiene la capacidad de influir cambios sobre las funciones normales del

SNC, de quien las consume.
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El espectro de sustancias que se utilizan en la actualidad para alterar el animo
y la percepcion es cada vez mas amplio. Dicho espectro comprende desde las
sustancias que se utilizan también como medicamentos hasta drogas sintéticas

de uso no clinico y preparado a base de hierbas.°

Ejemplos Tendencia a causar

dependencia

Opioides Morfina

Diamorfina (heroina)

Muy pronunciada

Muy pronunciada

Metadona Muy pronunciada
Oxicodona Muy pronunciada
Codeina Muy pronunciada
Depresores de Sistema Etanol Pronunciada
Nervioso Central (SNC) Barbituricos Pronunciada
Anestésicos Moderada
Ketamina Moderada
Ansioliticos e hipnéticos Benzodiacepinas Moderada
GHB Probablemente
moderada
Sustancias Dietilamida del acido Débil o nula
psicoticomiméticas lisérgico
Estimulantes Anfetaminas Pronunciada
psicomotores Cocaina Muy pronunciada
MDMA (éxtasis) Débil o ausente
Nicotina Muy pronunciada

Tabla 1 Principales sustancias de abuso.

Fuente: Rang ,2012. Farmacologia
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En la tabla 1 se numeran grupos extremadamente heterogéneos desde el punto
de vista farmacoldgico. Poco es lo que se puede encontrar en comun desde el

punto de vista molecular y celular.

El uso de drogas de abuso presupone efectos cerebrales que pueden ser
agudos o cronicos. El efecto agudo e inmediato sobre el estado de animo es la
razon por la que la droga se consume. En algunos casos, dicha accion puede ir
seguida de un efecto de rebote negativo o de una fase de depresion. El uso
persistente de una droga puede derivar en un uso compulsivo y desarrollo de
tolerancia. La dependencia psicologica da lugar a una intensa necesidad de
consumir mas droga, incluso en los casos en los que el adicto se ha mantenido

alejado del consumo durante meses o arios.2
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"CLASIFICACION DE DROGAS DE ABUSO

Existen varias formas para clasificar a las drogas. Sin embargo, en todas ellas se

presentan inconsistencias, ya que algunas drogas no pueden ser ubicadas en un

solo grupo. Una forma tradicional es clasificar este tipo de sustancias como se

propone a continuacion.?

CLASIFICACION DE DROGAS DE ABUSO

ESTATUS LEGAL

POR SU ORIGEN

POR SU EFECTO EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

—— | |Naturales. | gi?lTélt-icas Sinteticas. Depresores. APucmf)genos. | Aceleran o
Legales. g - SrmonriEs - Aquellas Desaceleran el Distorsionan la estlrpulan 91
ST Suventay que s g originan Aguellas obtenidas a por funcionamiento y | percepcion de la | | funcionamiento
esta prohibida consumo esta et et obtenidas por sintesis quimica la velocidad de realidad del SNC,
e sancionada por ShiTteencion. sintesis parcial a partir de la actividad generando mediante la
Bo Y la ley Scibeahia de otras drogas moléculas mental y ciertas alteracion visual, | liberacion de
| | | naturales. || sencillas. | | funciones fisicas. | tactil y auditiva ‘ neurotransmisor
& A y y = &
e | Heroina y
| .
Alcohal %ﬁiﬁgg}ggl ‘ morfina (opio) Alcohol f;éote Cocaina
(LSD) . Cocaina (hojas Anfetaminas Sedantes : Pasta
'(l':al?co Cannabis Cannabis de coca) Barbituricos barbituricos istating Anfetaminas
ale Etasic LSD (Cornezuelo Opio y derivados | Hongos Café
del centeno) alucinégenos |

Anfetaminas y
derivados.

Barbituricos
Benzodiacepinas
|

Tabla 2. Clasificacion de las sustancias de abuso, de acuerdo a estatus legal,

origen y efectos.
Elaborado por Angélica Mufioz G
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ASPECTOS HISTORICOS

Papaver somniferum, adormidera o amapola es una planta endémica de algunas
regiones del mediterraneo. Bien conocida por los médicos arabes, utilizaron
sabiamente por sus propiedades antidiarreicas, el opio se redescubrid y
reintrodujo en Europa por Paracelso, para finales del siglo XVII cuando el farmaco
en cuestion era bien apreciado y utilizado por sus propiedades analgésicas,
administrado via oral en forma de “tintura de laudano™. En muchos paises
orientales la opiofagia y el fumar opio provocaron devastadores efectos en la
sociedad favoreciendo en algunos casos la caida de imperios como el chino; en el
mundo occidental, estaba poco interesado hasta que se inventd la aguja
hipodérmica y se utilizé de forma generosa los morfinicos sobre el campo de
batalla, lo cual indujo verdaderas formas de dependencia. En 1806 Sertumer aislo
del extracto bruto el primer principio activo, al que llamo “Morfina” en honor a
Morfeo, el dios griego del suefio. Sucesivamente se aislaron dos sustancias

dotadas de efectos estupefacientes, la codeina y tebaina. 12

Figura 1. Papaver somniferum.

Fuente: drogasmexico.org
10
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“ASPECTOS QUIMICOS

La estructura de la morfina fue establecida en 1902 y, desde entonces se han
estudiado numerosos compuestos semisintéticos (producidos por la modificacion

quimica de la morfina) y completamente sintéticos."

La morfina es un derivado del fenantreno con dos anillos planares y dos
estructuras anulares alifaticas, que ocupan un plano situado aproximadamente en

un angulo recto con respecto al resto de la molécula®.

HO

H

HO""

Figura 2. Estructura de la morfina.

Las partes mas importantes de la molécula en lo que respecta a la actividad opioide son
los grupos hidroxilo libres en el anillo bencénico, unidos por dos atomos de carbono a un
atomo de nitrogeno.

Fuente: www.cannabiscafe.net

El término opiaceo se refiere al origen de la sustancia con respecto al opio, es
decir, son sustancias que se extraen de la capsula de la planta del opio. Por
extensidon, se denominan también asi los productos quimicos derivados de la
morfina. El término opioide se utiliza para designar aquellas sustancias
enddégenas o exodgenas que tiene un efecto analogo al de la morfina y poseen
actividad intrinseca. No todos los opioides son opiaceos, ni todos los opiaceos son

opioides.% 12

11
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La morfina se obtiene a partir del opio, de ella se obtienen la codeina o
metilmorfina, la tebaina o dimetilmorfina y la heroina o diacetilmorfina, en la figura
3 se ilustra. La buprenorfina es un derivado semisintético, que se obtiene a partir
de una planta diferentes a Papaver somniferum. La metadona y el levo alfa acetil

Metadol (LAMM) son opioides sintéticos. 12

Morfina
(o] : HiC. O~
HgC/ R 7Y
| 0 ]
. ' T [
/
0 H NPY k
>l‘ 0 H"’T \ ¥ '
H N L >\
N CH,
o . He™ "o 3
HO' ~F CHs
heroina
codeina tebaina
Figura 3. Estructura de opioides derivados de Morfina: Codeina, Tebaina y Heroina.
Se han obtenido variaciones de la molécula de morfina producidas por sustituciéon en uno
0 ambos hidroxilos
Fuente: http://www.psicofarmacos.info/?contenido=drogasé&farma=papaver-somniferum-
adormidera.
Adaptacion: Angélica Mufioz Garnica
12
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Figura 4. Estructura de opioides sintéticos: Metadona y Levacetilmetadol. Aunque la
féormula estructural no presenta una relacién quimica patente con la de la morfina, la
metadona adopta en disolucion una conformacién muy similar y fue disefiada tomando
como referencia las caracteristicas estructurales tridimensionales comunes de la morfina.

Fuente: http://www.psicofarmacos.info/?contenido=drogas&farma=papaver-somniferum-
adormidera.
Adaptacion: Angélica Mufioz Garnica

Se llaman opiaceos las moléculas de origen natural o apenas modificado, que
se hallan presentes en cualquier parte o producto derivado de una amapola. Sus
efectos farmacologicos mas caracteristicos son inducir el suefio, reducir la
velocidad de transito intestinal, aliviar el dolor y reducir la tos. En muchas
ocasiones los términos opiaceos y opioides se usan de forma intercambiable.?
Las moléculas opiaceas mas comunes, por su presencia natural en la amapola,
son: Morfina, Papaverina, Codeina, Noscapina y Tebaina, como lo ilustra la
Tablag3.

Se llaman opioides a las moléculas con efectos farmacoldgicos semejantes a
los opiaceos pero que no tiene origen en moléculas naturales citada antes, son

sintetizadas en laboratorios. Algunos de ellos, fentanilo por ejemplo, llega a ser
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500 veces mas potente que la morfina, considerada la molécula de referencia

entre los opiaceos.'?

TIPO SUSTANCIA

Opiaceos Morfina
Codeina
Tebaina
Papaverina
Noscapina
Opioides Semisintétic Heroina (3, 6 diacetiimorfina, diamorfina,
os DAM )

Buprenorfina

Sintéticos Metadona, Tramadol, Naloxona

Tabla 3. Principales opioides y opiaceos.

RECEPTORES OPIOIDES

El cerebro humano sintetiza sus propios opiaceos enddgenos. Estos son péptidos
derivados de precursores de proteinas llamados Proopiomelanocortina (POMC),
proencefalina y prodinorfina. La funcion y numero exacto de opiaceos enddégenos
y de sus receptores, asi como el papel que juegan sobre el SNC en el alivio del

dolor, siguen siendo aspectos parcialmente conocidos.'%:13

Los opiaceos exogenos utilizados como analgésicos, como la codeina o la
morfina, o los empleados como drogas de abuso, como la heroina, actuan
principalmente sobre el receptor tipo u, produciendo sus efectos principales en el
SNC y el intestino actuando como agonistas de estos receptores, lo que provocara
analgesia, somnolencia, modificacion del estado de animo, depresion respiratoria,
disminucién de la motilidad intestinal, nauseas, vomitos y alteraciones del sistema

nervioso autonomo y endocrino.’?
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EFECTO N 5 K

Analgesia 4+ o .
Depresion respiratoria +++ + )
Constriccion pupilar ++ - .
Motilidad ++ it N

gastrointestinal
Euforia +++ - -
Disforia y - - +++

alucinaciones

Sedacion ++ - ++
Dependencia fisica +++ - -

Agonistas Morfina Morfina Pentazocina
Antagonistas Naloxona Naloxona Naloxona

Tabla 4 Efectos funcionales asociados a los principales tipos de receptores
opioides.
Fuente: Moya Garcia Carmen, et al. Mitos y Realidades de la Heroina. 2070

Adaptacion: Angélica Mufioz Garnica

ACCIONES CELULARES DE RECEPTORES:

Los tres tipos de receptores opioides pertenecen a la familia de los receptores
acoplados a proteinas Gi/Go. Los receptores opioides ejercen potentes efectos
sobre los canales idnicos de las membranas neuronales a través del acoplamiento
directo de las proteinas G al canal. Los opioides facilitan la apertura de un tipo
especifico de canales de potasio e inhiben la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje. Estos efectos de membrana reducen la excitabilidad
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neuronal (debido al aumento de la conductancia de K* induce hiperpolarizacion de
la membrana haciendo que la probabilidad de activar potenciales sea menor) y

disminuyen la liberacion de transmisores (por inhibicién de entrada de Ca**).10.12

SIN MORFINA CON MORFINA
Fibra C Pre-sinaptica Fibra C
. aferente (Ca2) o aferente .
BT Morfina ——m"Hs ~G "(Caz )
S .)ATP PKﬁ ~ \’o ‘ _,
\/59 & f = £ o vipr o
AC AC »
Glutamato "
Ca? " Ca?*
Na* ;. NMDA . NMDA
Asta & 3 Asta
dorsal (Ca*)t . Gf'S dorsal (Ca")T Q\ch,
+ \ & Morfina
Ko
Despolarizacion Hiperpolarizacion
Nocicepcion Postsinaptica No nocicepcion

Figura 5. Activacion de los receptores opioides.

Los receptores opioides son proteinas acopladas a proteinas G, y a través de esta
interaccion afectan las compuertas de iones, modulas el Ca?* intracelular y alterar la
fosforilacion.

Fuente: http://www.changepain.org/grt-change-pain-portal/231100038.jsp
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Bioquimicamente inhiben la adenilato ciclasa y producen activacion de la
cinasa proteina activada por mitégenos (MAP). Es probable que estas respuestas
celulares sean importantes en la mediacién de los cambios adaptativos a largo
plazo que tienen lugar como respuesta a la activacion prolongada de receptores y

que, pueden relacionarse con el fenédmeno de dependencia fisica.®

FARMACOLOGIA

TERAPEUTICA

Los opioides, son los farmacos analgésicos de referencia en el tratamiento
farmacolégico del dolor agudo y el tratamiento farmacoldgico del dolor crénico, son
sustancias caracterizadas por su afinidad a los receptores opioides e implicados
en otra serie de indicaciones terapéuticas como edema pulmonar, tos, diarrea,

aplicaciones en la anestesia.'?

INDICADIONES TERAPEUTICAS

Dolor intenso Morfina, Oxicodona, Fentanil
Edema agudo pulmonar Morfina

Tos Dextrometorfano, Codeina
Anestesia Fentanilo, Morfina

Tabla 5. Indicaciones terapéuticas de los opioides y ejemplo de opioide utilizado.
Elaborado por Angélica Mufioz Garnica.

Los opiaceos pueden tener un efecto agonista puro como la morfina, codeina,
heroina, LAAM, petidina, fentanilo o un efecto agonista parcial como la

buprenorfina o pentazocina.
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ANALGESIA

La morfina es eficaz en la mayoria de los tipos de dolor agudo y cronico, en
general, los opioides son menos eficaces en los sindromes de dolor neuropatico

que en dolores asociados a lesion tisular, inflamacién o crecimiento tumoral.®.12

La analgesia es la propiedad terapéutica mas importante de los opioides, siendo
dosis dependiente. Aliviando y suprimiendo los dolores de gran intensidad (aguda
y cronica) y de multiples localizaciones. Sin embargo, no son utiles en los dolores
por desaferentizacion. La analgesia se debe a la accion sobre los receptores u que
controlan las vias de dolor de la médula espinal. También poseen acciones sobre
el sistema central (limbico y cortical), atenuando la percepcion del tono

desagradable o angustioso del dolor. 2
EUFORIA

La morfina produce una fuerte sensacién de placer y bienestar que es un
importante componente de su accidn analgésica, puesto que la agitacion y la
ansiedad asociadas a las patologias o lesiones dolorosa se ven reducidas. La
euforia estd mediada por los receptores p, tanto que la activacién de los

receptores x producen disforia y alucinaciones.”"1% 13

Cuando la morfina o diamorfina se administran por via intravenosa, el resultado
es un repentino y excesivo efecto descrito como algo similar a un orgasmo
abdominal. En pacientes que presentan distrés es pronunciada, mientras que, en
pacientes habituados al dolor crénico, induce analgesia, pero con euforia escasa o

nula.!?
DEPRESION RESPIRATORIA

La depresion respiratoria se manifiesta con dosis normales de morfina o

compuestos afines, aunque en algunos pacientes con dolor grave, el grado de
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depresion respiratoria puede ser menor a lo previsto.?° Este efecto esta mediado
por receptores u. El efecto depresor se asocia a disminucion de la sensibilidad de
los centros respiratorios a la Pco2 arterial y a inhibicion de la generacion del ritmo

respiratorio. 7

La depresion respiratoria inducida por opioides no va acompafada de depresion
de los centros medulares que controlan la funcion cardiovascular. Ello implica que
la depresidon respiratoria producida por opioides es mejor tolerada que una
depresion debida, por ejemplo, a un barbiturico. No obstante, es el efecto adverso
mas problematico de estos farmacos. De hecho, es la principal causa de muerte

en casos de intoxicacion aguda por opioides.5 '3
EFECTO ANTITUSIVO

La tos como acto reflejo esta provocada por estimulos que actuan dentro o
fuera de las vias respiratorias. La respuesta refleja requiere un centro integrador
que programa la sucesién de mecanismos. Este centro se encuentra en el bulbo y
guarda estrecha relacion con el centro respiratorio, aunque parece ser
independiente de él. Es evidente que sdlo tiene sentido fisioldgico la tos que se
debe a estimulos provocados dentro de las vias respiratorias, destinadas a

expulsar secreciones o cuerpos extrarnos.

La Codeina, considerada como antitusigeno de referencia, es derivada de la
morfina. De hecho, uno de los metabolitos de la codeina es la morfina. La eleccion
de la codeina se debe a que las dosis eficaces estdan muy alejadas de las que
podrian producir dependencia. La codeina puede inhibir la actividad ciliar de los
bronquiolos, lo que dificulta la eliminacion de las secreciones bronquiales. Esto
supone un cierto grado de contraindicacion para las situaciones que cursen con

abundante produccion de moco (asma, EPOC, bronquitis cronica).’
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El Dextrometorfano guarda una inequivoca relacion estructural con los opiaceos
convencionales, sin embargo, carece por completo de efectos analgésicos. Entre
las ventajas de la accion selectiva del Dextrometorfano cabria citar la ausencia de

efecto depresor respiratorio y que no inhibe la actividad mucociliar. 1°

En general, el incremento de las sustituciones del grupo hidroxilo fendlico de la
morfina aumenta el efecto antitusivo. Sin embargo, como efecto adverso los

antitusigenos opioides producen estrefimiento &7
CONSTRICCION PUPILAR

La constriccion pupilar o miosis se produce por estimulacién del nucleo
oculomotor y estd mediada por los receptores u y . La miosis es una importante
caracteristica diagndstica en la intoxicacion de opioides. En drogodependientes

consumidores de opioides no se desarrolla tolerancia a la constriccion pupilar.5”
EFECTOS SOBRE EL TRACTO GASTROINTESTINAL

Los opioides aumentan el tono muscular y reducen la motilidad intestinal en
diversas partes del sistema digestivo, lo que da lugar a estrefiimiento. El retraso
del vaciamiento gastrico hace que la absorcion de otros farmacos se vean

considerablemente retardados. 7
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VIAS DE ADMINISTRACION

Las sustancias o farmacos opiaceos se pueden administrar o consumir por

diferentes vias de administracién en funciéon de la sustancia.

Via Heroina Metadona Morfina  Buprenorfina Fentanilo Tramadol Pentazozina Codeina
Oral X X X X X X X X
Intravenosa X X X X X X X

Intramuscular X X X X X X X X
Subcutanea X X X X

Sublingual X X X

Rectal X X X X X
Cutanea X X X

Intramuscular X

Pulmonar X

Tabla 6. Vias de administracion de los distintos opiaceos.

Fuente: Chorro, I. M., 2011. Toxicologia Clinica. Madrid: Grupo difusion.

DOSIS TOXICAS

La via de administracion mas frecuente para uso recreativo es la via intravenosa.
La via intravenosa de heroina sola se conoce en el argot como “shutting up”, la
administraciéon subcutanea, “skin popping”; el uso de la via intranasal es el
“sniffing” y la administracion intravenosa de cocaina y heroina se conoce como

speed-ball.”-16

En personas no tolerantes, la morfina produce una intoxicacion grave a dosis de
200mg/kg administrada por via intravenosa, mientras que una dosis de 120mg/kg
por via oral puede ser mortal.'® La heroina a dosis de 200 mg/kg por via

intravenosa puede ser potencialmente letal en una persona no tolerante.
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TOXICACION POR OPIOIDES

p4

La intoxicacién por opioides produce una triada que consiste en miosis, depresion
del nivel de conciencia que puede llegar al coma profundo y depresion respiratoria
que se acompafa de apneas con hipoventilacion alveolar que si se prolonga
conduce a una acidosis mixta, convulsiones y paro cardiorrespiratorio. El edema
pulmonar asociado al uso de heroina es diagnosticado a partir de la combinacion
de hipoxia persistente tras la resolucidon de la depresion respiratoria con emision
por boca, de secreciones sonrosadas y un patron radiolégico caracteristico de

infiltrados pulmonares bilaterales y difusos. 713

TRATAMIENTO

Los tratamientos farmacologicos para la adiccion a opiaceos que se utilizan en la
actualidad lo conforman dos grupos de sustancias que actuan sobre receptores
cerebrales especificos; unas bloqueando el efecto de los opiaceos (antagonistas)
y otras mimetizandolo (agonistas). Depende de si el objetivo es la abstinencia total

o la sustitucion de opiaceo, se utiliza una o la otra. " '3

El antagonista especifico de la intoxicacion por opiaceos es la naloxona. Actua
bloqueando o revirtiendo los efectos de otros opiaceos, ocupando los receptores
impidiendo la union de cualquier agonista del receptor, por lo tanto bloquea los

efectos. Sin embargo, no mejora el ansia por el consumo.” 12

El tratamiento con agonistas proporciona al paciente adicto la oportunidad de
reducir su exposicion a conductas de riesgo y de mejorar aspectos sociales y de

salud. 716
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ABSORCION

Los opiaceos son faciimente absorbidos en tracto gastrointestinal, también se
absorben por mucosa nasal y por lo pulmones, via subcutanea e intramuscular.®
Alcanzan su concentracion maxima en 1 a 2 minutos después de la
administracién intravenosa o fumada, 5 minutos después de la administracion

intranasal y a los 10 minutos de su administracion subcutanea.®”’
DISTRIBUCION

La heroina es mas liposoluble que la morfina y otros opiaceos. Atraviesa tanto
la barrera hematoencefalica como la placenta.® La morfina libre abandona
rapidamente la sangre y se concentra en el tejido parenquimatoso del rifidn,
pulmén e higado. La morfina no se acumula en tejidos y a las 24 horas disminuyen

las concentraciones tisulares.’3
BIOTRANSFORMACION

El higado biotransforma a la mayoria de las drogas de abuso, y estos
metabolitos se excretan por medio de la orina. Grandes familias de farmacos se
biotransforman en el higado por medio del citocromo P- 450, a través de las
isoformas CYP3A4 y CYP2D6 que son las principales responsables del
metabolismo opioide." Las variantes genéticas de CYP3A4 y CYP2D6 se

correlacionan con el fenotipo de tasa de metabolismo de farmacos. 17

El genotipo de CYP2D6 determina la eficacia del tratamiento con diferentes
farmacos opioides, por ejemplo, la analgesia del tramadol, por inhibicion de
recaptura de serotonina y noradrenalina, y la analgesia de codeina por des
metilacién de pro farmaco a metabolito activo (morfina) que se ven disminuido en

sujetos con metabolismo pobre."”
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El mecanismo principal de inactivacion es el metabolismo hepatico que, suele
consistir en una oxidacion microsomal y la conjugacion con acido glucorénido.®

Estas reacciones se ilustran en la Figura 6.

La O- desmetilacién de la codeina en morfina por CYP2D6 representa una via
menor del metabolismo de la codeina (menos del 10%). La N-desmetilacion de
codeina en norcodeina por CYP3A4 y la glucoronidacion de codeina son las

principales vias de inactivacion. '8

La Heroina es producida por una modificacion quimica de la morfina, esta se
biotransforma rapidamente a 6 acetil morfina (6 -AM) por las enzimas esterasas
(colinesterasas y arilesterasas) en cerebro, plasma e higado. La heroina tiene un
tiempo de vida media corta de 1.3 a 7.8 min y esta no es detectada en orina
después de la administracidn venosa a largo plazo. Por lo tanto, la presencia de la
heroina no se encuentra normalmente por su tiempo de vida media corta y su
inestabilidad en orina. La 6-AM es un metabolito activo de la heroina y su
presencia en la orina confirma el consumo de heroina: en un intervalo de tiempo
de 15 a 44 h después del consumo. Se biotransforma rapidamente por des

acetilacion de morfina.®

La morfina es biotransformada en 2 conjugados, (Morfina 3- glucorénido y
Morfina 6- glucorénido) y son excretados en orina, se ilustra en la Figura 6. La
6AM es también excretado por orina, pero tienen una ventana de deteccién muy
corta. El tiempo de vida media de 6- AM es aproximadamente 38 min. La ventana
de deteccion de 6AM es variable y se ha reportado por diferentes investigaciones
que es de 2 a 24 horas.'® La 6-AM no es producida metabolicamente en humanos
de codeina o morfina, y su presencia solo puede ser encontrada por el consumo

de heroina.
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Figura 6 Metabolismo de opioides.

Fuente: Gasche Yvan, et al. Codeine intoxication associated with ultrarapid CYP2D6
Metabolism

Adaptacion: Angélica Mufioz Garnica

Angtlioa Murtoas Gearnica
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ELIMINACION

Los opioides se excretan fundamentalmente por orina y también por bilis,

experimentando circulacién entero hepatica.’

La morfina se excreta con la bilis, eliminandose una parte por heces. La fraccion
de morfina libre en orina solo alcanza el 10% de la dosis. Aunque la heroina no se
encuentra habitualmente en orina, la presencia de monoacetiimorfina confirma la

administracion de morfina.®

La semivida de eliminacion de los opioides es corta, siendo de morfina 2 horas,
heroina 0.5 h, codeina 2.8h y peptidina 3 horas; siendo la excepcién la metadona,
cuyo tiempo de eliminacion es de 35 horas. Una de las principales vias
metabodlicas de eliminacion de metadona es a través de una demetilacion,
interviniendo como enzima mas importante el citocromo P450 3A 4 (CYP3A4). Por
consiguiente, una inhibicion del CYP3A4 tiene el potencial de aumentar vy
prolongar el efecto de la metadona. Son inhibidores del CYP3A4, los macrdlidos,

anti fungicos azdlicos, antihistaminicos, antiretrovirales.’
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FARMACOGENETICA

El dolor es un problema grave de salud mundial que afecta a un 20% de la
poblacién adulta de forma crénica. Uno de los motivos de su infratratamiento es la
no adecuada seleccion de farmacos analgeésicos. Lo que ha conllevado a la
Organizacion Mundial de la Salud a considerar el alivio del dolor persistente como
un derecho humano, estableciendo el consumo de opioides como un indicador de

su tratamiento adecuado.?°

Una vez diagnosticado el dolor, la siguiente cuestion es vigilar la variabilidad de
los sintomas y las diferencias interindividuales en la respuesta analgesia. Este
campo es el que aborda la farmacogenética. De modo en que los efecto
sinérgicos o antagonicos de las variaciones en la secuencia de ADN, polimorfismo
de un solo nucléotido, (single nucleotide polymorphisms, SNP) presentes de forma
simultanea, podrian ser los responsables de que una proporcion de la poblacion

tenga un efecto analgésico diferente (fenotipo).'® 20

Los SNP se consideran una forma de mutacibn que es exitosamente
transmisible a una parte significativa de la poblacion. Se pueden localizar en una
secuencia codificante, modificando la cadena de aminoacidos que agrupan, o en
regiones no codificantes, afectando al proceso de traduccion (splicing). De esta
manera, por medio de dotacion genética, se podria explicar las variaciones en la
accion del farmaco (farmacodinamia) o la concentracion alcanzada en su lugar de
accion (farmacocinéticos).?® Analizando los SNP se podrian definir perfiles
genéticos que colaboren a una correcta seleccién de farmaco, dosis, via de
administracion, para lograr un tratamiento efectivo y mejor tolerado. 2! Sin
embargo, la interpretacion de los resultados genéticos es una cuestion que se
encuentra en discusion debido a los diferentes mecanismos de nocicepcion, a la
naturaleza multigenica del dolor, escasa estandarizacion de analisis genéticos que

requieren métodos de grandes porciones del genoma y a su costo.

27

Angélica Muios Gearnica



El sistema CYP2D6, en particular, es el responsable de la bioactivacion de los
farmacos opiaceos como la codeina, tramadol, dihidrocodeina, oxicodona,
hidrocodona, etilmorfina y en menor proporcion de la metadona.'” Este citocromo
cuenta con 80 alelos descritos, que se agrupan en 4 fenotipos segun su actividad
biotransformadora'?. Esta puede ser lenta (individuos metabolizadores lentos, poor
metabolizers, PM), que requiere un 30% mas de tramadol, por ejemplo; intermedia
(metabolizadores intermedios, intermediate  metabolizers), rapida
(metabolizadores rapidos, extensive metabolizers, EM) 'y ultrarrapida
(metabolizadores ultrarrapidos, ultrarapid metabolizers UM) que, al presentar
multiples copias del gen funcional, puede incrementar el riesgo de presentar

toxicidad por somnolencia, confusion o depresion respiratoria. !’ 2

La FDA, (por sus siglas en inglés: Food and Drug Administration, Administracion
de Alimentes y Medicamentos) alerté de casos de depresion respiratoria grave y
muerte en nifios con fenotipo UM tras adenoidectomia, y en la base de datos de
reacciones adversas del sistema espafnol de farmacovigilancia (FEDRA) existen
cerca de 90 casos de sospecha de intoxicacién por codeina en nifios entre 2 y 12
afos.??23, Por lo tanto, se recomienda no prescribir codeina o tramadol a personas
que puedan ser PM o UM del CYP2D6 y si no se realiza el analisis genético, no

prescribir codeina a niflos después de una adenoidectomia.

En un estudio realizado por la Comision Nacional de Arbitraje Médico
(CONAMED) de eventos adversos en pacientes sometidos a anestesia y analgesia
neuroaxial, se observé que la intoxicacion debido a los farmacos opioides tuvo una
incidencia del 7.7% como origen al evento adverso. No se reporta el analisis
genético para la evaluacién de los polimorfismos posibles encontrados en estos
pacientes con eventos adversos asociados a opioides.?*

28

Angélica Muios Gearnica



PANORAMA EPIDEMIOLOGICO Y CONTEXTO INTERNACIONAL

EUROPA

Segun el Informe Europeo sobre Drogas 2015, se estima que casi una cuarta
parte de la poblacién adulta de la Unidon Europea, 80 millones de personas, han
consumido drogas ilegales en algun momento de su vida. Siendo la prevalencia
mayor de cannabis (78.9 millones), cocaina (15.6 millones), anfetaminas (12

millones), éxtasis (12.3 millones) y opioides (1.3 millones). 25

El consumo ilegal de opioides es responsable de tasas elevadas de mortalidad
y morbilidad en Europa. Como puede apreciarse en el Grafico 1, el opioide mas
consumido en Europa es la heroina, que puede fumarse, esnifarse o0 administrarse
por via intravenosa. Se realiza un consumo abusivo también de otros opioides

sintéticos como la buprenorfina, metadona y fentanilo.?®

El consumo de opioides se estima un 0.4% lo que equivale a 1.3 millones de
consumidores problematicos en Europa. La incidencia de consumo de opioides
tiende a ser mas elevado en hombres que en mujeres, siendo un estimado de 80%
y 20%, respectivamente. En general, la metadona es el opioide, aparte de la
heroina, cuyo consumo mas se notifica, seguida de la buprenorfina; estas
sustancias suponen el 60% y el 30% de todas las demandas de tratamiento de

consumidores de opioides diferentes a Heroina.?® (Grafico 2)
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Fentanilo
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Buprenorfina
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8%
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Porcentaje <10% N 10-24% M 25-50% W >50% WM No hay datos

Grafico 1. Consumidores de opioides en Europa y su distribucion.

Fuente: Informe Europeo sobre Drogas. Tendencias y novedades 2015

CONSUMIDORES DE HEROINA QUE INICIAN TRATAMIENTO
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iniciaron tratamiento por primera vez siendo la heroina la droga Los paises p idos varian en funcién del Origen de la deri el penal» incluye los
tribunales, la policia y el servicio de libertad ; el incluye los icos de general, otros centros de de y los servicios
y ; 13 «d 6n por propia» incluye el consumidor, sus familiares y amigos.

Grafico 2. Prevalencia de consumidores de opioides en Europa.

Entre las caracteristicas destacadas de los consumidores europeos de opioides se puede

observar que existe mayor incidencia en hombres que en mujeres, asi como la edad promedio del

primer consumo es de 23 afos, siendo diario su consumo via parenteral (intravenosa).

Fuente: Informe Europeo sobre drogas 2015.
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Como se puede observar en el grafico 3, Afganistan es el pais en el que se
cultiva y trafica la mayor cantidad de adormidera del mundo, durante el 2015
registré un aumento de la superficie de cultivo. La creciente importancia de Africa
como zona de transito de la heroina afgana con destino a Europa y otras regiones
se refleja en el numero de incautaciones de heroina notificado en los ultimos afios

por algunos paises africanos, en particular en Africa oriental. 264

Principales corrientes de trafico mundial de opiaceos

AR
OCCIDENTAL

Jombia

Corrientes de heroina entre paises o regiones

Grafico 3. Corrientes de trafico mundial de opiaceos.

Las corrientes de trafico mundial de opidaceos es muy importante sobre la zona del sur de Asia, ya
que es el principal productor mundial de opiaceos.

Fuente: Informe Mundial sobre las Drogas 2015.
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AMERICA

Segun el Informe Mundial de Drogas se estima que en América cerca de 5.2 %
de la poblacién, de entre 15 y 64 afios de edad, consumieron por lo menos una
vez durante el ultimo afo alguna droga ilicita, entre las que se encuentran
cannabis, opioides, cocaina o estimulantes del tipo anfetaminico. Esta prevalencia

respecto a al grupo de sustancias se ilustra en el grafico 4. 26
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Grafico 4. Prevalencia de ultimo affo de consumo de drogas a nivel americano.

Fuente: Informe del Uso de Drogas en las Américas 20158

Desde hace varios afos el consumo de heroina ha estado presente en México,
Estados Unidos y Canada, por lo que parecia ser exclusivo de dichos paises, sin
embargo en Colombia, Republica Dominicana y Venezuela se ha observado que
la prevalencia del consumo de heroina ha aumentado de manera muy rapida en
los ultimos anos, del cual se ha determinado una relacion fuerte entre el cultivo de
amapola y el uso de heroina en las zonas donde se cultiva la adormidera. 27 El
aumento de presencia de heroina en distintos paises americanos en 10 afos, se

puede observar en el Grafico 5.
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Grafico 5. Incidencia mundial de la presencia de heroina en 10 afios (2004 a 2014)
Paises que reportaron la presencia de heroina en 2004 (A la izquierda): Canada, Estados Unidos y
México. Paises que reportaron la presencia de heroina en 2014 (A la derecha): Canada, Estados
Unidos, México, Colombia, Venezuela y Republica Dominicana.

Fuente: Informe del Uso de Drogas en las Américas

A pesar de que aun hay pocos paises americanos que reportan el uso de
heroina, el trafico de heroina a paises donde anteriormente no lo habia, presenta
la preocupacion de que esta sustancia podria ser un grave problema sanitario para

varios paises en un futuro. 2/
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PANORAMA EPIDEMIOLOGICO Y CONTEXTO NACIONAL

La Encuesta Nacional de Adicciones (ENA), llevada a cabo de manera periodica,
tiene la finalidad de medir la evolucion del consumo de sustancias y otras
problematicas de salud mental. La ultima encuesta realizada en 2011 y haciendo
la comparativa de la encuesta del 2008, se observa una tendencia al incremento
poblacional de consumo de drogas en hombres, que pasa de 2.5 % a 3.0 %. El
consumo de las mujeres se mantiene en 0.7%. Las drogas de preferencia siguen
siendo la marihuana (2.2% de incremento en hombres y 0.3% en mujeres) y la

cocaina en los hombres (0.9%). 2

Al analizar los datos de la ENA por region se observan tendencia de crecimiento
de consumo de drogas en la region Norte del pais, teniendo la prevalencia mas
alta de consumo de cualquier droga (2.8% poblacional) y cualquier droga ilegal
(2.3% poblacional) en comparacion con region Centro y Sur.?®2 En la poblacion
mexicana el ultimo afno aumentd de 3.9 a 5.7 millones de personas consumidoras
de drogas ilegales como marihuana, inhalables, cocaina, crack, anfetaminas,
opioides.?® La incidencia de consumo de heroina en hombres de 12 a 65 afios es
del 0.3%, mientras que en mujeres corresponde a menos de 0.1%.%2 Siendo la
edad de inicio de consumo se presenta con mayor frecuencia entre los 18 y 25

anos.
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LEGISLACION

La regulacion en materia legal de psicotropicos derivados del opio, se regula por la
Ley General de Salud (LGS) por los articulos 235, 236, 237, 239 y 245, donde se
expresa la completa regulacién por parte de la Secretaria de Salud de todo acto
relacionado a sustancias enumeradas en la Fraccion | que abarca desde la
siembra, posesion, comercio y transporte de estas. Asi como la prohibicion de

dichos actos en el territorio nacional.®

En cuestion de regulacién sanitaria, en México para ser dispensados los
analgésicos opioides del grupo | a los que se refiere el articulo 245 de LGS, se
necesitan receta especial, la cual debe cumplir determinados requisitos citados en
el suplemento de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) , entre
los que se encuentran: codigo de barras y firmadas por médicos autorizados por
Secretaria de Salud, asi como el folio del recetario. 3°En tema de opio la dosis
maxima de consumo personal e inmediato es de 2 gramos, diacetilmorfina o

heroina es de 50 MQ. (Art 479. LGS Tabla orientacién de dosis maxima de consumo personal e inmediato.)

TOXICOLOGIA

La toxicologia forense es la rama de la toxicologia que aplica métodos de
investigacion meédico legal en casos de envenenamiento y muerte; también
estudia las sustancias quimicas y venenos relacionados con delitos.3' Colabora
con distintas areas de analisis en diferentes casos de intoxicacion, entre ellos se
encuentran el uso de sustancias de abuso y el uso irracional de sustancias
terapéuticas. Las pruebas utilizadas por la Toxicologia forense para el estudio y

determinacion de sustancias se dividen en dos grupos3?:

e Pruebas presuntivas o de “screening”. Se basan en métodos rapidos y
con alta sensibilidad pero no necesariamente especificos, entre estos métodos se

encuentran los inmunoensayos.3?
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o Pruebas confirmatorias: Se basan en métodos mas complejos,
sensibles y especificos, tienen como objetivo confirmar o descartar una prueba
presuntiva positiva. Por lo regular los métodos cromatograficos son las técnicas

utilizadas como confirmatorias3?

Como auxiliar de la medicina forense estudia a las sustancias quimicas en
relacion con un hecho delictivo, estableciendo la relacion existente entre las
causas de la muerte y sus complicaciones; ayuda a determinar cuales sustancias
toxicas estan presentes, bajo qué concentraciones, y cuales serian los efectos de
dichas sustancias en el organismo humano.3' Por lo tanto, se aplican las pruebas

toxicoldgicas en matrices bioldgicas y no bioldgicas.
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PRUEBAS TOXICOLOGICAS PARA LA DETERMINACION DE
DROGAS DE ABUSO

INMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos son utilizados como métodos presuntivos se basan en general
en procedimientos inmunoquimicos clasicos y utilizan como principio analitico la
reaccion antigeno — anticuerpo, donde el antigeno es la droga marcada.®® Estos
ensayos consisten en el desplazamiento competitivo de la droga marcada del
complejo antigeno- anticuerpo por la droga libre presente en la muestra analizada.

Los inmunoensayos mas utilizados para detectar drogas de abuso son:

¢ |Inmunoensayo Enzimatico Multiplicado (EMIT)
e ELISA

ENSAYO INMUNOLOGICO POR MULTIPLICACION ENZIMATICA (EMIT)

La técnica de ensayo inmunoldgico por multiplicacion enzimatica (EMIT) es un
analisis homogeéneo sin separacion, en el cual se emplea una enzima conjugada al
hapteno de interés como marcador en una reaccion enzima sustrato como sistema
de deteccién.®?® La sensibilidad del EMIT se determina por el limite de deteccion de
la enzima conjugada, el cambio en la actividad de la enzima conjugada luego de la
unién al Anticuerpo, por la constante afinidad del anticuerpo en la reaccion y por la
presencia de alguna sustancia que pueda interferir en la actividad de la enzima.
Su principio es que se pueden determinar la cantidad de interaccién entre el
hapteno y el anticuerpo utilizando un marcador enzimatico. Se ha desarrollado
comercialmente, para la deteccion de drogas antiepilépticas, drogas cardioactivas,
drogas anti- neoplasicas y de abuso.3*
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Este inmunoensayo es muy sensible por el efecto de las enzimas utilizadas, los
reactivos son baratos, por lo que pueden tener una prolongada vida media, no se
utilizan reactivos radioactivos. Sin embargo, la actividad enzimatica puede ser
afectada por algunos constituyentes plasmaticos o de orina.®® Las enzimas deben
cumplir ciertos criterios para que pueda utilizarse como marcador, como bajo costo
con alta pureza, alta especificidad, estable bajo condiciones del ensayo y de
almacenamiento, soluble, ausente en fluidos bioldgicos; sus sustratos, inhibidores
y factores que puedan interferir su actividad no deben existir en los fluidos
biolégicos.3% Las enzimas mas utilizadas como marcadores en estos

inmunoensayos se mencionan en la tabla 7 que se muestra a continuacion.

ENZIMA FUENTE

Malato deshidrogenas Mitocondrias de corazon de cerdo
Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa Leuconostoc mesenterooides
Glucosa oxidasa Hongos

Peroxidasa Rabano picante.

Tabla 7. Enzimas utilizadas como marcadores en los inmunoensayos EMIT.
Fuente: Pacheco Martinez N..G. Estudio comparativo de Inmunoensayo enzimatico multiplicado,
Radioinmunoensayos y quimioluminiscencia como métodos preliminares para detectar drogas de abuso.

Los laboratorios en la actualidad estan a favor de los métodos basados en
inmunoensayos para detectar drogas. Estos métodos fueron rapidamente
adoptados por los laboratorios clinicos, debido a su facilidad de uso, tiempos de
respuesta rapida, disponibilidad de plataformas utilizadas para las pruebas
quimicas y los costos. Algunos de estos inmunoensayos se han modificado para
dar cabida al analisis de otro tipo de muestra pero estas modificaciones rara vez
son apoyadas por el fabricante y requieren validacion.3*

Los ensayos comerciales para la determinacion de drogas de abuso,
especificamente opioides, se basan en la competencia entre la droga en la
muestra y la droga marcada con Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa recombinante

(rG6PDH) u otra enzima por el sitio de unién del anticuerpo. La actividad
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disminuye cuando la enzima se une al anticuerpo, y asi la concentracion de droga
en la muestra puede medirse en base a la actividad enzimatica. La enzima activa
transforma la nicotinamida-adenina di nucleétido (NAD) en NADH. Esta reaccion
se mide espectrofotométricamente a 340nm. La actividad enzimatica disminuye
tras la unién de anticuerpo, lo que permite que las concentraciones de droga en la
muestra se midan en términos de actividad de rG6PDH. La G6PDH sérica
enddgena no interfiere porque la coenzima funciona s6lo con la enzima bacteriana
de Leuconostoc mesenteroides que se emplea en el analisis.?® Cuando no existen
opioides en la muestra del paciente, el anticuerpo se une exclusivamente a la
droga marcada enzimaticamente, quedando poca cantidad de enzima capaz de

reaccionar con el sustrato y, por lo tanto, la intensidad de color detectable es

baja.8
AB + 6=AM + 6=AMrGOPDH ————p AB-(6-AM + AB«6=AM-rG6PDH + 6=-AM-rG6PDH
INACTIVO ACTIVO
6=AM-rG6PDH
Glucosa- 6- fosfato + NAD ————— 6-fosfogluconolactona + NADH + H

Absorbancia a 340 nm

Reaccioén 1. Reaccién antigeno — anticuerpo del fundamento de
inmunoensayo EMIT. AB: anticuerpo anti- 6AM 6-AM- rG6PDH: enzima
conjugada.

Fuente: Warren Julie. A, Siefring Gerald, et al Development of application protocols of the EMIT Il

Plus 6-Acetilmorphine on the ADVIA 1800 and 2400 Chemistry Systems. 2014

Adaptacion a espafol : Angélica Mufioz Garnica.

La 6 mono acetil morfina o 6 — acetil morfina (6-AM) es un metabolito especifico
de la heroina, por lo tanto la mayoria de los anticuerpos utilizados en
inmunoensayos es de morfina, ya que es el metabolito comun de codeina y

heroina. En general, los anticuerpos especificos de opiaceos tienen mala
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reactividad cruzada con oxicodona y otros opioides 6 — ceto tales como

oximorfona y la hidrocodona. 37 38

En el mercado cientifico existen varios kits de inmunoensayos de diferentes
casas productoras con el mismo fundamento para determinacion cualitativa de
opioides en orina, entre los que destacan: SIEMENS EMIT |l Plus® 6
Acetilmorphine Assay y BECKMAN COULTER EMIT Il PLUS® opiate assay.

Kit comercial para la deteccion de opiaceos |

BECKMAN COULTER EMIT 1l

Criterio SIEMENS EMIT Il Plus 6

Plus
Principio del | Inmunoensayo Enzimatico Inmunoensayo Enzimatico
ensayo multiplicado multiplicado
Punto de 10 ng/mL 300ng/mL

corte (cut off)

Muestra Orina Orina

Anticuerpo policlonal anti-cabra Anticuerpo policlonal anti-cabra

para morfina (4.2 ng/mL). para morfina.
Glucosa 6 Fosfato (10 mM) Glucosa 6 Fosfato
Reactivo Nicotinamida adenina di Nicotinamida adenina di
nucledtido (6mM) nucledtido
Albumina sérica bovina Albumina sérica bovina
Morfina marcada por G6PDH Morfina marcada por G6PDH
Refrigerar a una temperatura de | Refrigerar a una temperatura de 2
Estabilidad 4°C después de abrir el kit. a 8°C después de abrir el kit.
Durante 4 semanas. Durante 4 semanas

Tabla 8. Caracteristicas de los kits comerciales para la determinacion de
opiaceos.

Se muestran las caracteristicas proporcionadas por las casa productoras
SIEMENS Y BECKMAN COULTER.

Fuentes:
*http://www.healthcare.siemens.es/drug-testing-diagnostics/emit-assays/emit-ii-plus-6-
acetylmorphine-assay/technical-specifications
*https://www.beckmancoulter.com/wsrportal/techdocs?docname=/cis/9B052/%25%25/EN_OPIA
TES.pdf

Adaptacién: Angélica Muiioz Garnica
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ENSAYO POR INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

El ensayo por inmunoadsorcion se basa en el uso de antigenos o anticuerpo
marcados con una enzima, de forma que los conjugados restantes tengan
actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes
(antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno- anticuerpo queda inmovilizada y por lo
tanto, es facilmente revelada mediante la adicion de un sustrato especifico que al
actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable

mediante el uso de un espectrofotémetro. 33

La diferencia principal entre las técnicas RIA y ELISA es que la primera utiliza
como marcador un isétopo y la segunda la actividad de una enzima. Una de las
ventajas de utilizar un ELISA como técnica de analisis es que se requiere de una
cantidad de aproximadamente 50 mg de cabello, menos de 50 mL de orina y
menos de 100uL de saliva; lo que hace que no sea destructivo ni invasiva su

recoleccion.
Los pasos generales de un ELISA son los siguientes33:

1.- Tapizado de pocillo con el antigeno o anticuerpo.
2.- Adicién de la muestra problema con la mezcla de antigenos o anticuerpo.

3.- Unidén del antigeno o anticuerpo especifico al anticuerpo o antigeno tapizado
en el pocillo.

4.- Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no
unido.

5.- Adicion del anticuerpo secundario marcado con la enzima.
6.- Union del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo.
7.- Lavado del pocillo para eliminar para eliminar el exceso de enzima no unida.

8.- Adicion del sustrato
41
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9.- Unidn del sustrato a la enzima

10.- Desarrollo y medicion del color.

A frente a Ag Agente blogueador Muestra bioldgica
con Ag a detectar
e il i —
Lavar \I/ Lavar Lavar
Faso 1:Incubacian Paso 2:Blogueo de Pazo 3: Adicion de la
con Ac frente al los sitios libras ruestra f control
antigenao positiva y control
negativo
AC unido a una Sustrato
enzima Cromogénico
— — —
—— ——— ———
Lavar
Paso 4: Adicion de Ac Paso 5: Adicidn de Paso & Medicion de
unido a una enzima sustrato la densidad optica

Cromogenico

Figura 7. Pasos a seguir para realizar un ELISA.
Fuente: http.//www.bioacademia.com.mx/miembros/tecnologia/0003.html

En el mercado cientifico, se encuentran varios kits comerciales para la
determinacion de drogas de abuso, entre los que destacan por estar referenciados
en un par de articulos revisados se encuentra el kit comercial LUCIO® Direct-
ELISA, que lo distribuye nal von Minden GmbH, para la determinacién de opioides
en orina como prueba de escrutinio y sus caracteristicas que el fabricante

proporciona se mencionan en la Tabla 11.
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LUCIO®. Direct — ELISA

Sustancia Punto Sensibilidad Especificidad N° Reactividad
de corte Muestras cruzada
( ng/mL)
Codeina 40 100% 81% 100 100%
Morfina 31 100% 83% 100 83%
6-MAM 31 100% 83% 100 83%

Tabla 9 Caracteristicas de Inmunoensayo LUCIO ®- Direct ELISA

Fuente: Agius R, Nadulski T., et al Validation of LUCIO — Direct ELISA kits for the detection
of drugs of abuse in urine: Application to the new German driving license re grating. 2012

En contraste con los ensayos de EMIT, la prueba de ELISA ademas de
proporcionar su uso facil, la deteccion se reporta rapida, automatizada y
sensibilidad cerca del 100% para concentraciones de 25 ng/mL, para morfina y
codeina El uso de éste kit cumple con todos los requisitos de una prueba de
deteccion rentable: alta sensibilidad y fiabilidad, analisis de manera facil y
econdmica, precision antes de realizar las pruebas confirmatorias
cromatograficas/espectrométricas. Es adecuado para muestras de orina, cabello y

saliva. No necesita uso de anticuerpo secundario. 38
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"METODOS CROMATOGRAFICOS

Las técnicas mas usadas como pruebas confirmatorias en los laboratorios de
determinacion drogas de abuso son: la cromatografia de gases (GC) vy la

cromatografia de liquidos (LC).

CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

La cromatografia de gases en una técnica utilizada para separar diferentes
compuestos volatiles de una muestra.® Este tipo de cromatografia siempre es en
columna, ya que es la unica manera de que la fase movil gaseosa se mantenga
fluyendo confinada dentro del sistema; la columna puede estar rellena con la fase
estacionaria, o bien, la fase estacionaria puede depositarse sobre las paredes de
un tubo muy delgado (0.25 mm de diametro) y largo (hasta 100 m). Este tipo de
columnas se conocen como columnas capilares y proporcionan mayor capacidad

de separacion.®

La cromatografia de gases permite la separacion de muestras complejas. Una
vez separados, detectados e incluso cuantificados todos los componentes
individuales de una muestra problema se dispone unicamente del cromatograma
para la identificacion de cada uno de ellos por medio del tiempo de retencion, este
dato no es suficiente para una identificacion inequivoca de los analitos, sobre todo

cuando se analiza muestras con un nimero elevado de componentes.®®

Por otra parte, la espectrometria de masas (MS, por sus siglas en Inglés) utiliza
el movimiento de iones en campos eléctricos y magnéticos para clasificarlos de
acuerdo a su relacidon masa — carga. De esta manera la espectrometria de masas
es una técnica analitica por medio del cual las sustancias quimicas se identifican
separando los iones gaseosos en campos eléctricos y magnéticos. 4° La MS brinda
informacion cualitativa y cuantitativa acerca de la composicion atémica y molecular
de materiales inorganicos y organicos. Desde la década de los 60°s se acoplé a la

cromatografia de gases, este acoplamiento permite identificar de manera casi
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inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar
los componentes individuales de una mezcla sin separarlos previamente, debido a
la extremma complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros
particulares de casa componente.*! Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas,
GC y MS da lugar a una técnica combinada GC- MS que permite la separacion e

identificacion de mezclas complejas.

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de
masas requiere sistemas especiales de conexién. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequena cantidad de
muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles. El Unico obstaculo serio
a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente que emerge de la columna
cromatografica sale a presion atmosférica y debe introducirse en el interior del

espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. 3% 40

Debido al desarrollo y estudio de diversos factores importantes para una
optima separaciéon de componentes y una adecuada deteccidn, se han acoplado
distintos detectores de formacion de iones en la espectrometria de masa, como la
ionizacion por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés), la ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI, por sus siglas en inglés) y el detector de ionizacién de

llama (FID), entre otros.

Los componentes fundamentales de un cromatdgrafo de gases se ilustran en la

Figura 8 y son:

*Fase movil: Generalmente son gases inertes como Helio, Argén o Nitrégeno. El
gas portador lleva las moléculas del analito a través de la columna, este
movimiento es inhibido por la adsorcién que presenta el analito tanto en las

paredes de la columna cuanto en los materiales empaquetados en la misma. 3°

*Sistema de inyeccion: Es un dispositivo que permite la introduccion de la
muestra en la corriente del gas portador. Existe cierta variedad de disefios segun
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el tipo de muestra que se trata de analizar. EI mas comun es el inyector de
liquidos, que puede utilizarse para sélidos en disolucion y gases mediante jeringas
especiales. El inyector se trata de una camara situada a la entrada de la columna
y calentada independientemente de ésta, que suele tener una membrana de
caucho a través de la cual se introduce la muestra con la ayuda de una

microjeringa hipodérmica.3?

*Horno de la columna. En el interior se situa la columna, donde se debe tener
una buena regulacion de la temperatura. Dentro del horno la columna se conecta
en un extremo al puerto de inyeccién, y en el otro al detector. La columna debe

estar en el centro del horno sin tener contacto con las paredes. 39

*Fase estacionaria. La fase estacionaria es la encargada de separar los
componentes de muestra. Esta puede ser un solido o un liquido, dispuestos sobre
un solido que actua como soporte, columna. El sélido de la fase estacionaria
puede ser de aluminio, silica gel, carbon o tierra de diatomea; el liquido de la fase
estacionaria debe tener una baja viscosidad y una alta y diferencial solubilidad.
Para su eleccion deben tomarse en cuenta consideraciones como: los limites de
temperatura del liquido elegido, considerando viscosidad y volatilidad; posibilidad
de reacciones irreversibles con la columna, fuerza de interaccién soluto solvente
que han de influir en los coeficientes de actividad de los componentes de una

mezcla. 3°

Dependiendo del material es la temperatura maxima a la que se puede trabajar

y se clasifican en:

¢ No polares: separan sustancias poco o nada polares. Por lo general son
de gomas de silicén, entre las columnas comerciales se encuentran: OV-

1, OV-101 o SE-30 y se trabaja a temperaturas mayores de 300°C.
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e Caracter ligeramente polar: es de utilizacion mas comun, poseen buena
selectividad para mezclas mixtas. Las columnas comerciales son de
Sebacato de dietil (2 butil hexilo), aceite de silicon, gomas de silicona.

e De polaridad media o alta: no apta para hidrocarburos no aromaticos.
Las columnas comerciasles son de aceite de Ucon LB 550X, polifenil

éter, Carbowax , succinato de butanodiol.

*Columna cromatografica: las columnas estan hechas de cobre, acero inoxidable
o tubos de vidrio, dobladas o enrolladas. Tienen una longitud de 1 a 6 m de
longitud y de 2 a 4 mm de diametro. Segun en ella se encuentre la fase
estacionaria y el valor que alcance la relacion de fases se originan los diferentes
tipos de columnas. La separacion de la mezcla se realiza dentro de la columna,

por lo tanto es la parte mas importante del cromatdgrafo.3°

*Sistema de deteccion. Es un dispositivo que indica y miden los solutos en la
corriente del gas acarreador, convirtiendo una sefial no medible directamente a
una senal medible y amplificada al momento de salir de la columna. Un buen
detector tiene buena sensibilidad, linealidad, amplio rango de concentracion y es

relativamente insensible a variaciones de flujo y temperatura.®
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Figura 8 Esquema de un sistema cromatégrafo de gases.
FUENTE: www.mncn.csic.es

Los diferentes compuestos se separan en funcién de su grado de volatilidad
(punto de ebullicion, peso molecular) y su afinidad por la fase estacionaria. Entre
los detectores mas utilizados cabe mencionar el detector FID (ionizacion de flama)
que por su alta versatilidad, hace posible la deteccién de un elevado numero de

compuestos. 3

La derivatizacion es un proceso que consiste en modificar quimicamente un
compuesto para producir un derivado con nuevas propiedades que faciliten o
permitan su analisis por GC/MS ya que mejora la volatilidad, estabilidad térmica y

la deteccion del analito. Existen varias reacciones de derivatizacion como son:

* Sililacién: se reemplaza un hidrégeno acido con un grupo alquilsililo.
* Acilacion: Conversion de compuestos con hidrogenos activos como -0H,

-SH Y —NH en ésteres, tioles y aminas, respectivamente.
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* Alquilaciéon: Reemplazo de u hidrogeno activo en R-COOH, R-OH, R-SH,

R-NH2 con un grupo alquilo o arilo.

La Cromatografia de gases (GC) es una técnica comunmente utilizada en el
analisis de drogas de abuso en diferentes matrices biolégicas, sin embargo es
necesaria la derivatizacion de los analitos antes del analisis instrumental siendo
este paso adicional considerado como inconveniente, ya que alarga el tiempo de

analisis y puede complicar el tratamiento.

La mayoria de los métodos de GC-MS se han limitado a uno o dos grupos de
farmacos, por lo tanto, este enfoque descrito es beneficioso para la toxicologia

forense y clinica.*? 43

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS (LC)

La cromatografia de liquidos (LC) es una de las principales técnicas analiticas
de separacion, identificacion y cuantificacion de analitos en multiples matrices. La
popularidad de la técnica esta dada por su sensibilidad, facil de adaptacion a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de
especies no volatiles o termolabiles; y, sobre todo, su gran aplicabilidad a

sustancias que son de primordial interés en la industria.*4
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Este tipo de cromatografia se caracteriza pero la combinacion de instrumentos
avanzada (bombas, automuestreadores, horno para columna, detector) y técnicas
que le confieren al proceso de separacion una alta eficiencia y desempeno
(evidenciado en alta resolucién y rapidez). Las fases estacionarias se destacan
por ser particulas de didmetro pequefo, permitiendo obtener columnas de mayor
eficacia proporcionando amplios rangos de polaridad y selectividad. Otras de las
caracteristicas fundamentales es la generacion de presiones elevadas debido a la
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necesidad de proporcionar un flujo adecuado que permita a la fase mouvil

desplazarse a través de la fase estacionaria. 44 45

Las partes de un cromatografo HPLC se ilustran en la Figura 9 y se describen a

continuacion:

*Fuente de fase movil. Contenedores de vidrio o cualquier material inerte dentro
de los cuales se coloca una linea que comienza con un filtro sintetizado poroso y
por el cual viaja la fase movil hacia el sistema de bombeo o hacia el contenedor de
desechos. Algunos sistemas incorporan antes de la bomba un desgasificador para
eliminar pequefias burbujas y gas disuelto, evitandose asi la desgasificacion

manual de los solventes.4®

*Sistema de bombeo. Tiene por objeto impulsa la fase moévil a través de la
columna en forma reproducible y precisa manteniendo un flujo laminar y de la

velocidad constante. 4°

*Sistema de inyeccion. Tiene como funcion introducir la muestra n el flujo de
fase movil que la acarreara hacia la columna. Puede ser constituido por una

jeringa, un dispositivo con asas intercambiables o un inyector automatico.*®

*Sistema de separacion. La columna contiene el material de empaque

cromatografico (fase estacionaria).*> 46 Pueden ser de dos tipos.

v' Columnas preparativas. Aisla sustancias de una mezcla.
v' Columnas analiticas Permiten llevar a cabo separaciones con fin analitico

cualitativo y cuantitativo.

**Sistema de deteccidon. Contiene una celda de flujo por la que pasa cada
componente separado por la columna, distinguiéndolo y enviando una sefal

eléctrica al sistema de registro.4% 46
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Sistema de registro. Permite registrar la sefial emitida por el detector cuando el
analito pasa por éste. Se obtiene una respuesta en funcion del tiempo. Puede

tratarse de un graficador, integrador electréonico o sistema computarizado.
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Figura 9. Esquema de un sistema cromatégrafo de liquido.

El HPLC emplea bombas y columnas disefiadas para soportar las altas presiones que
son necesarias para vencer la mayor resistencia al flujo que ejercen estas particulas.
Fuente: http.//www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049055
Modificado: Angélica Mufioz Garnica.

El uso de cromatografia de liquido acoplado a espectrometria de masas en
tandem (LC-MS/MS) es cada vez mas frecuente en el laboratorio clinico y forense
para el andlisis de drogas de abuso. La mejora de sensibilidad y especificidad
hace que las técnicas sean mas utiles para el analisis simultaneo de una amplia

variedad de sustancias y asi la cuantificacion.

El caracter polar de la mayoria de las drogas de abuso hace mas adecuado el
analisis por Cromatografia Liquida que por la de Gases, ya que no es necesaria la
derivatizacion antes del analisis. Por lo tanto, LC es la técnica mas apropiada para

la para los analisis toxicologicos de drogas de abuso. La cromatografia Liquida
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acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) puede utilizar
ionizacion en electrospray (ESI) o lonizacion quimica a presién atmosférica
(APCI), siendo éste ultimo, considerado como el método de eleccién para el
analisis de drogas de abuso, debido a la alta relacién de sefal y selectividad que
ofrece.*> 43 La LC-MS/MS ha sido reportada como la técnica optima para la

deteccidon de drogas de abuso, incluyendo opioides.

Para fines de aplicacion del analisis en muestras bioldgicas se revisaron en la
literatura reportes donde se determina 6- AM y morfina en saliva, por medio de LC-
MS/MS, con una sensibilidad por arriba del 84%. Sin embargo, algunos otros
opioides no fueron posibles determinar por fluido oral. Adicionalmente, mediante la
utilizacion de un método mas sensible como lo es LC-APCI MS/MS, con un limite
de cuantificacion de 1ug/L ha sido posible cuantificar codeina, norcodeina,

normorfina, noscapina y acetil codeina en muestras. 47
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"ELECTROFORESIS CAPILAR.

La electroforesis es una técnica para la separacién de moléculas segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual
finalmente las separa por tamafio molecular y carga eléctrica, dependiendo de la

técnica que se use. 4

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que se ha
desarrollado gracias a los avances del HPLC en conjunto con los procedimientos
tradicionales de electroforesis capilar. Se basa en la migracién de las especies de
la muestra en disolucién, portadoras de una carga eléctrica, bajo el efecto de un
campo eléctrico y en contacto con un soporte adecuado. Un detector se encuentra
en un extremo del capilar, que contienen una solucién amortiguadora, cerca de un
compartimiento catodico. La sefal obtenida es la base de la obtencion del
electroferograma, que muestra el registro de la composicién de la muestra. Solo
las especies que se dirigen hacia el catodo son detectadas.*®* Los métodos de

deteccion pueden abarcar desde UV-Vis, Fluorescencia, ESI, entre otros.

Sistema de adquisicion vy

Detector yrocesamiento de datos
Sentido de Migracion \‘\
& "
Capilar .
Fuente de
Tensién — Electroferograma
+

Figura 10. Sistema de electroforesis.
El sistema electroforético esta constituido por una fuente de poder de alto voltaje,

un capilar de silice, electrodos de platino, recipiente con solucién amortiguadora.
Fuente:
http.//www.ing.ula.ve/patrones.electroforesis/Electroforis%20Capilar/SISTEMA%20DE%20ELECTR
OFORESIS%20CAPILAR.htm
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Una de las grandes ventajas que posee la electroforesis capilar, es el empleo
de soluciones acuosas con baja o nula toxicidad, baja concentracion ionica, e
incorporacion de principio de automatizacion a través de sistemas
computarizados. Las separaciones se obtienen en pocos minutos, obteniendo

simultaneamente resultados cuantitativos.

Entre las técnicas electroforéticas mas utilizadas en el analisis cualitativo y

cuantitativo de drogas de abuso, se encuentran:
*Electroforesis capilar en zona o en disolucion libre (CZE)

Es de uso comun en Quimica Clinica para la separacion de proteinas de suero
humano, de péptidos, hemoglobinas, etc. Separa moléculas ionizadas, como

nucledtidos, aminoacidos, drogas ionicas.

En el capilar fluye un electrolito en una solucion amortiguadora acida, basica o
anfétera, mientras que la muestra se carga por un extremo del capilar. Al
someterlo a un campo eléctrico, las especies idnicas del electrolito y de la muestra
migran hacia los electrodos. Cuando haya transcurrido cierto tiempo desde el
inicio de la aplicacion del campo eléctrico, los componentes de la muestra
migraran casa uno a su velocidad y se separan en diferentes zonas, segun la

movilidad de los analitos.*8
*Electroforesis micelar electrocinética (MEKC)

La fase movil es un compuesto catidnico o aniodnico para formar micelas cargadas.
Estas pequenisimas gotitas inmiscibles con la disolucién retienen a los
compuestos neutros de un modo mas o menos eficaz, por afinidad
hidrofilahidrofoba. 48
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TECNICAS DE PREPARACION O PURIFICACION DE LA
MUESTRA.

En los laboratorios de determinacion de drogas de abuso es comun el uso de
métodos de muestreo para limpieza o concentracion de analitos para mejorar la
sensibilidad de la técnica. Entre los métodos de pre- concentracion, la extraccion
en fase solida (SPE) se aplica a menudo para enriquecer los analitos vy
deshacerse de la matriz biolégica de la muestra. Sin embargo, todo este proceso
con multiples pasos es mucho tiempo y requiere de gran cantidad de disolventes

organicos.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE)

La extraccion en fase solida (SPE, sus siglas en inglés) es una potente y simple
técnica de limpieza de muestra que es, rapida y econémica. Una columna SPE
consiste en un lecho adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos discos
porosos en un tubo desechable. La SPE permite pre- concentracion de la muestra

con un minimo riesgo de pérdida o contaminacion.®°

Se utilizan las mismas interacciones muestra — fase que en el HPLC, en las que
el componentes de interés resulta retenido en una fase soélida mientras que los

contaminantes de la matriz se eluyen.*!
Los pasos de activacion de cartuchos de SPE, consisten en*’:
i) Activacion con disolvente organico para humidificar la fase.
Fase hidrofébica (C18), se activa con disolvente polar, metanol
Fase polar (silice) se usa disolvente no polar, cloruro de metileno.

i) Acondicionamiento: Que permite alinear la fase estacionaria para la

interaccion entre analitos y la fase estacionaria. Los disolventes organicos
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residuales se eliminan en esta etapa, asegurandose la retencién de los analitos en

la parte superior de la columna. 4

iii) Retencidon: Las interacciones entre moléculas de la muestra y la fase

estacionaria controlan la retenciéon en el adsorbente de la SPE. Por medio de un

flujo constante de adsorbente se eluyen y descartan los contaminantes.*’

iv) Eliminacion de interferencias: Usando un disolvente fuerte los contaminantes

se eliminan del adsorbente hasta que los analitos queden atrapados en el

cartucho.

v) Elucién: La elucién de los analitos se efectua mediante un eluyente adecuado

y con flujo constante.*!
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Figura 11 Pasos de activacion de cartucho de Extraccion en fase sélida
(SPE)

Fuente: www.analisisvinicos.com
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MICRO EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPME)

Se introdujo como un método de pre- concentracion alternativa, ya que es un
meétodo sin disolventes que requiere una pequefia cantidad de muestra, mientras
que proporciona resultados reproducibles exactos. La SPME se basa en la
extraccion de los analitos de la matriz de la muestra mediante una fibra de silice
fundida que esta recubierta de un sorbente, en la mayoria de los casos
poliméricos, seguida de la desorcion de los analitos mediante temperatura o
disolvente organico.®’ El pequefio tamaiio de la fibra y su geometria cilindrica
permiten incorporarla en una jeringa. De esta forma, se facilita su manipulacién y
al mismo tiempo se protege la fibra cuando no se utiliza, ya que ésta permanece

dentro de la aguja de la jeringa®?, este dispositivo lo ilustra la Figura 14.

Esta técnica presenta una serie de ventajas frente a las técnicas de
preconcentracion, ya que es muy simple, presenta bajo costo, puede ser
automatizada, requiere volumenes pequefos de muestra y generalmente no
precisa de uso de disolventes organicos para llevar a cabo la pre- concentracion, a
diferencia de la SPE. Ademas debido a su disefio, es facilmente transportable por
lo que la hace una técnica muy adecuada para realizar analisis de campo. Otra
ventaja que presenta es la posibilidad de utilizarse con todo tipo de muestras, ya

sean gaseosas, de aliento, liquidas, sdélidas, alimentos, etc.®"
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Figura 12 Esquema de dispositivo de SPME

Fuente: https://eciencia.urjc.es
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PARAMETROS EVALUADOS EN UN METODO ANALITICO PARA
LA DETERMINACION DE DROGAS DE ABUSO

Un efectivo procedimiento analitico para la deteccion de drogas consiste de un
procedimiento inicial sensitivo, el cual distinga entre muestras negativas de
probables muestras positivas que posteriormente deben ser confirmadas por
métodos analiticos altamente especificos.5® La valoracién de cada método debera

tener en cuenta caracteristicas que deben ser consideradas como son:

1.-Especificidad: Capacidad de un procedimiento de identificar correctamente o
cuantificar una entidad en presencia de interferentes en cantidades influyentes.8
En los inmunoensayos esta caracteristica es alta debido al tipo de anticuerpos que

se utilizan, anticuerpos monoclonales. %3

Los anticuerpos monoclonales se diferencian de otros anticuerpos porque son
muy especificos para un epitope simple en un antigeno multivalente. Se producen
a partir de una linea celular simple usando tecnologia para hibridomas y lineas

celulares de mieloma de raton.%3

2.- Sensibilidad: Capacidad de un sistema para identificar la sustancia buscada
en muestras que realmente la contengan. Cuanto mas sensible sea el sistema
analitico, mas pequefia sera la cantidad de sustancia detectada. Esto significa que
una prueba que tenga una sensibilidad de 25 ng/mL estara en condiciones de
detectar drogas de abuso o sus metabolitos durante un periodo mas largo con
respecto a lo que puede detectar una prueba con sensibilidad de 100 ng/mL.8" Por
lo tanto, es importante que la prueba presuntiva sea altamente sensible y tal

sensibilidad sea declarada por el fabricante. 53

*Limite de deteccion: Aquella concentracidon que puede detectarse en una
muestra, aunque no necesariamente cuantificarse, bajo las condiciones del

experimento indicadas.
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*Limite de cuantificacion: Se considera como la menor cantidad de analito en
una muestra que puede determinarse con precision y exactitud aceptable, bajo

condiciones establecidas.

3.- Exactitud: Es la cercania del valor analitico al valor “verdadero” de la

concentracion del compuesto de interés en la muestra.%

4.- Precision: Grado de concordancia entre los resultados de mediciones
obtenidas independientes bajo condiciones establecidas. La precision es una
evaluacion estadistica que mide la repetitividad de los procedimientos de prueba.
No indica la exactitud del sistema, ya que un sistema analitico puede muy preciso
reproduciendo errores consistentemente, sin embargo; una medicion exacta debe
tener una precision aceptable.3* Los niveles de precision que definen la precision

de un método son:

*Repetitividad. Coincidencia dentro de un periodo corto para el mismo analista

con la misma instrumentacion.

*Reproducibilidad. Coincidencia en los resultados entre laboratorios, aplica para

estudios colaborativos

5.- Confiabilidad Describe el desempefio esperado como resultado de una
exactitud consistente. La confiabilidad es afectada por las condiciones y factores

que influencian al sistema analitico y la exactitud de los resultados.%

6.- Valor de corte (cut off): Establece qué concentracion de la droga debe estar
presente antes de que la muestra sea sefialada como positiva por el sistema.3* La
muestra puede ser considerada negativa si contiene la droga en concentracién
inferior al corte. El valor de corte debe mantenerse por encima del valor de
sensibilidad declarado, sin embargo, es deseable por otra parte, poder fijar el calor
de corte en relacion al tipo de investigacion: médico - legal, clinico,

epidemioldgico, analitico, etc. 5*
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En la inmensa mayoria de los problemas analiticos tenemos que separar,
identificar, y medir cuantitativamente uno o mas componentes de una mezcla
compleja. En el caso, en diferentes matrices biolégicas se tiene que identificar y
medir cuantitativamente los componentes de interés y en algunos casos realizar la

determinacién cualitativa.3®

7.- Interferencia: Es la presencia de sustancias en la matriz o sistema que
afecta adversamente la reaccion quimica o medicion de los productos de reaccion.
La interferencia puede causar resultados falsos elevados o disminuidos. Pueden

enmascaras la presencia de drogas de abuso buscada en la matriz.3%

8.- Reactividad cruzada: Tendencia de un método a reaccionar con mas de una
droga. Se utiliza para hacer la deteccion de muchos miembros de una familia de

drogas con una sola prueba.3

9.- Efecto matriz: influencia de una propiedad, componente o comportamiento
de la muestra, diferente del mensurando. El efecto matriz consiste en una

disminucién o aumento de la respuesta instrumental. 53

Las caracteristicas anteriores son muy importantes para evaluar el desempefio
de los métodos analiticos y asi demostrar que son aptos para el propdsito
indicado, en este caso la determinacion cualitativa y cuantitativa, de drogas de

abuso.
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EFECTO DE LA MATRIZ

La IUPAC define el efecto matriz como: El efecto combinado de todos los
componentes de la muestra que no sea analito en la medicidén cuantitativa. Si un
componente especifico puede ser identificado como causante de un efecto,
entonces se le conoce como interferencia.>® Cuando se realiza el analisis de una
muestra, el efecto de la matriz es una de las desventajas mas relevantes que el
analista debe tomar en cuenta, representa una desventaja en practicamente todas

las técnicas instrumentales.

Una de las limitaciones de muchos meétodos analiticos es la susceptibilidad del
efecto de la matriz, que por lo general resulta como una supresion o mejora de
sefal a nivel de los detectores de espectrometria de masas. El efecto matriz (ME,
por sus siglas en inglés) puede afectar significativamente el rendimiento del
meétodo en términos de capacidad de deteccidon, selectividad, repetitividad,

precision y limite de cuantificacion.®®

Diferentes componentes enddgenos de la matriz pueden ser capaces de
producir el efecto de supresion o mejora de senal. Los supresores de iones son
especies idnicas, compuestos polares y moléculas organicas como carbohidratos,
aminas, urea, lipidos, péptidos, y en general, compuestos o metabolitos que se
caracterizan por una estructura quimica similar a la del analito. En el proceso de
extraccion puede haber interferencias con los materiales liberados de los tubos de
plastico o las columnas con los reactivos de la fase movil, como sales, agentes de
apareamiento idnico, tampones y acidos organicos son responsables potenciales

de la supresion de iones.%’.

El efecto de supresiéon de senal afecta la identificacion y determinacion de los
analitos, puede producir falsos negativos y falsos positivos, por lo que la
evaluacion del efecto matriz debe ser incluido en la validacion de métodos

analiticos.®® El efecto matriz dependera de la muestra biologica (orina, plasma,
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saliva, cabello, etc.), las propiedades fisicoquimicas de los analitos, el
procedimiento preparativo de la muestra, las condiciones de separaciéon, asi como
la fuente de ionizacidn.%® Casi todo tipo de matrices complejas analizadas por LC o

GC experimentan efecto matriz.

COMO EVALUAR EL EFECTO MATRIZ

Conforme a la literatura, el efecto matriz puede preverse en métodos
cromatograficos acoplados a espectrometria de masas, mediante la comparacién
de la respuesta instrumental obtenidos para:1) Un calibrador o un estandar interno
inyectado en la fase movil; 2) Una solucién con estandar interno anadido después
de la extraccion ;3) Solucion con estandar interno afiadido antes de la extraccion.
De esta manera, los datos para el calibrador en fase movil daran un valor de
100%. Los datos para la misma cantidad afiadida a la muestra extraida mostrara
el efecto de la matriz en la respuesta de sefial, mientras que en los datos
obtenidos en la muestra que se le afadid estandar interno sin extraccion
proporciona la informacién si la pérdida de sefal es debido al proceso de

extraccidn o al efecto matriz. ®7

Los porcentajes del efecto de matriz (ME), del recobro del proceso de
extraccion (RE) y la eficiencia del proceso (PE) se calculan como lo muestran las

siguientes ecuaciones®’:

A: Pico de la disolucién estandar

B
ME(%) A 100 B: Pico de la solucion con estandar interno afiadido

después de extraccion.

RE (%) —100 C; Arga del pico de la squcpp con estandar interno
AB anadido antes de la extraccion.
PE (%) ME * RE
77100
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Por lo tanto la identidad del efecto matriz se define como 100 — ME (%).
Si ME (%) = 100 no hay efecto matriz presente

Si ME (%) > 100 Existe aumento de sefial asociado al efecto matriz

Si ME (%) < 100 Existe disminucion de sefal asociado a efecto matriz.

El efecto matriz se atribuye a diferentes causas, el efecto sinergista de las
condiciones del método analitico, las propiedades quimicas del analito, los
componentes de la matriz, procedimiento de varios pasos, condiciones
cromatograficas, fase movil utilizada o el tipo de detector de espectrometria. La
supresion de sefal depende de las técnicas de ionizacion y de los equipos. La
interferencia endoégena se origina a partir de sustancias que se encuentran de
forma natural en la muestra del paciente y que pueden ser factores que aumenten

o disminuyan la sefal del analito.

Los datos de las pruebas de interferencias en EMIT indicaron que no hay
interferencia significativa con las sustancias enddgenas probadas a niveles
similares de manera natural, como son glucosa, hemoglobina, acido oxalico,
cloruro de sodio, urea'. La evaluacion se llevd mediante la evaluacion del efecto
matriz, con el uso de estandar interno antes y después de la extracciéon.%’ La cual

no fue significativamente supresora o aumentadora de sefial.

La determinacion por medio de EMIT proporciona una determinacion cualitativa
y semi - cuantitativa precisa y con buena resolucion, para la determinacion de los
metabolitos de heroina, 6-AM en orina. Los resultados de precision, recobro intra

ensayo, reactividad cruzada e interferencia enddégena fueron aceptables. 36

El efecto matriz en métodos cromatograficos se evalua por el método propuesto
por el articulo de Gosetti Fabio®, utilizando estandar interno antes de la

preparacion de la muestra.
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En general, la evaluacién del efecto matriz es importante para la determinacion
cualitativa y cuantitativa de drogas de abuso, debido al aumento o disminuciéon de
las sefiales que se originan por sustancias enddgenas. El método propuesto de
evaluacion del efecto matriz, ha tenido éxito en su implementacién. Puede
aumentar la sefial o eliminar el efecto matriz, el gran reto que tienen los
laboratorios es la seleccion de un disolvente y solucion del estandar interno

adecuado.
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MATRICES BIOLOGICAS

La seleccidn del espécimen bioldégico es un punto critico; se deben considerar
aspectos quimicos, toxocinéticos y toxodinamicos. La disponibilidad de las
sustancias depende de sus propiedades fisicoquimicas, via de administracion,
metabolitos, duracion y frecuencia de exposicion. En la actualidad, surgieron
avances del uso de matrices bioldgicas alternativas tales como el cabello, fluidos

orales y el sudor para pruebas drogas. 32

Una droga puede detectarse en un liquido corporal o en un tejido pero hay
limitaciones practicas que rigen qué muestras pueden ser usadas. La eleccion del
indicador biolégico esta influenciada por la farmacocinética de la sustancia a

detectar, y la facilidad con que pueda analizarse en el laboratorio.3?

Los analitos presentes en la matriz bioldégica pueden indicar el tiempo de
exposicion. La estabilidad de los analitos depende de la matriz biolégica y la
correcta toma de muestra. Cabe sefalar, que para realizar los estudios de
determinaciones cualitativas y/o cuantitativas de matrices de diferentes
participantes se apega, se lee y se contesta una carta de consentimiento

informado.

La sangre y la orina son las matrices mas explotadas en el ambito forense, sin
embargo, no son las unicas matrices utilizadas. Se pueden encontrar otras como
saliva, sudor, cabello, semen, fluido vaginal y éstas pueden desempenar un papel

muy importante en la determinacion de drogas de abuso.*®

COMPOSICION DE ALGUNAS MATRICES BIOLOGICAS

Cada fluido bioldgico tiene una composicion unica, y la presencia de componentes
especificos de un fluido frente a otro es la base de su identificacion, analisis y
seleccion de métodos confirmatorios. °° La composicion de las matrices tratadas

en este trabajo se muestran en la tabla 9.
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Urea 2.0 % Agua 99.5 % Proteinas  90%

Acido Urico 0.5 % Amilasa Agua 5%
Cloruro 1.5% Lisozima Lipidos 2%
Agua 96% Mucina Minerales 3%

Células epiteliales

Tiocianato 0.5%

Potasio

Bicarbonato
Fosforo

Glucosa

Tabla 10 Composicion de matrices bioldgicas.
Fuente: Forensic Science International 188 (2009) 1-17

Adaptacion: Angélica Murfioz Garnica

El proceso para asegurar que una muestra identificada fue proporcionada por
un individuo especifico y ha sido correctamente etiquetada con posterioridad para
asegurar la precision debe estar adecuadamente documentado, cadena de
custodia. Esto también incluye la confidencialidad y la ética en la que puedan estar

implicadas las actividades legales.

A continuacion se presentan algunas caracteristicas, ventajas y desventajas de
algunas de las matrices bioldgicas para el analisis toxicoldgico de sustancias de

abuso.
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Actualmente, la orina es el fluido biolégico preferido para el analisis de uso de
drogas de abuso y sus metabolitos. Mientras la tendencia reciente ha sido aplicar
tecnologia de laboratorio a nuevos medios biolégicos, deberia tenerse en cuenta
que el analisis de orina es una tecnologia bien conocida en la que la mayoria de

los problemas han sido descubiertos y resueltos, o mas bien, conocidos.?°

La permanencia de sustancia en orina depende de: peso del individuo, cantidad
de sustancia administrada, frecuencia, funcionamiento hepatico, capacidad de
adsorcion. A continuacion se muestra una tabla de sustancias y metabolitos, que

se detectan por orina, asi como la ventana de deteccion.

Duracion aproximada de la deteccion de las sustancias de abuso y sus

metabolitos en orina

SUSTANCIA DURACION DE DETECCION
Heroina 15a44h

Morfina 15a44h

Codeina 33-54h

Propoxifeno 8- 48h

Buprenorfina 24h a 7 dias

Metadona 24 -72h

Tabla 11 Ventana de deteccion en orina de diferentes opioides

Fuente: Wolff K. et al Revision de los indicadores biolégicos de uso ilegal de drogas,
consideraciones practicas y utilidad clinica. 2011. Revista de toxicomanias
Adaptado por: Angélica Murfioz Garnica
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TOMA DE MUESTRA

Antes de la toma de muestra, se le solicita al paciente despojarse de sus objetos
personales y al agua. Esto con el fin de evitar la adulteracién de la muestra. La
toma de muestra consiste en recoger una muestra de orina con miccion normal, en

un recipiente que se le otorga en el laboratorio.

Inmediatamente de la recoleccion de la muestra de orina, debe registrarse su
temperatura y el pH. La temperatura debe estar entre 32 — 37 °C y el pH entre 4.5
y 9.0. Los aspectos de relevancia como color y volumen también quedan
registrados. Las muestras de orina deben ser almacenadas a temperaturas de
refrigeracion de: 4°C — 8°C, hasta por una semana. Para periodos mas

prolongados, semanas o meses, se debe congelar a -20°C.

Con el fin de eludir los resultados falsos positivos debido a la ingestion de
opiaceos, SAMHSA (Administracion de Abuso de Sustancias y Servicios de Salud
Mental, por sus siglas en inglés) recomienda un valor de corte de 2,000 ng/ mL
para las pruebas presuntivas. Sin embargo, para la pruebas confirmatorias, se han
utilizado 300 ng/ mL.%"

DETERMINACION PRESUNTIVA

El kit comercial para la determinacion presuntiva de opioides en orina, que ha
reportado la deteccion de 6-AM sin reactividad cruzada con morfina, metabolitos
de morfina, codeina y otros opioides es EMIT Il Plus® 6 acetymorphine Assay, que
proporciona alta selectividad para la determinacién cualitativa de heroina y 6- AM

en orina.

En un analisis realizado con EMIT Il Plus® 6 acetymorphine Assay, se
comparan los resultados cualitativos de 25 pL de orina, en términos de sensibilidad
y especificidad aplicando diferentes condiciones de incubacion. 3¢ y se describe

detalladamente en la Tabla 12.
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DETERMINACION CONFIRMATORIA

La ventana de deteccion de drogas de abuso en orina, esta limitada a la
sensibilidad de los métodos analiticos, en general, el tiempo de deteccion de un
farmaco se incrementa si el analisis se realiza por medio de un metabolito estable,

fluido biolégico optimo y utilizando el método mas sensible de analisis.

La morfina esta presente en la orina como conjugado glucorénido, por lo tanto
antes de la extraccion, es importante romper el conjugado con hidrélisis acida o
basica. También es posible separar el conjugado mediante el uso de la enzima [3-
glucoronidasa. La hidrdlisis acida o basica es agresiva debido al tratamiento
térmico al que se somete la muestra, por lo tanto, la hidrdlisis enzimatica es el

método mas empleado.®?

Se realizé una revision de diferentes reportes donde se utilizaron los métodos
cromatograficos con diferentes detectores y van acompafiados por pre
concentracion de la muestra y/o etapa de pre tratamiento como hidrolisis

enzimatica, SPE vy la derivatizacion.®3 Esta revision se incluyé en la Tabla 13.

La investigacion exhaustiva permitio conocer nuevos, relevantes e innovadores
meétodos basados en la electroforesis capilar para el analisis de drogas de abuso
en orina. % Siendo cuestidon importante de numerosos enfoques de distintos

trabajos publicados que se resumen en la Tabla 14.
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Principio del

Procedimiento

Cut off

Cantidad
de

deshidrogenasa
recombinante

Lectura
espectrofotométrica
a A=340a410 nm

Temperatura de
ensayo: 37.8 °C

Tiempo de primer
resultado: 10 min

Kit comercial Reactivos Selectividad Referencia
ensayo general (ng/mg) muestra
de orina
Mezcla inicial: 25ulL
de muestra de
orina +
53.3ulL reactivo 1 +
26.7uL reactivo 2
Incubacion
1.-Anticuerpos *58.4s (ADVIA
EMIT Il Plus 6- monoclonales 1800) 1§‘O%V:|Aé§,/
acetylmorphine de raton *63.3 (ADVIA °
Assay. Inmunoensayo altamente 2400)
enzimatico especificos
ADVIA ® 1800 | multiplicado | para 6-AM Dilucion de 10ng/mL 25k [36]
2.- Glucosa 6 solucién salina 2400 = 99%
SIEMENS fosfato °

Tabla 12 Determinacion de opioides en orina por medio de inmunoensayos.
Elaborado por: Angélica Mufioz Garnica

Angélica Muios Gearnica
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Sustancia

Separacion y
deteccion

Tratamiento de la muestra

LOD

Cantidad de
muestra

ME %

Referencia

Metadona

Dextrometorfano

HPLC —LTQ -MS

Dilucion de muestra: H20 des
ionizada

Pre concentracién: SPE (1mL
Metanol, 1mL Hz20 des ionizada
y 1mL buffer (bicarbonato de
sodio/ acido Borico)

pH: 9.6

1mL de muestra diluida.

Lavado: Buffer: H20 (1:1)
Elucion: ACN:H20 (95:5)
Evaporacion : 30°C
Reconstitucion. 0.2 mL Buffer :
ACN (95:5)

0.1 ng/mL

1mL

SD

SD

[65]

Heroina

Morfina

HPLC —LTQ -MS

Dilucion de muestra: H20 des
ionizada

Pre concentracion: SPE (1mL
Metanol, TmL H20 des ionizada
y 1mL buffer (bicarbonato de
sodio/ acido Borico)

pH: 9.6

1mL de muestra diluida.

Lavado: Buffer: H20 (1:1)
Elucion: ACN:H20 (95:5)
Evaporacion : 30°C
Reconstitucion. 0.2 mL Buffer :
ACN (95:5)

1.0 ng/mL

1mL

SD

SD

[65]

Angélica Muios Gearnica
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Dilucion de muestra: H20 des
ionizada

Pre concentracién: SPE (1mL
Metanol, 1mL H20 des ionizada
y 1mL buffer (bicarbonato de
sodio/ acido Borico)

Glucorénidos de pH: 9.6
Morfina HPLC —LTQ-MS |41 de muestra diluida. 50 ng/mL mL [65]
Lavado: Buffer: H20 (1:1)
Elucion: ACN:H20 (95:5)
Evaporacion : 30°C
Reconstitucion. 0.2 mL Buffer :
ACN (95:5)
Dilucion:(1:250)
, Condiciones UPLC: o
Morfina UPLC-MS/MS | 98%Acido férmico (0.1%) en|20 ng/mL |60 L 100 % [66]
Codeina o 98 %
agua con metanol 2%
MS/MS + ESI
Dilucion 1:10
Hidrdlisis enzimatica
Buprenorfina , 60%
etilmorfina, UPLC: 1 - 10 70%
Fentanilo UPLC -MS/M 98% Acido formico ng/mL 100 uL 76% [66]
Hidromorfina 2% Acetonitrilo 68%

En agua
MS/MS + ESI

Angélica Muios Gearnica




Codeina
Nor codeina
Heroina
6-MAM
Morfina

UHPLC-MS/MS

Digestion enzimatica con
B.glucoronidasa, Buffer acetato
de sodio pH: 5.2. Incubacién:
55°C bafo Maria por 1 hora

Preconcentracion: SPE
(Metanol, agua destilada vy
Buffer de fosfatos pH6 , 1:1:0.5)
Lavado:H20 dest. y buffer de
fosfatos

Elucion acida: metanol al 10%
en acetato de etilo.

Elucion  basica: acetato/
isopropanol/ Hidréxido de
amonio 20%

Evaporacion 40°C
Reconstitucioon con 0.5 mL de
H20 dest /metanol (70:30)

Codeina:

ng/mL

Heroina:
ng/mL

Morfina:
ng/mL

6-MAM :

ng/mL

50

50

20

10

1mL

99%
92%
111%
78%
88%

[67]

Tabla 13 Determinacién de opioides por medio de métodos cromatograficos
Elaborado por: Angélica Mufioz Garnica

Angélica Muios Gearnica
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Sustancia

Condiciones de CE

Deteccion

LOD

Tratamiento de la
muestra

Referencia

Codeina,
Heroina

CZE.

Capilar de silice fundida 70 cm x 50 cm
Reactivo: BGE (butilglicidiléter) 20 mM
Acetato de amonio pH 9.0

Voltaje de separacion: 22kV
Temperatura: 20°C

ESI - MS

04a1.0
ng/mL

Precipitacion de proteinas

[68]

Morfina
Diamorfina

CEC- presion asistida

Capilar de base silica monolitica con
polimero monolitico.

Fase movil: Acetato de amonio

pH: 6.0 + Acetatonitrilo

Voltaje de separacion: 25°C
Temperatura: 25°C

ESI - MS

2.0 -8.0
nmol /L

Centrifugacion con metanol a
4500 rpm por 20 min

[69]

Morfina
Codeina

MECK

Capilar de silica fundida 57 cm x 75um
Reactivo: BGE 20 mM, Buffer de Boratos
pH: 9.2 + 60 mM SDS + 5% V/V metanol
Voltaje de separacion: -25kV
Temperatura: 20°C

UV deteccion a
212 nm

30-90
ng/mL

Centrifugacion a 5000 rpm
por 5 min

[70]

Tabla 14. Determinacion de opioides en orina por medio de electroforesis capilar

Elaborado por: Angélica Mufioz Garnica

Angélica Muios Gearnica
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Dada la relevancia de los resultados de los analisis de drogas de abuso en orina
es que se recomienda tomar medidas preventivas para evitar alteracion de la
muestra, la que puede ser diluida, adulterada o sustituida. La dilucién puede ser
interna o externa, en el primer caso el individuo se hidrata en forma exagerada de
tal forma que la orina pierde sus caracteristicas propias, la dilucién externa se
puede realizar con agua u otro liquido.®® Estas recomendaciones son de
responsabilidad exclusiva del laboratorio donde se llevan a cabo la respectiva
toma de muestras, las cuales deben estar establecidas en los procedimientos de
cada establecimiento. Se debe considerar siempre la capacitacion y entrenamiento

del personal que se dedique a la recoleccion y toma de muestra.

La importante ventaja de la orina para los test de deteccién de drogas es que
generalmente esta disponible en cantidad suficiente, facil de recoger, las drogas
de abuso y sus metabolitos suelen estar presentes en concentraciones

relativamente altas por en una amplia ventana de deteccion.

Este fluido biologico es facilmente adulterable con sustancias como; lejia,
vinagre, jabon ya que alteran radicalmente el pH; y agua, para diluirla y producir
resultados falsamente negativos. °® Sin embargo, existen pruebas de deteccidn
de adulterantes de orina, un ejemplo de ellas es Urine Check 7 comercializada
por laboratorios gaamsa, esta prueba se basa en la medicion de creatinina, nitrito,
glutaraldehido, pH, gravedad especifica, almidon y clorocromato de piridinio en la
orina antes de realizar la prueba confirmatoria. Las tiras Urine CHECK 7 son
solamente para uso de profesionales de medicina forense y toxicologia. Son un

dispositivo de prueba selectiva con determinaciéon cualitativa visual.

Angélica Muios Gearnica
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CABELLO

El cabello es un tejido complejo y anejo de la piel. Se origina en el foliculo piloso en
cuyo centro germinativo existen células madre que se encuentran en proliferacion
activa. El tallo del pelo tiene células queratinizadas en diferentes capas que se
diferencian en cuticula y médula. La superficie del cabello es hidrofébica y en el
interior es higroscopico.”’ El cabello estd compuesto por proteinas (65 — 95%,

queratina, esencialmente), agua (15 a 35 %), lipidos (9.1%) y minerales (<1%). 72

El analisis de cabello para la deteccion de drogas de abuso ha sido un tema de
interés progresivo desde una perspectiva clinica, social y forense, debido a la
amplia ventana de deteccion después de tiempo de ingesta en comparacion con los

analisis de orina y sangre. "3

Los parametros que influyen en el transporte de las drogas en el cabello son:
tamano y estructura molecular, micro entorno (gradiente de concentracion, pH),
flujo sanguineo, unién a proteinas plasmaticas y tisulares, liposolubilidad de la
droga, coeficiente de forma ionizada/no ionizada, presencia de enzimas en el
foliculo piloso como: alcoholhidrogenasas, aldehidodeshidrogenasas, carboxilasas,
esterasas D, Citocromo P450 , Glutation reductasa, transferasa, S-epodxido
transferasa; y los factores que influyen en la incorporacion de drogas al cabello es
la afinidad de la droga por la melanina, asi como la lipofilia y alcalinidad de la

droga. 74

Los mecanismos de incorporacion de drogas son: difusion pasiva, excrecion de
sudor y cebo. Externamente, las drogas pueden ser depositadas por medio de
humo, contaminacion ambiental o contacto fisico, y productos quimicos. Dando

resultados falsos positivos.

Angélica Muios Gearnica
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La Sociedad de las pruebas de cabello (Society of Hair Testing, SoHT), ha
establecido valores de corte, a partir de los cuales el resultado debe considerarse
positivo para las diferentes drogas de abuso, para opiaceos se considera positiva a
partir de 0.2 ng/mg en analisis presuntivo y confirmatorio. Ademas, debe
diferenciarse el uso de la heroina con el de codeina o morfina, lo que unicamente

se consigue con la identificacion de 6-AM. 7°
El analisis del cabello implica al menos cinco pasos:

Descontaminacion
Preparacion del cabello: pulverizacion, segmentacion.
Incubacion: en metanol, NaOH

Extraccion liquido / liquido, extraccién en fase solida, micro extraccion.

a b~ 0N =

Analisis: inmunoensayos o cromatografia de liquidos o de gases.

RECOMENDACIONES DE LA SoHT

La SoHT, tras diversas reuniones con diferentes laboratorios, ha llegado a un
consenso para establecer guias para el analisis de esta matriz biolégica con

recomendaciones que afectan varios aspectos:

TOMA DE MUESTRA

Los sitios recomendados para la toma de muestra de cabello por parte de la
SoHT es la parte posterior de la cabeza, donde el cabello tiene menos variabilidad
en crecimiento. La muestra debe ser atada a un hilo lo mas cercano posible al
cuero cabelludo, antes de ser cortado. El tamafo de la muestra depende de la
finalidad del analisis, por lo general entre 20 a 200 mg de pelo son suficientes para
la deteccion y confirmacion de drogas. Una vez cortado, los mechones de cabello
deben ser envueltos en papel aluminio y separados, colocando el extremo de la
raiz expuesta mas cubierto. Cada papel aluminio se dobla una o dos veces y

posteriormente se almacena en sobres de papel a temperatura ambiente y en lugar

Angélica Muios Gearnica
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oscuro y seco. En caso de post- mortem, el pelo debe ser recogido antes de
empezar un procedimiento de autopsia, a fin de evitar posible contaminacién por
otras muestras bioldgicas. Este procedimiento trata de evitar la desalineacion de la
muestra y permitir la facil identificacién del extremo de la raiz, que es importante

para el analisis.”® Este procedimiento se ilustra en la Figura 11.

Se recomiendan evitar el almacenamiento en bolsas o tubos de plastico debido
al riesgo de contaminacion por suavizantes y absorcion, ya que el plastico puede
extraer sustancias lipofilicas del cabello y debido al riesgo de ruptura de tubos de

plastico durante el transporte o maniobras de almacenamiento.

Figura 13 Procedimiento de toma de muestra de cabello
Fuente: Baciu T, Borrull F. et al Recent trends in analytical methods and separation
techniques for drugs of abuse in hair. 2015

Angélica Muios Gearnica

79



PREPARACION DE LA MUESTRA

La preparacion de la muestra se aplica para eliminar cualquier posible
contaminacion externa, mejorar el rendimiento analitico. Por lo que se debe
eliminar el sudor, sebo, polvo asi como productos para el cuidado del cabello antes

de realizar cualquier andlisis en la muestra. 7' 72

Un paso determinante para la preparacion y pre concentracion de la muestra es
la correcta eleccion método de analisis. En la literatura se encuentran diferentes
métodos de preparacion de muestra. La eleccién del tratamiento depende de las
propiedades quimicas de los analitos. Entre los que destacan por su versatilidad,

se muestran a continuacion:
i) Descontaminacion.

Este procedimiento puede llevarse a cabo en minutos a horas, el numero de
pasos de limpieza depende de la sospecha de contaminacion. Incluye solventes
organicos, tampones acuosos, agua, jabdén o su combinacién. 7 Su propdsito es
eliminar las impurezas externas tanto sea posible, pero sin necesidad de extraer las
drogas de la matriz del pelo. No hay un consenso sobre el mejor lavado. En la

revision se encontraron diferentes procedimientos de cada laboratorio.
i) Extraccion/Digestion

Liberar los analitos unidos dentro de la matriz del pelo es comunmente
alcanzado ya sea por digestidon acida o alcalina, extraccion con disolventes,
hidrdlisis enzimatica o incubacion con diversos sistemas de tampdn. Estos
generalmente involucran temperaturas elevadas y largos periodos de incubacion,

por lo general de 16 a 20 horas.”3
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iii) Limpieza y pre concentracion.

Después de los procedimientos de extraccion, las etapas de pretratamiento de
las muestra se llevan a cabo normalmente antes del analisis instrumental con el fin
de limpiar el extracto de cabello, asi como para pre concentrar los analitos. En
general, los procedimientos aplicados mas comunes incluyen las técnicas de

Extraccion Liquido-Liquido (LLE), la Extraccion en Fase Sélida (SPE). 3

Estas técnicas pueden estar acopladas a deteccion de espectrometria de masas
por ionizacion en electrospray (ESI). Sin embargo, se han desarrollado
metodologias miniturizadas que son la tendencia actual en la etapa de limpieza, ya
que se consideran técnicas “amigables con el medio ambiente”, ya que implican la
reduccion de volumenes de disolventes organicos con minima produccion de
residuos menos toxicos. Entre ellas se encuentra la micro extraccién en fase sélida
(SPME).

DETERMINACION PRESUNTIVA

El ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas , ELISA, es una prueba
heterogénea que permite a la matriz ser lavada antes de una generacion de
reaccion antigeno anticuerpo donde se genera un compuesto colorido, lo que hace
que estos ensayos sean extremadamente sensibles. 76 Varios articulos han citado
la utilizacion de ELISA para muestras de cabello. La mayoria de los reportes
requieren menos de 50 mg de cabello e incubacién con solvente organico por
toda la noche.®® En la Tabla 15 se describe el tratamiento, condiciones y

parametros reportados en tres diferentes trabajos.

DETERMINACION CONFIRMATORIA

Los dos grandes retos en el analisis cualitativo y cuantitativo de drogas de abuso
en el cabello son la cantidad limitada de muestra y la baja concentracién en una

amplia ventana de deteccion. Para superar estas limitaciones, en la literatura se
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propone un metodo de analisis de Cromatografia liquida-electrospray acoplada a
espectrometria en masas en tandem, que permite el analisis simultaneo de drogas
de abuso, entre ellos 5 opiaceos.”” Este método se aplica habitualmente a
muestras de cabello, obteniendo resultados confiables, reproducibles y con alta

sensibilidad.

En un reporte donde se utilizd de GC-EI/MS, para la determinacion de 14
drogas de abuso donde se incluyen opioides, se llevo a cabo una derivatizacion en
dos etapas, se empled: N-metil-bis-trifluoroacetamida (MBTFA) y N-metil-
(trimetilsilil)- trifluoroacetamida (MMSTFA) con trimetil clorosilano (TMCL) al 1%
como reactivos de derivatizacién, obteniendo como limite de cuantificacion (LOQ)
200pg mg', usando 50 mg de cabello. Con la excepcion de los metabolitos de
cocaina, estos valores estan dentro de los valores de Cut off de SoHT. Como
significado, este método podria conducir falsos negativos para la ingesta de
cocaina, que es especialmente significativo si existen implicaciones legales de

consumo de esta sustancia’s.

A pesar de la sencillez instrumental utilizada y los resultados prometedores
obtenidos en términos de precision analitica, el uso de una etapa de derivatizacion
doble compromete al tiempo de analisis y, por lo tanto, el método no es realmente
adecuado para el analisis de cabello. Se describen de manera mas detallada las
condiciones y caracteristicas de algunos reportes citados de las determinaciones

confirmatorias en la Tabla 16.
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Limite de Cantidad de Sensibili
. . s ensibilidad y .
Sustancia Inmunoensayo || Tratamiento de la muestra Deteccion muestra de E g Referencia
specificidad
(pg/mg) cabello
Lavado con metanol (1 mL: 1 min)
y acetona (1mL: 1min) .
Secado
Morfina (6-AM) ELISA Extraccion con buffer pH= 4.5 200 pg/mg 10 mg SD [76]
Incubacioén por 2 horas a 75°C
Neutralizacién con buffer para
dicho fin
Lavado con metanol (2mL, 10 Sensibilidad:
min), Secado 94%
. Extraccién con buffer a pH=4.5, 0.5
Opioides gt;i’f‘éb‘é"fk% mL. °'°;g7n:;4'5 10 mg Especificidad: 79
Incubacion 2 horas en bafno 74%
ultrasonido a 75°C
Aprox 1 mg de muestra se Sensibilidad:
transfirié a tubo de vidrio. 94%
100 pL de solucion de lavado de kit Especificidad:
Descartar solucion de lavado. 73%
Se trasvaso muestra a columna 005—11.9
Opioides ELISA DRI® Test | keratinizada con aprox 940 uL de ' ' 33 mg 79
solucion pg/mg
Se afadio 400 pL de reactivo
Digestion 1h a 100°C
Mezclado por 20 a 30 min
Enfriado
SD : Sin Dato

Tabla 15. Determinacion de opioides en cabello por medio de Inmunoensayos

Elaborado: Angélica Murfioz Garnica
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Cantidad de

Sustancia Szparac!gn y Tratamiento de la muestra e _d'e muestra de Referencia
eteccion Deteccién
cabello
Morfina, 6-AM, Lavado con Tween 80 al 0.1%, agua.
Codeina HPLC- DAD MAE con Metanol (9min, 60°C) 200 pg/mg 50 mg 80
Lavado con Diclorometano (DCM) por
. UHPLC — ESI-|2mL por 3 min, por duplicado.
Morfina, 6- MA MS/MS Extraccion con metanol (15 horas, 6 a 27 pg/mg 50 mg 81
55°C)
Lavado: Metanol, agua, Metanol
Opioides LC-ESI-MS/MS | Extracciéon con Metanol (toda la|{0.5a2.5 pg/mg |10 mg 82
noche)
Heroina, 6-MA, Lavado con DCM (3mL / 10 min
Codeina, entre | LC-ESI-MS/MS | 3veces.) Pulverizacion y extraccion | 30 pg/mg 50 mg 83
otras DOF (30 min)
Lavado con 10mL de agua por 2 min,
10 mL de DCM por 1 min, 3mL de
28 Opioides LC-MS/MS zgifgr de fosfatos pH= 5, 18 horas| 0.005 a 0.030 50 mg 77
: ng/mg
Extraccion por SPE, condiciones 2mL
metanol y 3mL buffer fosfatos pH= 5
Lavado Metanol: Acetonitrilo: | LOD: 0.002
Opiaceos UPLC-MS/ MS | Formiato de amonio (pH =5.3) por 18 | LOQ: 0.010| 10 mg 84
horas ng/mL
Lavado: DCM vy agua, 2min por
Opioides y sonicacion LOQ: 0.006 -
opiaceds UHLC-MS/MS SPE, 2.5 mL de buffer de acetato de | 0.063 ng/mg 20mg 85
sodio 0.1 M pH= 4 y metanol
Morfina, Lavado con DCM (2ml, 5 min)
Codeina, 6-acetil | GC-EI/MS Extraccion con Metanol/TFA (toda la| 30 — 80 pg/mg |25 mg 86
codeina. noche, 25°C)
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SPE
Derivatizacion con MSTFA (30 min,
70°C)

Codeina,
Heroina, 6- acetil

Lavado con agua, benceno, DCM.
Digestion por ultrasonicacién (toda la
noche, 65°C)

morfina, Morfina, GC-EI/MS SPE 50 pg/mg 20 mg 87
6- acetil codeina Derivatizacion con MSTFA + TMS 5%
(25 min, 80°C)
Lavado con DCM
Codeina, Morfina, Extraccion con Metanol (toda la
6 acetil morfina, noche, 56°C)
oxicodonoa, GC -EI/MS SPE 130 — 200 pg/mg | 10 mg 88
oximorfona, Derivatizacion con MSTFA
hidromorfona SPME
Lavado con jabon diluido con
. , solucién fisioldgica .
gztj:(zltri]lar,no'\r{lﬁonrgna, GC-EI/IMS SPE (fase reversa) LO/% 40 - 30154 mg 89
Derivatizacion con BSTFA (20 min, |P9'™9
100°C)
Extraccion con Metanol (toda la
Codeina, Morfina, GC- El /MS noche, 56°C) 2 _ 5 pgimg 10 mg 90

6 acetil — morfina

Derivatizacion con BSTFA
SPME

Tabla 16. Determinacion de opioides en cabello por medio de métodos cromatograficos

Elaborado: Angélica Murfioz Garnica
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA MATRIZ

Las ventajas de esta matriz son numerosas, en las que se incluyen en no ser
invasiva, facilidad de recoleccion que se puede hacer bajo la estrecha supervision
de agentes legales para prevenir la adulteracion o sustitucion, no necesita
condiciones especiales de almacenamiento, la capacidad para detectar el
consumo de drogas en el pasado es una caracteristica unica de esta matriz, ya
que proporciona a los investigadores una ventana de deteccion amplia, en meses

a afos.3!

El analisis de esta muestra bioldgica, que ha comenzado a utilizarse de forma
extensiva en las ultimas décadas, no esta exento de limitaciones que han de
tomarse en cuenta. Todavia falta la total comprensién de los mecanismos de
acumulaciéon de las drogas en el cabello y la estandarizacion de los métodos

analiticos necesarios, asi como la correcta interpretacion de resultados.” 72

Una de las principales desventajas surge desde la toma de muestra, si ésta no
es adecuada en cuestion de longitud, tamafio de mechdn, ubicacion de la muestra
en la cabeza. La muestra debe estar acompanada de la maxima informacién
posible, incluyendo datos de la historia clinica, proposito de investigacion,
sospecha de drogas y tiempo de consumo, etc.”®> Ademas, la alta posibilidad de
dar un falso positivo debido a la contaminacién externa que siempre existe si el

proceso de lavado de la muestra no ha sido suficientemente riguroso.”?

Se ha demostrado en sucesivas ocasiones que la correlacion existente entre
dosis consumida y concentracion detectada es limitada debido a las diferencias
interindividuales y genéticos, que existen en relacion con los procesos metabdlicos
y picos plasmaticos, asi como la propia incorporacion de drogas en el pelo, su
pigmentacién y su estado fisico. Por todo aquello, se aconseja que cada
laboratorio, que utiliza propios métodos analiticos, sea el encargado de realizar

estadisticas a entre sus casos.
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INTERFERENCIAS DE LA MATRIZ

Existen diversos métodos de contaminacion de este tipo de muestra para el
analisis de drogas de abuso, mismos que interfieren en el analisis y determinacion

de estas sustancias, entre los mecanismos de interferencia podemos encontrar.
i) Contaminacion externa

El inconveniente mas importante del analisis de cabello es la posibilidad de
proporcionar falsos positivos, sobre todo en situaciones donde el individuo esta
expuesto a las drogas y no las consume activamente. Por otra parte, el manejo de
droga en polvo y frotarse el cabello con las manos es otra fuente de contaminacién

pasiva.”®

Actualmente, los laboratorios utilizan dos procedimientos complementarios

para minimizar la contaminacion pasiva:

e Descontaminacion de muestra por medio de lavado antes del analisis

e Deteccidon de metabolitos de las drogas.

Varios procedimientos de descontaminacién de la muestra se describen en la
literatura, pero no hay un acuerdo sobre cual se debe utilizar. Por lo que es un
procedimiento intra laboratorio. Desafortunadamente no se logra la eliminacién de
la totalidad del farmaco depositado externamente incluso después de los

procedimientos de lavado.®

En general, cuando se detectan las drogas en el cabello y no en el residuo de
lavado, el consumo de drogas esta indicado, mientras que, cuando los niveles
detectados en los residuos de lavado son mayores que en la muestra, es probable

la indicacion de una contaminacién pasiva. "3
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i) Influencia de los tratamientos cosméticos.

Un problema relacionado con el analisis de cabello que no debe pasarse por
alto es el posible efecto de diversos productos para el cabello y los tratamientos
quimicos, blanqueamiento, coloracion, permanentes; sobre la medicion de las
drogas de abuso en el cabello.”?> Ya que estos procesos dafian el cabello
mediante la alteracidén de su porosidad y aumenta la accesibilidad a contaminacién
externa. La porosidad también puede ser causada por la diferencia racial o mala
conservacion del cabello.®’ El lavado con shampoo de cabello tiene poco efecto

sobre la eliminacién de DOA que ya estan incorporados en el cabello.

Se han descrito en la literatura diversos estudios donde se relaciona la
influencia de diferentes tratamientos en el cabello, por ejemplo, los resultados que
corresponden a la decoloracion que reportan diferentes autores, las
concentraciones disminuyen en el cabello blanqueado (decolorado) en
comparacion del cabello no tratado; asi mismo este tratamiento afecta la
estabilidad de determinadas sustancias, por lo tanto disminuyen Ilas

concentraciones de opiaceos, por ejemplo, en el cabello.
iii) Influencia del color de cabello

Esta es otra caracteristica importante a tomar en cuenta en la evaluacién de
DOA en cabello.

Se ha demostrado que las DOA se unen a la melanina, por lo tanto, entre mas
oscuro el cabello, mayor contenido de incorporacién y unién de DOA. Conforme a
la literatura, los farmacos basicos se unen con alta afinidad a eumelanina (cabellos

oscuros). 3
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iv) Relaciéon dosis — concentracion

Una de las principales cuestiones al interpretar los diferentes resultados es si la

cantidad cuantificada tiene relacion con la dosis administrada.

Algunos estudios reportan dicha relacion como demasiado débil. Entre los
estudios observados, se demuestra que no existe una correlacion entre la dosis
de heroina administrada y la concentracion de opiaceos en el cabello. Sin

embargo, se relaciona intimamente con la vida media plasmatica.”®
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SALIVA

En el ser humano las glandulas salivales producen alrededor de 1 litro de saliva
diariamente. La saliva cumple diversas funciones: lubricar alimento para facilitar su
masticacion y deglucion. Respecto a la composicion proteica las dos proteinas
fundamentales que estan presentes en la saliva son amilasa y mucina que
intervienen en la digestion del almidén y en la viscosidad, respectivamente, posee
inmunoglobulinas, de composicion parecida a la del plasma, contiene agua, iones,

mucina, proteinas plasmaticas, leucocitos y detritos celulares.®?

La saliva contiene menos Na*, CI- y mas K* y mas HCOs~ que en el plasma,
debido a que el Na* y el CI- se reabsorben y los iones K* y HCO3™ se secretan. La
composicidn electrolitica de la saliva depende de la velocidad de secrecion, ya que
cuanto menor es la velocidad de secrecion mayor tiempo tiene el epitelio para

modificar y, por lo tanto, reducir la osmolaridad de la secrecion. '

El uso de fluido oral, saliva, con fines de diagndstico de enfermedades, vigilar
exposicion a productos quimicos, control de uso terapéutico de algunos farmacos
y detectar el uso reciente de drogas ilicitas, cada vez es mayor y ha tenido éxito
en la investigacion.®® La saliva contiene analitos en concentraciones 1000 veces
menores que en sangre, por lo que se necesitan detectores ultra sensibles bien
conocidos para utilizar a la saliva como medio de determinacién y diagnostico. Por
lo general, el analisis para la determinacion en saliva se realiza a la par con el de

sangre.

Varias vias, tanto intra y extracelulares, permiten a las moléculas a ser
transportadas de la sangre a la saliva. Ya sea por difusion pasiva de moléculas
lipofilicas o transporte activo de proteinas a través de union ligando receptor.”
Las drogas se incorporan a la saliva por difusién pasiva que depende de las
propiedades del compuesto, principalmente del pKa, de la unidn a proteinas,
liposolubilidad de la sustancia, peso molecular, carga y tamafo. %
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SAMHSA recomienda concentraciones de corte para la determinacion en saliva
de Morfina y Codeina de 40 nug/L, 6- acetil morfina de 4ug/L para las técnicas

cromatograficas. %

TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra de saliva puede ser recogida en virtud de estimulos, la
boca en reposo por método de drenaje de babeo, escupir o por medio de un
hisopo y método de aspiracion. La saliva es estimulada al dar al paciente masticar
un trozo de parafina y/o con la aplicacién de una gota de acido citrico en la
lengua.®* En la actualidad, hay empresas que comercializan kits de dispositivos de

toma de muestra salival.

Uno de los dispositivos mas utilizado es BD Visispear, se ilustra en la Figura
12, que se vende como el dispositivo de recoleccion de saliva comercializado por
Salimetrics, tiene una longitud total de 7 cm y consta de un eje de plastico de 5.5
cm de longitud, diametro de +/- 3 mm, con 1.7 cm de longitud y 1mm de espesor
de material absorbente de esponja. La toma de muestra de saliva con la esponja
se realiza sujetando el eje plastico y la introduccién de la esponja en la boca. La
esponja se puede colocar por debajo de la lengua y con movimientos suaves en la
boca. Este proceso dura aproximadamente 1 minuto (dependiendo de la saliva
presente) y es fiable, ya que la esponja se hincha visiblemente y garantiza la toma
de muestra en cantidad suficiente, 200 a 250 uL de saliva. Para su
almacenamiento y su tratamiento posterior, el dispositivo se coloca con la esponja
en un tubo de polipropileno de 5 mL con tapdn de rosca y se almacena a ‘“18°C a -
20°C.%
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Figura 14 Dispositivo BD Visispear para la recoleccion de muestras

salivales.

Fuente: de Weerth C, Jansen J, et al. A new of collection saliva for cortisol determination. 2007

PREPARACION DE LA MUESTRA

En la literatura se reportan diferentes métodos de preparacion de la muestra, con
el fin de eliminar interferencias de la matriz. Algunas de las preparaciones constan
de un procedimiento de precipitacion de proteinas con acetonitrilo y evaporacion

con nitrégeno y extraccion en fase solida con solventes organicos.%’

DETERMINACION PRESUNTIVA

Cozart® EIA, ELISA, es frecuentemente utilizado en laboratorios de analisis
forenses para la determinacion de drogas de abuso en sangre y saliva. En
términos de sensibilidad y especificidad es excelente ELISA, por lo tanto es una
técnica apropiada para la determinacion de drogas de abuso.?® Como se muestra
en la Tabla 17, para llevar a cabo el analisis de saliva por medio de ELISA, es

importante el pre tratamiento de la muestra, donde se utiliza de manera rutinaria
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SPE con metanol y lavados con agua des ionizada. En término de sensibilidad y

especificidad es una técnica apropiada para resultados presuntivos.

DETERMINACION CONFIRMATORIA

Como se muestra en la Tabla 18, en la literatura se reportan determinaciones por
LC de distintas sustancias de abuso en fluido oral, los principales analitos
detectados fueron 6 — AM, heroina y morfina con una sensibilidad por arriba del
84%. La papaverina no es posible detectar en el fluido oral, y podria deberse a la

perdida de adsorcion con el dispositivo de toma de muestra.

En un estudio, se realiza una comparacion con muestras de orina y saliva, se
observa una sensibilidad, confiabilidad y reproducibilidad fiables, lo que indica que
la prueba de fluido oral, saliva, es apropiada para detectar opioides.”
Adicionalmente, mediante la utilizacidon de un método mas sensible como lo es LC-
APCI.MS/MS, con limite de cuantificacion de 1ug/L ha sido posible cuantificar

codeina, norcodeina, normorfina, noscapina y acetil codeina en muestras. %

Con reportes similares se utiliza como técnica de tratamiento de muestra SPE y
confirmatoria LC-MS, donde los limites de deteccidén obtenidos varid entre 0.22 a
1.07 ng/mL, esta variacién se atribuye al peso molecular, caracter apolar. Este
método es apropiado para la cuantificacion de morfina y codeina por medio de una

toma de muestra de escupir.®’
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Tabla 17. Determinacion de opioides en saliva por medio de inmunoensayos.

. . Cantidad de | Sensibilidad y .
Sustancia Inmunoensayo || Tratamiento de la muestra e Referencia
muestra Especificidad
SPE:
Columna acondicionada con 1 mL
de metanol y 1 mL de buffer de
fosfatos pH : 6.0
Lavado con agua desionizada.
Elucion: 1mL diclorometano: 2
propanol (80:20)
Temperatura de secado: 40°C
Reconstitucion con BSTFAy TMS
ELISA
_Cozart | INMUNOENSAYO: Sensibilidad:
microplate EIA 99.1%
Morfina, 6-AM 25 uL de muestra a posillo de la 25 uL Es eci.fici(::lad' 98
Marcador: microplaca, seguido por el p94 49 )
. (o]

Peroxidasa de
rabano picante

conjugado enzimatico.
Incubacion de 30 min
Lavado: con buffer de lavado

Sustrato 3.3", 5, 5’tetrametil
bencidina como cromoégeno.

Lectura de absorbancia a A: 450
nm

Concentraciones por medio de
curva de calibracion
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Tabla 18. Determinacion de opioides en saliva por medio de métodos cromatograficos.

Sustancia

Separacion 'y
deteccion

Tratamiento de la muestra

Limite de
cuantificacion

Cantidad
de
muestra

ME%

Referencia

Heroina
Morfina
6-Acetilmorfina

LC-MS/MS

Precipitacién con Acetonitrilo y
evaporacion con Nitrégeno.

100 uL FASE MOVIL:

A: Formiato de amonio 10 mM en
agua

B: Acido formico 0.001% y acetonitrilo

Determinacién por HPLC

Temperatura de horno: 25°C

1ug/L

200 pL

No
evaluado

99

Morfina y codeina

LC-MS/MS

SPE
3mL de buffer de fosfatos pH: 6
50uL de solucion metandlica

LC: metanol /agua

MS — MS: la ionizacién por electro
spray operado en modo de ion
positivo,

Temperatura: 145 — 395°C
Voltaje: 3000 V

0.3 g/l

200 pL

103.3%
106.2%

97

Angélica Muios Gearnica

95




La morfina y codeina no se
fragmentaron por la gran pérdida de
sensibilidad al realiza RMN

Columnas acondicionadas con
metanol y buffer de fosfatos.
Lavado con agua des ionizada y

No se
evalua

Morfina, 6 AM GC- MS 20 ng/mL 25 uL 98
metanol .
Derivatizacién con BSTFA y TMS
70°C por 20 minutos
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INTERFERENCIAS DE LA MATRIZ

Las interferencias potenciales también fueron estudiadas en el reporte de
Cooper, donde afectan la idoneidad de la muestra y las concentraciones de las
drogas de abuso y se refieren a sustancias cotidianas, alcohol, dulces, goma de
mascar, café, té, jugo de naranja, agua ,enjuague bucal y tabaquismo, sin

embargo no afectaron potencialmente las caracteristicas propias de la matriz.3

VENTAJAS Y DESVENTAIJAS

Las ventajas que supone la determinacion de drogas en saliva es que se trata
de una recolecciéon no invasiva y facilmente obtenible, no requiere autorizacion
judicial, dificil de adulterar, permite la determinacion de fracciones libres de las
drogas, estableciendo buena correlacion con los niveles plasmaticos y se asocia

a consumo reciente de estas sustancias. %°

Pero como desventaja se pueden mencionar, las variaciones intra e
intersujetos de las concentraciones y la influencia de diversos factores en estas
concentraciones, algunas sustancias provocan sequedad bucal con disminucion
de la secrecion de saliva, lo que dificultaria la toma de una muestra suficiente, la
escasa precision en el conocimiento de la relacién saliva — plasma para todas las
sustancias, la composicion salival puede ser modificada por el método de toma
de muestra y el grado de estimulacion de flujo de saliva, riesgo minimo de

infeccion contratante durante la toma de muestra.%*
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré conocer de manera general las metodologias que
se llevan a cabo en distintos laboratorios de investigacion, forenses y clinicos,
para la determinacion de drogas de abuso. De la misma manera, se entendié la
importancia de la eleccion de una matriz bioldgica ante diferentes situaciones y
su tratamiento para una optima interpretacion de resultados. La orina ha sido la
matriz bioldgica preferida para analisis y por lo tanto mas utilizada en los
laboratorios, es importante tener en cuenta que pueden haber matrices

alternativas y tanto la saliva como el cabello son opciones excelentes de analisis.

El cabello se ha convertido en una matriz biolégica fundamental y alternativa,
para la determinacién de drogas de abuso. Sin embargo, es una matriz muy
compleja y las concentraciones son menores que en las determinaciones con las
matrices antes mencionadas, por lo que existe la necesidad del desarrollo de
meétodos selectivos y sensibles para el analisis. Un inconveniente importante es
la presencia de diversas fuentes de sesgo en la interpretacion, que a veces son
dificil de manejar y/o eliminar. Una de ellas son las posibles diferencias genéticas
que desempefia un papel importante en las concentraciones de melanina y de

porosidad del cabello, y como tal, la incorporacién de drogas.

Las recientes mejoras en la instrumentacién cromatografica y de deteccion,
permiten una identificacion precisa de drogas de abuso, lo cual es util cuando las
implicaciones legales estan involucradas. La disponibilidad de metodologias
multidrogas sensibles puede ayudar a obtener informacion precisa y detallada
acerca de las muestras analizadas, evitando asi una erronea interpretacion de

resultados.

La importancia de la seleccibn de las metodologias, presuntivas y
confirmatorias, es una decisién fundamental para la evaluacion de matrices

biolégicas con presencia de drogas de abuso. Por lo tanto, es fundamental la
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calificacién, evaluacion y validacion de los métodos analiticos y del personal que

ejecuta, interpreta y reporta los resultados de estos.

Como ya se menciono, el efecto matriz es considerado un parametro
indispensable a evaluar, ya que este efecto puede aumentar o disminuir las
sefales de los analitos dentro de una matriz bioldgica, lo que podria ocasionar
falsos positivos como falsos negativos. Es aqui donde podria mejorar la
investigacion aplicando posibles acciones preventivas para mejorar o eliminar las
sefiales aumentadas o disminuidas por sustancias endogenas de la matriz
biolégica. Estas mejoras pueden resumirse en: la seleccion correcta de la matriz
biolégica, modificar las condiciones cromatograficas y espectrométricas, uso de
estandares internos y técnicas de calibracion, optimizar los procesos de pre
tratamiento y extraccién de la muestra. Y con estas propuestas realizar pruebas
intra e inter laboratorios e internacionalizar estas condiciones para una correcta
interpretacion y aplicacion en los diferentes campos que la investigacion

relacione.
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PERSPECTIVAS

Con esta revision bibliografica se pretende colaborar multidisciplinariamente
en diversos campos de investigacion, como lo es ciencias forenses, toxicologia

analitica, medicina legal, peritaje, farmacotepia, genética, entre otros.

Unas de los grandes retos para la determinacion de drogas de abuso son la
eliminacién o supresion del efecto matriz. Por lo que diversos estudios ya lo han

considerado como un importante parametro para la validacion de los métodos.

Estos avances puede extrapolarse a algunas aplicaciones clinicas, como lo es
el analisis de las muestras bioldgicas para un estudio genético de polimorfismos
en las enzimas del metabolismo de xenobidticos, como lo es CYP3A4 y CYP2D6,
y asi comprobar los fenotipos de los individuos del tipo de metabolismo que
poseen. Es importante este punto genético, ya que gracias a ello podemos
descartar o asumir la drogodependencia y/o una intoxicacion grave por drogas
de abuso con origen genético, de la misma manera, un estudio de prevalencia de
polimorfismos en la poblacibn mexicana, por lo tanto adecuar un apropiado

tratamiento y estudios posteriores.

Desde el punto de vista analitico, este estudio puede colaborar también, como
orientacién a laboratorios gubernamentales y particulares, donde se realizan
pruebas de deteccidon de abuso, sobre parametros que se deben tomar en

cuenta para garantizar la confiabilidad y sus criterios de validacion.

Otra opcion de aplicacién es el monitoreo farmacoterapéutico de opioides, en
pacientes con dolor cronico, desintoxicacion y tratamiento; para apoyar en la
eleccion de matrices biologicas no invasivas y de facil recoleccion; asi su

adecuado método de analisis.
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GLOSARIO

Abuso de farmacos. Cualquier uso de un farmaco legal o ilegal con el propésito

de provocar un detrimento en la salud fisica 0 emocional.

Adiccién. Habito de conductas peligrosas o de consumo de drogas y del que no

se puede prescindir o resulta muy dificil.

Agonista: aquella sustancia que es capaz de unirse a un receptor, activarlo y

provocar una respuesta bioquimica o celular.

Agonista parcial: activa al receptor, pero no causa tanto efecto como un

agonista completo y, ademas, presenta un efecto maximo inferior al del agonista.

Antagonista: opuesto a un agonista en el sentido de que mientras un
antagonista se une al receptor, no solo lo activa si no que bloquea su activacion

por agonistas.

Derivatizacion: Proceso que consiste en modificar quimicamente un compuesto
para producir un derivado con nuevas propiedades que faciliten o permitan su
analisis, mejora la volatilidad, sensibilidad (da lugar a disminucién de Limites de
deteccion y cuantificacion), estabilidad térmica y deteccion del analito. Los tipos

de Derivatizacién son: Sililacidn, Acilacion, Alquilacion.

Dependencia fisica. Estado fisiolégico adaptativo que ocurre con el uso
continuo de una sustancia y que produce un sindrome de abstinencia cuando

ésta se deja de usar. Usualmente ocurre cuando existe tolerancia.

Efecto de rebote. Se produce cuando el efecto del farmaco es sélo de unas

pocas horas.

Uso de farmacos. El término se utiliza para cualquier tipo de administracion de

farmacos.

Mal uso de farmacos. Este término se utiliza cuando se esta utilizando de forma
inapropiada un medicamento legalmentre formulado para fines terapéuticos. Este
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mal uso se puede dar cuando un paciente no siguiendo las instrucciones de la

prescripcion.

Estupor. Estado de inconsciencia parcial con ausencia de movimientos y

reaccion a los estimulos.

Estupefaciente. Sustancia narcoética o analgésica que causa habito, altera las
condiciones fisiolégicas y psicologicas de una persona y produce un estado

especial de euforia.

Dependencia psiquica es la compulsion a tomar sustancia determinada para
obtener la vivencia de efectos agradables y placenteros o evitar malestar. Dos de
las sustancias que predominantemente producen dependencia psicoldgica son la

cafeina y e chocolate.

Dependencia fisica es un estado de adaptacion del organismo producido por la
administracion repetida de una sustancia. Se manifiesta por la apariciéon de
trastornos fisicos 0 menos intensos cuando se interrumpe la administracion de la

misma.

Opiofagia. Habito de consumir opio, estrictamente hablando, por via oral, bian a
pequefias dosis como excitante, o bien a dosis mas elevadas como sedante y

estupefaciente.

Reaccion aguda. Reaccion téxica debida a un exceso de dosis, una alteraciéon

de la excrecidon o ambas.

Receptores opiaceos. Son los receptores a los que se unen las sustancias
opioides enddgenas y los opiaceos. La teoria de los receptores de membrana ha
cambiado los modelos clasicos de clasificacion y, actualmente, se tipifican por la

accién, agonista o antagonista, sobre cada uno de ellos.

Sindrome de abstinencia es lo que produce tras haber una dependencia fisica y
psiquica, en el momento en el que la droga falta, aparece todo un conjunto de
signos y sintomas de caracter fisico y psiquico, cuya intensidad y curso temporal

Angélica Muios Gearnica

104



van a depender del tipo de droga y otros factores como frecuencia, cantidad y

antigledad del consumo.

Tintura de laudano. Tintura alcohdlica de opio, preparada por primera vez por el
alquimista Paracelso. Es preparado por vino blanco, azafran, clavo, cane y otras
sustancias ademas del opio. Usada con fines medicinales en una gran variedad

de patentadas durante el siglo XIX.

Tolerancia es un estado de adaptacion caracterizado por la disminucion de la
respuesta a la misma cantidad de droga, o por la necesidad de una dosis mayor
para provocar y sentir el mismo efecto. La tolerancia puede resultar de dos
mecanismos diferentes: tolerancia metabdlica, estimulando el higado para que
produzca niveles de enzimas que transforman a los compuestos para excretarlos
del organismo; la tolerancia por disposicidn ocurre cuano hay una adaptacion de
las funciones fisioldgicas, como el SNC puede incrementar la produccion de

neurotransmisores para anular la influencia de alguna droga.

Uso heddnico. Tendencia a la busqueda del placer y el bienestar.
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