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A3 RESUMEN

El cabello gracias a sus caracteristicas, proporciona una alternativa de
muestra bioldgica para la determinacion de sustancias y metabolitos, la
informacion que nos brinda ha sido empleada desde hace mucho tiempo para la
detecci6on de algunas sustancias toxicas tales como el plomo.! Una de las
caracteristicas que posee el cabello es la capacidad de almacenar dichas
sustancias por tiempos prolongados proporcionando un periodo de deteccién
mayor a diferencia de otros medios biolégicos. Por lo que, el presente trabajo
bibliografico proporcionara elementos tedricos para determinar la viabilidad del
analisis de amfetaminas en cabello; asi como su cuantificacion y dar los conceptos
necesarios para proponer una metodologia experimental por cromatografia de

gases.?

Apolinar Escobar Barrueta -1-



Deteccion de Amfetaminas en Cabello por Cromatografia de Gases

INTRODUCCION

El cabello posee ciertas caracteristicas de mucho valor en una investigacion
criminalistica o judicial tales como la resistencia a la putrefaccion, conservacion de
su estructura aun después de un tiempo prolongado, absorcion e impregnacion de

olores, entre otras.

En 1857, Lassaige fue uno de los primeros en publicar un trabajo para
ayudar a la investigacion judicial (examen fisico de los cabellos), el cual hacia
referencia a un estudio microscopico sistematico. En 1869, el Profesor Prfaff senté
las bases para el estudio cientifico del cabello en su libro “El Pelo Humano y su
Significado Fisiol6gico, Patolégico y Forense” (Das Menschliche Haar in Seiner
Physiologischen, Pathologischen und Forensischen Bedeutung), conocimientos
que hasta la fecha son vigentes, este documento hizo referencia de las diferencias

entre el pelo humano y animal.?

Oesterlen, en 1874 en el trabajo “El Pelo Humano y su Significado Legal”
(Das Menschliche Haar Und Seine Gerichtzalztliche Bedeutung), describid las
caracteristicas del bulbo piloso que permiten diagnosticar si un cabello cay6 por

causas naturales o fue arrancado.

El analisis de cabello para la determinacion de drogas de abuso se llevé a
cabo en 1954 por dermatdlogos en casos de dermatitis toxica por barbitaricos.
Pero hasta la década de 1970, fue cuando se considerd el cabello como una
muestra alternativa para el analisis de drogas de abuso.*

Tanto las diferentes drogas, como sus principales metabolitos se incorporan
al cabello desde el torrente sanguineo y permanecen alli por tiempo indefinido
hasta que es cortado.

Apolinar Escobar Barrueta -2-
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En la actualidad, existen laboratorios que se especializan en el analisis de
muestras capilares para la deteccion del consumo de drogas en entornos
laborales con porcentajes de deteccién mas elevados que en muestras de orina.
Por los que, es importante su estudio y divulgacion como analisis de orientacion y

confirmacion.®

En 1951, se introdujo una forma diferente de cromatografia, en la que se
hace pasar una fase movil gaseosa a través de una columna actualmente
conocida como Cromatografia de Gases (GC). Esta técnica, descrita por Martin y
James, es en la actualidad el método mas usado para la separaciéon de los

componentes volatiles y semivolatiles de una muestra.?

Apolinar Escobar Barrueta -3-
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A4 OBJETIVOS

Objetivo general

e Buscar informacion relacionada a la deteccion de amfetaminas en cabello

mediante el anlisis de cromatografia de gases acoplada a masas®.

Objetivos especificos

Analizar y clasificar la informacion obtenida para poder:

e Presentar las diferencias entre cabello humano y el de animales.

e Demostrar la viabilidad del andlisis por cromatografia de gases para
determinar amfetaminas en cabello.

e Proporcionar los elementos teoricos para una metodologia analitica por

cromatografia de gases, para fines forenses.

" Apolinar Escobar Barrueta  ~~~~~~ _4-
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A5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, es dificil determinar si un individuo es sospechoso de
algun delito y ademas si consumié amfetaminas, ya que el tiempo en que pueden
ser detectadas en orina o en sangre es relativamente corto.” El presente estudio,
es una alternativa para llevar a acabo esta determinacion en cabello, mediante
cromatografia de gases acoplada a masas. Ademas de ser un problema de salud
grave en la juventud actual, ya que se ha propagado mucho su uso en las
discotecas, antros, escuelas, etc. En ocasiones, se reunen grupos de personas
con el fin de consumir amfetaminas y/o algunos de sus derivados por periodos
prolongados (fiestas raves, que duran fines de semana completos) todo esto en

secreto.

A diferencia con los fluidos antes mencionados, el pelo posee
caracteristicas Unicas como son: resistencia a la putrefaccion, conservacion de su
estructura aun después de un tiempo prolongado, absorcién e impregnaciéon de
olores, entre otras, que pueden permitir llevar a cabo un andlisis de este tipo,

incluso un afio después de haber consumido la droga’.
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A6 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Actualmente, el andlisis de orina y/o sangre para la deteccidon cuantitativa
de amfetaminas tiene una limitante muy relevante: el tiempo en el cual puede ser
detectada después de haberla consumido (2 a 3 dias en orina, 12 horas en
sangre)®. Por lo que, una metodologia alternativa para llevar a cabo este anélisis
aun después de haber pasado semanas e incluso meses, es el cabello, ademas

de ser un analisis de mucho valor judicial.

El andlisis de amfetaminas en cabello por cromatografia de gases, puede
ser una buena opcién como auxiliar en la investigacion de delitos relacionados con
el consumo de este tipo de droga. Ademas de que el consumo de amfetaminas en
jovenes se esta volviendo mas frecuente, por lo que se convierte en un problema
grave de salud, a nivel nacional e internacional’. Por lo antes expuesto, el
presente trabajo, pretende proporcionar los elementos tedricos que se deben de
tomar en cuenta para la elaboracion de una metodologia de analisis adecuado
para la deteccion de amfetaminas en cabello por cromatografia de gases.
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A7 LIMITACION DEL ESTUDIO

Para la elaboraciéon del presente trabajo, se revisara informacién
bibliogréfica relacionada desde 1997 a la fecha, tanto nacional como

internacional, para respaldar la metodologia propuesta.

" Apolinar Escobar Barrveta . -71-
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A8 TIPO DE ESTUDIO

Es una tesina monogréfica, descriptiva, retrospectiva y longitudinal.

Apolinar Escobar Barrueta -8-
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A9 MARCO TEORICO

8.1 Antecedente Historico

La amfetamina cuyo nombre genérico proviene de su propia estructura
quimica en inglés: Alpha-Methyl-PHenyl-EThyl-AMINE* (figura 1).

CHs3

NH,

Amfetamina

Figura 1. Estructura quimica de la amfetamina.

El tratamiento clasico de las crisis de asma habia sido la epinefrina pero se
buscaba un preparado mas estable y, sobre todo, que permitiese su

administracion oral.

A principios de la década de 1920, un farmacodlogo de los laboratorios Lilly,
K. K. Chen, descubre la existencia de una planta Ephedra vulgaris que aparecia
descrita en las clasificaciones chinas de medicamentos como antiespasmadico,
antihemorragico y eficaz en el tratamiento del asma. Chen consiguié aislar el
principio activo, sustancia de estructura similar a la epinefrina pero activo por via
oral, a este principio activo se le dio el nombre de efedrina el cual en un corto
periodo de tiempo se convirtid en uno de los farmacos principales en el tratamiento

del asma.

La necesidad de grandes cantidades de efedrina y la escasez de la planta
obligé a los investigadores a buscar un sustituto sintético. En 1927, Gordon Alles,
sintetiz6 un compuesto que superaba ampliamente a la efedrina al que llamo

amfetamina, la cual se comercializo con el nombre de “benzedrina” en forma de
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aerosol para ser usado por inhalacion, de forma que el principio activo llegaba
directamente a los pulmones aliviando las crisis de asma. Sin embargo, no se
presto la atencion suficiente a las propiedades estimulantes y los efectos euféricos

que el mismo Alles habia descrito.

En 1930, se comenz6 su estudio junto con otros compuestos y fue
introducida como antidepresivo en enfermedades mentales hasta que en algunas
ciudades se reportdé su abuso. Los primeros en utilizarla con fines no médicos
fueron los estudiantes de las universidades de los Estados Unidos, que las usaron
para incrementar el rendimiento en la preparacion de examenes o con fines
recreativos para permanecer despiertos y activos en las fiestas nocturnas, se
introdujo en el mercado europeo en 1932 como una alternativa a la efedrina para
el tratamiento del asma, entre otras indicaciones?. En el afio 1937, la revista Time
alertaba sobre los peligros de la benzedrina y denunciaba su creciente utilizacion
por la poblacion estudiantil. Las amfetaminas también fueron ampliamente
consumidas durante la Guerra Civil Espafola y la segunda Guerra Mundial, con el

fin de mitigar el agotamiento y aumentar su agresividad en los soldados™.

En Inglaterra las amfetaminas fueron muy prescritas por sus efectos como
agente anoréxico, pero fueron muy empleadas en el tratamiento de la narcolepsia
y la hiperquinesis en nifios. Cobraron gran importancia en el estudio de la

fisiologia y farmacologia de catecolaminas, ademas de la psicosis producida.

Durante los primeros veinte afios del siglo XX, las principales compafias
farmacéuticas europeas Yy norteamericanas impulsaron el desarrollo de
feniletilaminas y fenilisopropilaminas, sintetizandose centenares de analogos de
los que sélo unos cuantos alcanzaron la etapa comercial tras las primeras pruebas

farmacoldgicas y toxicoldgicas.

Apolinar Escobar Barrueta -10 -
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En 1940, tras la amfetamina se introdujo al mercado la metaamfetamina,
primero en Japon, luego en Europa y en los Estados Unidos, después de haber

difundido su consumo durante la segunda Guerra Mundial.

La metaamfetamina o "speed" ha sido la amfetamina protagonista de los
laboratorios quimicos clandestinos que, a lo largo del siglo pasado, nunca han
dejado desabastecido el mercado de psicoestimulantes, sobretodo el de los
consumidores de opioides por via parenteral. Algunos anélogos de la amfetamina
tienen propiedades sobre la percepcion y, desde un punto de vista estructural,
pueden clasificarse en dos grupos, segun se trate de sustituciones en el anillo de

la amfetamina:

a) Metilendioxi.
b) Metoxi

Dentro de las metilendioxiamfetaminas mas importantes se encuentran la
3,4-metilendioxiamfetamina (MDA) o "pildora del amor", la 3,4-metilendioxi-N-

metilamfetamina (MDMA) o Extasis y 3,4-metilendioxi-N-etilamfetamina (MDEA) o

ub
o) NH,

3,4-metilendioxiamfetamina (MDA)

NH NH _CHs

3,4-metilendioxi-N-metilamfetamina (MDMA) 3,4-metilendioxi-N-etilamfetamina (MDEA)

"Eva™ (figura 2).

Figura 2. Metilendioxiamfetaminas mas importantes™*.

Apolinar Escobar Barrueta -11 -
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Una de las mayores desventajas que ofrece el andlisis de sangre u orina
para la deteccion de drogas ilicitas es el corto tiempo en el cual se puede realizar
dicho analisis, ademéas de que no proporciona informacion de consumo a largo
plazo, por lo que el analisis de pelo se ha expandido como una técnica alternativa

para la deteccién, andlisis y tiempos de exposicién de drogas ilicitas™?.

8.2 Pelo.

El analisis de pelo para determinar la presencia de drogas fue utilizado por
primera vez en 1954 en puercos de guinea intoxicados con barbitdricos®. Pero no
fue sino hasta la década de 1970, cuando se consideré el pelo como alternativa a
la orina en el analisis de drogas de abuso. A partir de entonces, el pelo ha recibido
considerable atencion ya que puede ser utilizado para la deteccion de

consumidores habituales (crénicos) de drogas de abuso®.

El pelo es un anexo de la piel, originado desde el foliculo piloso donde se
encuentran las células germinativas. Estas células dan origen a los distintos
estratos del pelo, incluyendo la cuticula y la médula. En su nacimiento, las células
estan en activa proliferacion mientras que en su extension el metabolismo residual

es practicamente insignificante™.

El pelo estd compuesto morfolégicamente por cinco partes:

e Cuticula. Es la capa mas externa del pelo cuya funcion seria la de proteger
de la agresién del ambiente a las células de la corteza.

e Corteza. Capa intermedia del pelo la cual contiene una capa protectora de
células epiteliales.

e Meédula. Capa mas interna del pelo.

e Granulos de melanina.

e Células complejas de la membrana.

Apolinar Escobar Barrueta -12 -
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Cada una es diferente tanto en su morfologia como en su composicion
guimica. El nimero de foliculos pilosos en la cabeza del ser humano se encuentra
entre 80,000 y 100,000, pero éstos disminuyen con la edad. Los foliculos emergen
de la dermis de la piel y se encuentran altamente vascularizados para alimentar y

permitir el crecimiento del bulbo y raiz (figura 3).

b Epidermis

Cuticula——— -
Pelo < Corteza——
Médula —=—w
~— Dermis
Vaina externa —.._—_
de laraiz
———— Glandula
sebacea
Vaina interna —+= b .
delaraiz & — Musculo
piloso

Papila tejido —--&
conectivo “*

Figura 3. Morfologia del pelo*®

El bulbo en la base del foliculo contiene células de la matriz que tienen la
capacidad de cambiar morfolégica y estructuralmente durante el crecimiento,
formando distintas calidades de pelo, difiriendo en calidad y cantidad de proteinas

y pigmentos.
El pelo esta constituido aproximadamente de la siguiente forma:
e Proteinas fibrosas: del 65 por ciento al 95 por ciento (alto porcentaje de

keratinas).

e Lipidos: del 1 por ciento al 9 por ciento.

Apolinar Escobar Barrueta -13-
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¢ Melaninas: porcentaje variable, depende del color de pelo.

e Sales minerales: del 0.25 por ciento al 0.95 por ciento (sobre peso seco).
e Sustancias hidréfilas.

e Trazas de otros elementos.

e Polisacaridos.

e Agua: del 15 por ciento al 35 por ciento.

e pH de la matriz pilosa: acida.

La estructura basica del pelo, consiste en dos o tres cadenas de a-keratina
entrecruzadas en hebras llamadas microfibrillas que se encuentran organizadas
en haces de microfibrillas abarcando todo el volumen de la corteza. Las hebras de
pelo son estabilizadas y adquieren su forma por uniones disulfuro y puente de

hidrogeno que hacen que el pelo adquiera una estructura semicristalina. (figura 4)

Eje del Cahello
Diametra total: 50-100 »
Cuticula: 35 ¢

C ta Int lul
emento Intracelular Corteza: 50-90 4

Células coticales
(1 a6 wdediametro x
100 & da largo)

hédula

Microfibras

el i d
(_'_\j Matriz de microfibrillas Células de cuticula
- |

Macrofibrillas (-100 nm de diametra)

Figura 4. Anatomia del pelo®®

En el foliculo del pelo han sido identificadas enzimas de la familia
Citocromo P450 asi como otras enzimas que proveen evidencia de que puede

ocurrir metabolismo de drogas dentro de la estructura pilosa, sin embargo como la
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queratinizacion del pelo se produce en dos o tres dias esta capacidad metabdlica

se encontraria muy restringida.

8.2.1 Fases del Crecimiento del Pelo

Los foliculos pilosos continlan su crecimiento por un namero variable de
afnos, pasando por distintas fases durante un ciclo normal de crecimiento (tabla 1).
Aproximadamente entre un 85 y 90 por ciento del pelo se encuentra en fase de
crecimiento o fase anagénica; una pequefia porcion de material piloso comienzan
la fase catagénica en la cual hay disminucion del rango de crecimiento que dura
entre dos y tres semanas que es rapidamente seguida por la fase telogénica o
fase de reposo del pelo, estadio durante el cual no hay crecimiento.
Aproximadamente entre un 10 a 15 por ciento del pelo del cuero cabelludo se

encuentra todo el tiempo en la fase telogénica.

Tabla 1. Fases de crecimiento del pelo humano.

Fases de crecimiento para el pelo humano

Anagénica Fase de crecimiento: 4 a 6 afios
Catagénica Fase de transicion: pocas semanas
Telogénica Fase final: 4 a 6 meses

8.2.2 Velocidad de Crecimiento del Pelo Humano.

El pelo de la cabeza crece en promedio a razén de 0.7 - 1.5 cm /mes
aungue existen variaciones de acuerdo al sexo, edad y grupo étnico, puede ser de
0.3 - 1.8 cm/mes™. Este parametro varia atn entre pelos del cuero cabelludo con
respecto al pelo de otras regiones del cuerpo (axilar, toraxico, pubico y otros), aun
en un mismo individuo, en el pelo del cuero cabelludo puede haber variantes
dependiendo de situaciones como: stress, alimentacion, enfermedades de distinta
etiologia, alteraciones metabdlicas y hormonales, entre otras.

Apolinar Escobar Barrueta -15-



Deteccion de Amfetaminas en Cabello por Cromatografia de Gases

8.2.3 Mecanismos de Incorporacion de Drogas al Pelo

Se sugiere que las drogas pueden incorporarse al pelo en distintos sitios,
por mdultiples mecanismos y en varios momentos del ciclo de crecimiento del

pe|017, 18

, pero en general las mas aceptadas son las siguientes:

e Difusién pasiva de la droga desde la sangre a las células en crecimiento en
el foliculo piloso o durante la formacion del eje piloso.

e Excrecion o transferencia en la superficie del pelo a través del sudor y el

sebo!® 2,

Las drogas y sus metabolitos son distribuidos a lo largo del cuerpo del pelo
basicamente por difusion pasiva desde la sangre. La distribucion de drogas a
través de las membranas celulares es facilitada generalmente por la alta
solubilidad lipidica, baja union a proteinas y factores fisico quimico como la forma
no ionizada de las drogas en la sangre. La difusion de drogas desde capilares de
sangre arterial a las células de la matriz en la base del foliculo piloso es
considerada la causa principal de deposicibn de drogas en el pelo que

presumiblemente se unen a pigmentos y otros componentes de la matriz.

El sebo es un material lipidico excretado por las glandulas sebaceas y que
puede también contribuir a la deposicién de drogas en el pelo. Estas glandulas se
hallan asociadas principalmente a los foliculos pilosos, aunque algunas glandulas

tienen ductos que les hace secretar sebo directamente a la superficie de la piel.

La concentracion con que contribuye el sebo al depdsito de drogas en el
pelo se desconoce aun, pero si la droga esta presente en el sebo puede
depositarse en el pelo a través de un intimo contacto de éste con la piel del cuero

cabelludo. (figura 5)
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EXPOSICION EXTERNA

Exposicion de la Pelo mojado
droga/quimico del mmmp por el sudor o
medio ambiente higiene normal

Drogas/metabolitos
incorporados

en el pelo
SANGRE /
Ingreso de la SUDOR Y SEBO
droga y aparece | t
en sangre ngesta Droga aparece
Individual en sudor y sebo
de la droga

Figura 5. Formas de incorporacion de las drogas en el pelo21

La mayor contribucién de drogas en el pelo proviene del sudor y de la
excrecion sebacea que impregna el pelo, tanto en su formacién como en su

maduracion.

El sudor juega un rol importante en la incorporacion de drogas en el pelo.
Los analitos predominantemente encontrados en pelo son las drogas intactas, 0
sea sin metabolizar en vez de los metabolitos mas polares que preferiblemente

predominan en orina.

La contaminacién ambiental, puede recontaminar al pelo dificultando
entonces la distincion de una administracién voluntaria de la droga de una
involuntaria (administracion pasiva) ante un resultado analitico positivo. Cuando
esto llega a suceder un buen lavado previo al analisis puede eliminar este tipo de
contaminacion y no afectar los metabolitos de droga que se encuentran unidos

estructuralmente al pelo™.

Apolinar Escobar Barrueta -17 -



Deteccion de Amfetaminas en Cabello por Cromatografia de Gases

8.2.4 Factores que Afectan la Incorporacién de Drogas en Pelo

Tanto en la toxicologia forense como clinica, el analisis del cabello para la
determinacion de drogas ha ido en incremento. Hasta ahora, se han podido
determinar que existen varios factores que interfieren en la incorporacion y

retencidn de la droga en el pelo, como:

e La afinidad con la melanina.
e La lipofilicidad.

e La basicidad®.

El aspecto racial también se ha tomado en cuenta para la realizacion de los
analisis de pelo por la aparente variacion que se vincula con la afinidad de la

droga y los diferentes grupos étnicos de pelo?.

Un componente que juega un rol importante en la incorporacion de drogas
en el pelo es la melanina ya que hay una buena correlacion entre la afinidad a la
melanina y la incorporacion de la droga en el pelo por lo que la concentracion de

drogas fijadas en pelo pigmentado es mucho mayor que en pelo claro.

La lipofilicidad es un factor clave para la fijacion de las drogas en este tipo
de matriz; ya que al ser mas liposoluble la droga o metabolito sera mejor
incorporado a la matriz del pelo. Por ejemplo: la metaamfetamina es mejor
incorporada que la acetilamfetamina, debido a que la primera es més liposoluble.
Las drogas neutras o acidas apenas se incorporan al pelo en comparacion con la

gran capacidad de las drogas basicas en el cabello®.

Si bien los mecanismos de incorporaciéon de drogas no han sido adn
completamente aclarados y aun existe discusion al respecto, evidentemente la

concentracion de drogas fijada en pelo, dependeran de la capacidad quimica de la
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droga para ser incorporada a la matriz del mismo, asi como para ser retenida por

la estructura del pelo** %°.

8.2.5 Pelo Animal

La identificacion del pelo animal se determina, basicamente mediante la

observacion al microscopio. Los pelos animales se dividen en tres grandes grupos.

e Familia del venado o antilope. Posee caracteristicas que al observarse al
microscopio pueden dar la seguridad de que no son humanas: didmetro
constante a lo largo del pelo y grueso (300 um aproximadamente), médula
compuesta por células esféricas que ocupan todo el pelo, raiz con forma de
base de una copa de vidrio y forma ondulada regular.

e Animales comerciales. En este grupo se encuentran animales como el
conejo, chinchilla y foca, poseen caracteristicas finas a comparacion del
grupo anterior: diametro total de fino a medio con variaciones amplias (20 a
150 um), formaciones medulares caracteristicas (seriales o vacuolas) y
pelos generalmente bandeados.

e Animales domésticos. En este grupo existe una variacion de color y longitud
de entre muestras de pelo asi como de especimenes, por ejemplo: gato,
perro, aves pequefas y caballo. Diametro total medio (75 a 150 um) y
variacion moderada, meédula generalmente amorfa, los pelos presentan

bandeado en pocas ocasiones y raiz en forma elongada®®.

El cabello humano presenta consistencia en color a lo largo del pelo a
diferencia de los animales que presenta cambios de color en distancias cortas y
estan en bandas. La pigmentacién en el cabello humano es distribuida de manera

uniforme y en los animales presenta una distribucion mas central.

La médula en el caso del cabello humano presenta apariencia amorfa y

diametro menor de una a tres veces que la punta, en el caso de los animales la
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médula es regularmente continua y estructurada ademas de tener un diametro
mayor de una a tres veces que la punta. Por dltimo, la raiz del cabello humano es

en forma de bulbo y en los animales es extremadamente variable?’.
8.3 Drogas de Disefio

Las “designer drugs” (drogas de disefio o de sintesis) son sustancias que
han sido modificadas quimicamente a partir de sustancias controladas, esto se
hace en base de algun efecto que produzca como euforia, mitigar la fatiga, mitigar
el apetito, entre otros. El término de droga de disefio se empez6 a emplear en la
década de 1960 por el farmacoélogo californiano Guy Henderson para describir
sustancias estimulantes del Sistema Nervioso Central (SNC), obtenidas con fines
“recreativos” que eran disefladas y sintetizadas en laboratorios clandestinos con el
objetivo de imitar el efecto de otra droga cuyo trafico era ilegal, que por tratarse de

productos “nuevos” no estaban registrados como sustancias ilegales?.

La 3,4-metilendioxiamfetamina, fue la primera droga de disefio sintetizada
por una compafia farmacéutica alemana en 1910, investigando la obtencion de
agentes anorexigenos. Durante la segunda Guerra Mundial, Wehrmacht la utilizé
para mantener el estado de alerta y vigilancia de ciertas unidades militares,
usando amfetaminas. En 1953, se emplearon en ensayos toxicoldgicos realizados
en la Universidad de Michigan por encargo de la armada de los EE.UU, con

finalidad de evaluar su toxicidad potencial en distintas especies animales™®.
Originalmente, las drogas de disefio se clasificaron de la siguiente forma:

e Analogos de la amfetamina y mezcalina. Comparten propiedades
estimulantes, similares a la amfetamina y alucinégenas a la mezcalina.

e Opioides sintéticos. Analogos del fentanilo y meperidina.

¢ Arilhexilaminas. Analogos de la fenciclidina.

e Anélogos y derivados de la metacualona.
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Pero a medida que ha pasado el tiempo, se consideran drogas de disefio al
primer grupo. Existe una gran lista de tipo de sustancias, pero los mas
representativos son los metilendioxi-derivados de amfetamina y metaamfetamina.
Una de las mas conocidas es la 3,4-metilendioxi-N-metilamfetamina (MDMA) o

mejor conocida como éxtasis. (figura 6)

NH
<O \CH3
o CHs3

3,4-metilendioxi-N-metilamfetamina (MDMA)

Figura 6. Estructura de 3,4-metilendioxi-N-metilamfetamina (MDMA) éxtasis.

La MDMA fue sintetizada y patentada por Merck en 1914, para control del
apetito, después de que la patente expird no tuvo interés comercial y la MDMA no
salio al mercado. En la década de 1950 se estudiaron los severos efectos toxicos
en animales y en 1968 fue aprobado su uso no médico en los Estados Unidos.
Durante la década de 1970, el abuso de esta droga fue muy notorio en los Estados
Unidos y fue conocido en las calles con una variedad de nombres como: XTC,
Adam, MDM, M and M y varios otros. En 1980, pequeias dosis de MDMA fueron
legalmente empleadas en un tratamiento psicoterapéutico, a mediados de esa
década un gran numero de laboratorios clandestinos se encargaron de proveer y

distribuir MDMA asi como otras drogas de disefio en Estados Unidos.

Una droga de disefio, que incremento su uso muy rapido, fue la 3,4-
metilendioxiamfetamina (MDA), que difiere de la MDMA en un grupo metilo, fue
sintetizada por primera vez en 1910%. (figura 7)

o) NH,

3,4-metilenodioxiamfetamina (MDA)

Figura 7. Estructura de la 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA).
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Los estudios farmacoldgicos demostraron las propiedades estimulantes
pero no de conducta hasta 1939, posteriormente fue patentado en 1940 y en los
inicios de la década de 1960 se comenz0 a utilizar como droga anoréxica. Fue
hasta 1970, que el abuso de esta droga condujera a varios reportes de muertes en
California y Canada. En la calle se comercializaba como “Love Drug” (droga del

amor).

Debido al potencial adictivo, a los reportes de uso excesivo y sobredosis es
que el “US Department of Justice’s Drug Enforcement Agency” (DEA) colocé a la
MDMA vy derivados con propiedades estimulantes en la lista de sustancias
psicotropicas de control internacional, cédula I. Los criterios de inclusion para
sustancias psicotropicas segun la DEA para cédula | son los siguientes:

e Drogas u otras sustancias que son altamente potenciales para abuso.

e Drogas u otras sustancias que actualmente no sean aceptadas en
tratamientos meédicos en Estados Unidos de Norteamérica.

e Drogas u otras sustancias que carecen de seguridad aceptada sin

supervision médica®.

Después de 1986, una larga lista de derivados de la MDA y MDMA han sido
sintetizados en laboratorios. Actualmente, existen alrededor de 200 derivados
diferentes que se han sintetizado y descrito en la literatura. Ejemplos de estos
derivados con uno o dos grupos metoxi unidos al anillo aromatico con grupos
halégenos, sulfuros, metilos y fosfatos. En Noruega, se han detectado seis o siete

derivados (figura 8) con grupos funcionales en diferentes posiciones®.
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NH,

o NH,

CH, <
o CH5

Amfetamina 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA)
NH
<O \CH3
o CHj

3,4-metilendioxi-N-metilamfetamina (MDMA)

O NH,
HyC”
NH _CH CH;
<O ~ 3 Br (|)
o CHj CHj
3,4-metilendioxi-N-etilamfetamina (MDEA) 4-bromo-2,5-dimetoxifeniletilamina (2-CB)
O NH,
0 NH, HsC”
CH; s 0
HsC 0] |
| CHj
CHs
2,5-dimetoxi-4-metilamfetamina (DOM) 2,5-dimetoxi-4-metiltioamfetamina (DOT)

Figura 8. Estructura de amfetaminas y derivados.

Las modificaciones quimicas de sustituyentes R1 a R9 dan un numero
ilimitado de compuestos activos unos con mayor poder estimulante que otros.

(figura 9)
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Figura 9. Modificaciones quimicas de los estimulantes amfetaminicos.

Las modificaciones en funcion de caracteristicas estructurales pueden
dividirse en tres grandes grupos de acuerdo en la posicion del anillo aromatico en

la que esté sustituido:

1. No hay sustitucion en el anillo aromatico. Por ejemplo la amfetamina y la
metaamfetamina.

2. Sustituciéon metilendioxi en el anillo aromético. Por ejemplo la MDA y
MDMA.

3. Otros tipos de patrones de sustitucion, usualmente incluyen uno o varios

grupos alquiloxi. Por ejemplo la 2CB y STP/DOM*?.
8.4 Amfetaminas.

La amfetamina, cuyo nombre genérico proviene de su propia estructura
quimica en inglés: Alfa-Methyl-PHenyl-EThyl-AMINE (AMPHETAMINE), fue
desarrollada con fines comerciales por G. Alles en 1927 e introducida en el
mercado europeo en 1932 como una alternativa a la efedrina para el tratamiento
del asma, entre otras indicaciones. La posicion del carbono asimétrico en la
formulacibn de la amfetamina da lugar a tres formas estructurales de la
amfetamina (figura 10):

e d-amfetamina.

e |-amfetamina.

e Forma racémica.
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NH,
CHj
CHj
HN
T>CHj,
Amfetamina Metaamfetamina

Figura 10: Estructura de derivados amfetaminicos indicando el carbono asimétrico (*). !

Los principales derivados amfetaminicos después de su introduccién al

mercado fueron:

e Sulfato de amfetamina (Centramina)
e Sulfato de dexamfetamina (Dexedrina)

e Metilamfetamina (Metedrina)’

El abuso moderado de las amfetaminas produce un efecto primario de
euforia por lo que su uso ha ido en aumento a nivel mundial y en especial
Norteamérica, Europa, el este de Asia y Australia. En el afio 2000 la United
Nations Office for Drug Control and Crime Prevention, informé que en la década
de 1990, 180 millones de personas consumian alguna droga de las cuales, 29

millones de personas consumian algun tipo de amfetamina.

Las formas en las cuales pueden ser administradas las amfetaminas son
muy variadas y depende de cada grupo de personas o0 grupos culturales, esto
puede ser: fumada, inyectada o de forma oral. La World Health Organization, las

clasificé segun su uso en la siguiente forma:

1. Instrumental: Para activar el estado de alerta, mejorar la concentracion y

disipar el cansancio en la salas hospitalarias.
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2. Recreativo/Subcultural: Por sus propiedades estimulantes son usadas
para mantener un estado de alerta por largos periodos en reuniones
sociales/recreativas, como eventos musicales y bailes.

3. Cronico: Cuando por diversas razones, el individuo presenta sintomas
como ansiedad, tolerancia y sindrome de abstinencia, algunos
individuos consumidores cronicos experimentan sensaciones no

deseadas en la abstinencia.

La World Health Organization también las clasificO en funcion de las

consecuencias o efectos que producen en la salud de la siguiente forma:

1. Desordenes fisicos y neuroldgicos.

- Sindrome de excitacion. Hipertermia y taquicardia seguido de un
colapso circulatorio con un resultado eventual fatal.

- Accidentes vasculares. Incremento de la presion sanguinea, hemorragia
cerebral, infarto al miocardio o ambos con incremento del riesgo de
morir.

- Convulsiones cerebrales y coma, seguido de choque cardiovascular y
eventualmente la muerte.

- Movimientos estereotipados y sindrome colérico.

2. Inductor de desérdenes mentales.

- Dependencia y abuso.

- Intoxicacion.

- Sindrome de abstinencia.

- Delirio de intoxicacion.

- Desordenes psicoticos.

- Desoérdenes de humor.

- Desordenes de ansiedad.

- Disfuncion sexual.

- Desoérdenes de sueiio.

3. Consecuencias en la salud.

Apolinar Escobar Barrueta - 26 -



Deteccion de Amfetaminas en Cabello por Cromatografia de Gases

- Posible infeccion del Virus de Inmunodeficiencia Humana.
- Hepatitis.

- Otras enfermedades de transmisién sexual.

- Tuberculosis.

- Infecciones virales, fungicas y bacterianas.

4. Consecuencias sociales por el uso de Amfetaminas.

- Violencia.

- Crimen.

- Accidentes®,
8.4.1 Productos Amfetaminicos

Los derivados amfetaminicos son indicados en el tratamiento de
desdrdenes de atencion e hiperactividad en pacientes mayores de 6 afios. En
incorporacion en el tratamiento de narcolepsia de acuerdo con la cédula 2 segun
la DEA son:

¢ Drogas u otras sustancias que son de alto potencial para abuso.

e Drogas u otras sustancias que son aceptadas para tratamiento médico en
Estados Unidos de Norteamérica con severas restricciones.

e Droga de abuso u otra sustancia que causa severa dependencia

psicolégica y fisica®.
8.4.1.1 Accion Farmacoldgica

Son catecolaminas simpatomimétricas con accion similar a la efedrina. Son
bloqueadores de los receptores de la norepinefrina y dopamina en la sinapsis, de
esta manera incrementa la circulacion de norepinefrina y dopamina a la corteza
cerebral activando el sistema reticular. Inhibe la accién de la monoamina oxidasa y
provoca la liberacién de catecolaminas. Producen estimulacion del SNC y sistema

respiratorio (SR), midridsis, brocodilatacion y contraccién del esfinter urinario. Los
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efectos anoréxicos son probablemente un efecto secundario a los efectos
estimulantes del SNC, el sitio de accion probable es centro de apetito del

hipotalamo.
8.4.1.2 Metabolismo

El metabolismo de los derivados de amfetamina ha sido bien estudiado en
los seres humanos y ratas® **. Estos derivados predominantemente se someten a
la superposicion de dos vias metabdlicas (figura 11): O-desmetilenacion a
derivados dihidroxi (catecol) seguido por la metilacion de uno de los grupos
hidroxi, y la sucesiva degradacion de la cadena lateral de la N-desalquil. Una
tercera ruta a través de la hidroxilacion aromética (no se muestra) se ha

propuesto, lo que resulta en la produccién de neurotéxicos trihidroxiamfetaminas®®
37
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Sin embargo, estos estudios se realizaron con ratas recibiendo dosis muy
altas de la MDMA. Estos metabolitos pueden ser detectados soélo en el cerebro.
Ademas, otros estudios sugieren que la neurotoxicidad inducida por la MDMA
puede tener lugar principalmente a través de la produccion de superéxido o de
otro tipo en lugar de los radicales hidroxilos, como metabolitos trihidroxi®.
Adicionalmente las propilaminas MDA, MDMA y MDE son metabolizadas en su
correspondiente glicina conjugado acido benzoico 3,4-disubstitutido, llamados
derivados de &cido hiparico (figura 12)*%. Sin embargo, el acido 3,4-dihidroxi
hiparico y el &cido 3-metoxi-4-hidroxi hiplrico también pueden ser metabolitos*.
Se encontraron metabolitos hidroxilados que se excretan en forma conjugada. Se
han detectado en extractos de orina de seres humanos después de la ingesta de
MDE®*® el glucurénido del metabolito hidroximetoxi del MDE vy el sulfato de su
metabolito dihidroxilado.

OH
Y
H 0]

Figura 12. Acido Hipurico**, R= H, sulfato o acido glucurénico.

8.4.1.3 Influencia de las Isoenzimas Citocromo (CYP)

En el foliculo piloso han sido identificadas enzimas de la familia CYPyso asi
como otras enzimas que proveen evidencia de que puede ocurrir metabolismo de
drogas dentro de la estructura pilosa, sin embargo como la queratinizacion del
pelo se produce en dos o tres dias esta capacidad metabdlica se encontraria muy

restringida™®.

Como ya se ha mencionado, existe una gran variedad de derivados
amfetaminicos. El metabolismo de éstas ha sido estudiado meticulosamente en

humanos recientemente*?.
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Su capacidad estimulante sobre el SNC y simpaticomimética hace que
muchos de los efectos de las amfetaminas sean similares a los de la cocaina. Sin
embargo, al contrario que la cocaina, las amfetaminas carecen de capacidad
anestésica, los efectos psicoactivos son mas prolongados (4 a 8 veces) que los de
la cocaina y los efectos simpaticomiméticos periféricos pueden ser mas potentes.
Las amfetaminas en el sistema nervioso central facilitan la neurotransmision
monoaminérgica (catecolaminégica y serotoninégica) aunque su funcién
fundamental parece estar unida a la potenciacion de los sistemas de
neurotransmision dopaminérgicos en areas relacionadas con el Sistema Cerebral

de Recompensa (figura 13)

4 | a amfetamina
® La Dopamina

Figura 13. Mecanismo de accion de las amfetaminas, provocando desprendimiento de dopamina

Los efectos subjetivos relacionados con el consumo de amfetamina
dependen del consumidor, del ambiente, de las dosis de la droga y de la via de

consumo (tabla 2).
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Tabla 2. Efectos de las amfetaminas utilizadas por via intranasal, oral o intravenosa.

Efectos estimulantes sobre SNC Efectos simpaticomiméticos
Euforia Taquicardia
Exaltacién, excitacion nerviosa Hipertension
Locuacidad Taquipnea
Incremento de la atencion Hipertermia
Insomnio Boca seca
Pérdida del apetito Sudoracién
Ausencia de fatiga Midriasis
Movimientos esteriotipados Nauseas
Cefalea

Los efectos se mantienen durante unas horas para posteriormente
producirse un estado de letargia en el que el sujeto se siente cansado, apético,
irritable, triste, e incapaz de mantener la atencién y la concentracion. Cuando el
consumo de amfetaminas se produce a dosis elevadas o de forma continua,
puede dar lugar a un cuadro de intoxicaciobn caracterizado por graves
complicaciones tanto a nivel mental como fisico que pueden llegar a producir la

muerte. (tabla 3)

Tabla 3. Complicaciones relacionadas con la intoxicacion con amfetaminas.

Complicaciones Mentales Complicaciones Fisicas
Ansiedad Arritmias cardiacas
Agitacion Hipertension arterial
Irritabilidad Angor y colapso circulatorio
Confusién Hemorragias cerebrales

Alucinaciones Hipertermia
Delirios paranoides Anorexia
Crisis de Panico Nauseas, vomitos, diarrea
Auto y Heteroagresividad Dolor abdominal

Convulsiones
Coma

La Organizacion Mundial de la Salud en su Décima Revisidon de la
Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10) define el sindrome de

dependencia de las amfetaminas como el conjunto de manifestaciones
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fisioldgicas, comportamentales y cognoscitivas en el cual el consumo de
amfetaminas adquiere la maxima prioridad para el individuo, mayor incluso que
cualquier otro tipo de comportamiento de los que el pasado tuvieron el valor mas

alto®.

8.5 Cromatografia de Gases

La cromatografia, es la técnica de andlisis quimico utilizada para separar
sustancias puras de mezclas complejas. Esta técnica depende del principio de
adsorcion selectiva. La cromatografia fue descubierta por el botanico ruso, de
origen italiano, Mijail Tswett en 1906, pero su uso se generalizd hasta la década
de los 30. Tswett separo los pigmentos de las plantas (clorofila) vertiendo extracto
de hojas verdes en éter de petrdleo sobre una columna de carbonato de calcio en
polvo en el interior de una probeta. A medida que la disolucién va filtrandose por la
columna, cada componente de la mezcla se separa a diferente velocidad,
guedando la columna marcada por bandas horizontales de colores, denominadas

cromatogramas. Cada banda corresponde a un pigmento diferente®.

Keulemans, ha definido la cromatografia como un método fisico de
separacién en el cual los componentes a separar se distribuyen entre dos fases,
una de las cuales constituye la fase estacionaria, de gran area de contacto, y la
otra es un fluido (fase movil) que pasa a través o a lo largo de la fase

estacionaria®.

La fase estacionaria puede ser un solido o un liquido dispuesto en la
columna de gran area de contacto, que actia como soporte. La fase mévil es un
fluido (puede ser gas, liquido o fluido supercritico) que se usa como portador de la

mezcla.
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Por otro lado, en la cromatografia ocurren dos fendmenos muy importantes
y que son practicamente los que rigen el proceso de separacion: la adsorcion y la

desorcion.

La adsorcion es la retencion de una especie quimica en los sitios activos de
la superficie de un sdlido, quedando delimitado el fenbmeno a la superficie que
separa las fases o superficie interfacial. Esta retencién superficial puede ser fisica
0 quimica. La adsorcién depende de la naturaleza de la sustancia adsorbida, de la
temperatura, de la naturaleza y estado de subdivision del adsorbente, y de la

concentracion.

El primer trabajo en el que se hizo pasar una fase movil gaseosa a través
de una columna data de 1951, dando lugar a la técnica conocida como
cromatografia de gases. Esta técnica, descrita por Martin y James en 1952, es en
la actualidad en método usado ampliamente para la separacidon de los
componentes volatiles y semivolétiles de una muestra. La combinacién de altas
resoluciones, sensibilidad y tiempos de analisis cortos la ha convertido una técnica

de rutina usada en la mayoria de los laboratorios quimicos (figura 14).

Micrejeringa
Divisor de flujo T :
’mrr—’i Electrometro
Septa o puente
Regulador ™
de flujo =
Reguisr
de presién [
Py
(A Ordenador
P Rotametro
Columna
Gas portador
Horne termostatizado

Figura 14. Diagrama general de un cromatégrafo de gases.
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En cromatografia de gases, la muestra se inyecta disuelta, después se hace
pasar una corriente de gas inerte (normalmente He, N, H, 6 mezclas). En esta
fase, los distintos componentes de la muestra pasan a través de la fase
estacionaria, que se encuentra fija en una columna dentro de un horno con
programacion de temperatura. A continuacion pasa a través de un detector, el cual
indica la presencia del analito al salir de la columna, esta sefial se convierte en

una sefial eléctrica la cual puede ser graficada®.

Existen tres técnicas basicas de inyeccibn de muestras (liquidas o
gaseosas) en columnas capilares: split, split-less y on column, (figura 15). Las dos
primeras consisten en inyectar y vaporizar la muestra en una camara de
vaporizacion. El sistema split desvia la mayor parte de la muestra fuera del
sistema cromatogréfico y envia sélo una pequefia fracciébn a la columna. El
método split-less dirige toda la muestra a la columna, por lo que resulta mas
adecuado para el analisis de trazas o de componentes muy volatiles. La inyeccién
on column se lleva a cabo en frio, eliminando la etapa de vaporizacién que podria

producir la descomposicion de los compuestos termolébiles*.
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Figura 15. Diagrama de un inyector split, split-less.

8.5.1 Columna

La velocidad de migracion de cada componente (y en consecuencia su
tiempo de retencidon en la columna) sera funcién de su distribucion entre la fase
movil y la fase estacionaria. Cada soluto presente en la muestra tiene una
diferente afinidad hacia la fase estacionaria, o que permite su separacion: los
componentes fuertemente retenidos por esta fase se moveran lentamente en la
fase movil, mientras que los débilmente retenidos lo haran rapidamente. Un factor
clave en este equilibrio es la presion de vapor de los compuestos (en general, a
mayor presién de vapor, menor tiempo de retencidbn en la columna). Como
consecuencia de esta diferencia de movilidad, los diversos componentes de la
muestra se separan en bandas que pueden analizarse tanto cualitativa como

cuantitativa mediante el empleo de los detectores seleccionados.
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estan:

Entre los principales factores que afectan la eficiencia de una columna

Longitud de la Columna.

Diametro de la Columna (1/4", 1/8", 1/16" de didmetro externo).
Tamanfo de las particulas del relleno.

Naturaleza de las fases.

Cantidad de fase estacionaria.

Temperatura de la columna.

Velocidad del gas portador.

Cantidad de muestra inyectada.

Material del cual esta elaborada la columna.

Enrollado de la columna.

Los materiales con los cuales generalmente se pueden elaborar las

columnas son: cobre, aluminio, acero inoxidable, vidrio 6 teflén. El relleno puede

ser un sélido 6 un liquido recubriendo un sélido. Las columnas se pueden clasificar

segun el propdsito del proceso cromatografico de la siguiente manera:

Empacadas.

Analitica.

Preparativas.

Capilares.

W.C.O.T. (Wall Coated Open Tubular).
S.C.O.T. (Support Coated Open Tubular).

8.5.2 Gas Portador

El gas portador cumple basicamente dos propésitos:
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Transportar los componentes de la muestra.

2. Crear una matriz adecuada para el detector.

Un gas portador debe reunir ciertas condiciones:

e Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra como con la
fase estacionaria).

e Debe ser capaz de minimizar la difusion gaseosa.

e Facilmente disponible y puro.

e Econdmico.

e Adecuado al detector a utilizar.

8.5.3 Detectores

Un detector es un dispositivo para revelar la presencia de las sustancias
eluidas a la salida de la columna cromatografica. Podemos expresar que el
detector son los "o0jos" de un cromatografo.

El Detector es un dispositivo capaz de convertir una propiedad fisica, no
medible directamente, en una sefial elaborable y ofrecernos informacion sobre la

naturaleza y magnitud de la propiedad fisica.

En cromatografia un detector funciona comparando una propiedad fisica
entre el gas portador puro y el mismo gas portador llevando cada uno de los
componentes que previamente se han separado en la columna, esta accion se
traduce en una sefial tipo eléctrica, que posteriormente se amplificard mediante un
registrador grafico ¢ integrador permitiendo indicar el momento que salen de la

columna los componentes™.
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Los detectores se pueden clasificar de acuerdo al:

e Grado de Selectividad :

» Universales. Responde a la mayoria de los solutos que pasan por é€l.
» Especificos 6 Selectivos. Exhibe una gran respuesta a un grupo
particular de substancias con un minimo de respuesta a otras.

» Destructivos y No destructivos.

e Modo de Respuesta:

» Dependientes del flujo méasico. Producen una sefial que es proporcional
a la cantidad de soluto que pasa a través de él en la unidad de tiempo
pero es independiente del volumen de gas portador requerido para la
elucion.

» Dependiente de la concentracion. Dan una sefial proporcional a la
cantidad de soluto por unidad de volumen de gas portador que pasa a
través de él.

» Detectores segun el proceso de deteccion lonizacion, O&ptico-

espectroscopico, electroquimico, etc.

Para que un detector funcione y dé una respuesta 6ptima debe tener ciertas

caracteristicas, como:

e Sensibilidad. Medida de la efectividad de un detector para convertir la
muestra en una sefial eléctrica medible.

e Linealidad. Rango de masa 0 concentracion de muestra sobre el cual el
detector mantiene una sensibilidad constante sin una desviacion arbitraria.
El significado practico de la linealidad del detector es el que le indica al

analista la concentracion para la cual el detector es confiable.
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En cromatografia de gases existe una gran variedad de detectores que

pueden ser empleados, pero los que mas comunmente se usan son:

Detector de Conductividad Térmica. Mide la conductividad térmica del gas

portador, ocasionada por la presencia de substancias eluidas.

e Detector de lonizacion a la Llama. Basado en la medida de las variaciones
de la corriente de ionizacion en una llama oxigeno-hidrégeno debido a la
presencia de substancias eluidas.

e Detector de Captura Electronica. Basado en la electronegatividad de las
substancias eluidas, y su habilidad para formar iones negativos por captura
de electrones.

e Detector de Fotometria a la Llama. Basada en la medida de la intensidad de

la emisién molecular de la fluorescencia de heteroatomos en las moléculas

organicas.

e Detector de lonizacion de Llama Alcalina

La cromatografia de gases presenta limitaciones en tres casos:

e Compuestos poco volatiles, generalmente los de peso molecular superior a
300 u.m.a.

e Compuestos sensibles a una elevacion de la temperatura incluso moderada
(determinados compuestos de interés bioldgico),

e Compuestos que se encuentran en forma iodnica (puesto que son en general

poco volatiles).

Por esta razén, la cromatografia de gases se emplea cuando los
componentes de la mezcla problema son volatiles o semivolatiles y térmicamente
estables a temperaturas de hasta 350-400°C. En cambio, cuando los compuestos
a analizar son poco voléatiles y/o termolabiles, la técnica separativa adecuada
suele ser la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o la derivacion

quimica de la mezcla a analizar.
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8.5.4 Acoplamiento Cromatografia de Gases a Espectrometria de

Masas

A menudo la cromatografia de gases se emplea para confirmar la presencia

de un compuesto en una muestra determinada.

Esto se lleva a cabo por comparacion del cromatograma de la sustancia
pura con el de la muestra, siempre que las condiciones para la obtencion de
ambos sean idénticas. Una de las dificultades de esta comparacion es que puede
haber diferentes compuestos que presenten el mismo comportamiento
cromatografico bajo condiciones idénticas, lo que llevaria a identificaciones
errbneas. En consecuencia, las mejores técnicas de analisis cualitativo son
aquéllas que combinan la capacidad de separacion de la cromatografia con la
capacidad de la identificacion de técnicas como la espectrometria de masas

(técnicas acopladas) *°.

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad
de conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados e incluso cuantificados todos los componentes de una muestra
problema, el Unico dato de que disponemos para la identificacion de cada uno de
ellos es el tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatogréficos.
Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando
analizamos muestras con un namero elevado de componentes, como es frecuente

en cromatografia de gases capilar®.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera
certera cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los
componentes de una mezcla sin separarlos previamente, debido a la extrema
complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros particulares

de cada componente. Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas
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Chromatography”) y MS (“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada

GC-MS que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas.

La utilizacién de la cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de
masas requiere sistemas especiales de conexidon. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia 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 presién atmosférica y
debe introducirse en el espectrometro de masas que trabaja a alto vacio.
Actualmente, el acoplamiento directo resulta facil cuando se utiliza la

cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual.

Las principales cualidades de GC-MS son:

e Capacidad de identificacion de forma practicamente inequivoca, ya que
proporciona un espectro caracteristico de cada molécula.

e Cuantitativa: permite medir la concentracion de las sustancias.

e Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de
partes por millon (ppm) o partes por billén (ppb) y en casos especificos se
puede llegar hasta partes por trillon (ppt) e incluso partes por cuatrillén
(PPa).

e Proporciona informacién estructural sobre la molécula analizada.

e Suministra informacion isotopica.

e Es una técnica rapida: se puede realizar un espectro en minutos, por lo que
puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre la

composicion de una mezcla de gases.

Dentro del espectrdmetro de masas, se ioniza la muestra mediante

diferentes métodos. El sistema de ionizacion mas frecuente es el de impacto
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electronico, en el cual se bombardea a las moléculas con electrones de una cierta
energia, capaces de provocar la emision estimulada de un electron de las

moléculas y asi ionizarlas.

Ademéas de moléculas ionizadas o iones moleculares (M*) también se
forman iones fragmentados debido a la descomposicidén de los iones moleculares
con exceso de energia. El tipo y proporcién relativa de cada uno de estos
fragmentos es caracteristico de las moléculas analizadas y de las condiciones del
proceso de ionizacidbn. Una vez ionizadas las moléculas, se aceleran y se
conducen hacia el sistema colector mediante campos eléctricos o magnéticos. La
velocidad alcanzada por cada ion sera dependiente de su masa. La deteccion
consecutiva de los iones formados a partir de las moléculas de la muestra,
suponiendo que se trate de una sustancia pura, produce el espectro de masas de
la sustancia, el cual es diferente para cada compuesto y que constituye una
identificacion plena del compuesto analizado. El espectro de masas puede
almacenarse en la memoria del ordenador para compararse con los espectros de
una coleccién de espectros (o biblioteca) y proceder a su identificacion o pueden

estudiarse para averiguar la naturaleza de la molécula de origen.

8.6 Toma, Conservacion y Traslado de la Muestra

Para la toma de muestras se requiere de un area de trabajo limpia y libre de
fuentes de contaminacion, tales como reactivos o residuos de drogas, debiéndose
colectar una cantidad suficiente de muestra, tal que la misma permita repetir los
andlisis en caso de ser necesario.

Se recomiendan los siguientes pasos generales de coleccion de muestra:

e El pelo deberia colectarse de la region posterior de la cabeza, prefiriéndose

esta area porque un 85 por ciento de ella presenta pelo en fase de
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crecimiento activo y por lo tanto mayor cantidad de droga podria fijarse en
ella.

e El pelo debe ser cortado tan préximo como sea posible al cuero cabelludo o
la piel si es de otra region del cuerpo.

e El peso de la muestra adecuado para permitir los estudios de rastreo y de
confirmacién seria de unos 100 - 200 mg, (cantidad equivalente al diametro
de un lapiz).

e Para su almacenamiento, el pelo debera guardarse en una bolsa de papel
adecuadamente rotulada, para posteriormente colocarla en un folio de
aluminio que garantiza su integridad y previene su contaminacion.

e Las muestras pueden ser conservadas a temperatura ambiente.

e Si la muestra pilosa se encontrara mojada, deber4d secarse vy

acondicionarse correctamente para su posterior analisis™*.

Empaquetamiento y Preservacion de Muestras

Se deben de colocar los siguientes rétulos:

e Tipo de muestra.
e Pertenencia y/o procedencia.

e N° de referencia de la muestra.

En el empaquetado se debe:

e Evitar el uso de bolsas de plastico.
e Evitar emplear frascos de cristal.
e Emplear cajas de cartdén o sobre de papel.

e Cada muestra en un recipiente precintado o cerrado herméticamente.

Custodia de la Muestra:
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Identificacion y firma de la persona que recoge la muestra, fecha y hora de

recoleccion.

8.7 Metodologia del Analisis

Dentro de las metodologias empleadas para la determinacion de
amfetaminas en cabello esta la cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas, de manera general, la muestra tiene que pasar por todo un proceso

para la realizacion del analisis:

e Recoleccion de la muestra.

e Eliminacion de impurezas no deseadas.
e Extraccion.

e Derivatizacion.

e Andlisis por cromatografia de gases acoplado a masas.

8.7.1 Recoleccidon de la Muestra

La Society Hair Testing, ha realizado una serie de recomendaciones para el
analisis del cabello en casos forenses, en el cual menciona que la muestra debe
ser cortada de la region vértice posterior de la cabeza, lo mas cercano al cuero
cabelludo®®. Hay que hacer notar si es que el cabello ha sido sometido a algtn
tratamiento capilar (decoloracion, tefido, etcétera) ya que esto podria interferir en
el andlisis*’. Con un mechén de aproximadamente 5 mm de didmetro y una

longitud de 2 a 4 cm es suficiente para la realizacién del analisis*® *° *°.

8.7.2 Eliminacion de Impurezas
En el cabello tiene que pasar por una proceso de lavado para eliminar

residuos o impurezas (polvo, grasa, etcétera) que pudieran interferir en el analisis,

lo cual se puede realizar con jabén neutro liquido®’ y enjuagar con agua destilada
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o desionizada® hasta eliminar el jabén que haya quedado, posteriormente se
procede a secar en ambiente de Nitrogeno evitando humectar o hidratar la
muestra. Para hacer eficiente el lavado es recomendable el empleo de disolventes

1’2, acetona® !

organicos como: diclorometano, metano , éter de petréleo® o
mezclas de éstos, combinados con agua o después de que la muestra esté seca,
ya que la matriz pilosa mantiene en su estructura a las amfetaminas hasta la

digestién alcalina®® *2,

8.7.3 Extraccion

Para extraer las amfetaminas del cabello se emplea una extraccion sélido-
liquido, ésta es favorecida en un medio alcalino ya que se incrementa la
solubilidad de las amfetaminas, el compuesto mas usado es Hidroxido de Sodio
(NaOH) #"°% 3152 otro compuesto al cual se recurre en combinacion con el NaOH
es el Sulfuro de Sodio (Na,S) *?, también es recomendable la utilizacién de tubos
silanizados evitando la interaccién del vidrio con el NaOH*" 48 30 5L 52
Posteriormente, se realiza una extraccion liquido-liquido para la cual existe una
variedad de disolventes organicos que pueden ser empleados ya sean solos o

combinados, los que se usan con mas frecuencia son:

e Cloruro de metileno / isopropanol*’
e Acetato de etilo®

e ter butil-metil éter®?

Al llevar a sequedad la fase organica se emplea un ambiente de Nitrogeno,

47.50.52 ayitando que se volatilicen las amfetaminas®.

metanol y acido clorhidrico

8.7.4 Derivatizacion

El uso de compuestos derivados en cromatografia de gases es de suma

importancia ya que permite mejorar el comportamiento fisicoquimico del

Apolinar Escobar Barrueta - 46 -



Deteccion de Amfetaminas en Cabello por Cromatografia de Gases

compuesto a analizar. Dentro de los mas empleados para el analisis de

amfetaminas en cabello estan:

e Anhidro Pentafluoropropionico (PFPA) *’.
e Metil-bis-(trifluoroacetamida) (MBTFA) 2.
e Anhidro Heptafluorobutirico (HFBA) *°.

e Anhidro Propiénico (PSA) “.

e Anhidro Trifluoroacético (TFA) 2.

en soluciébn con algun disolvente organico, por ejemplo acetato de etilo o

metanol*” 5% 52,

En algunos casos, no es necesaria la formacion de un compuesto derivado,
ya que la microextraccién con hidrélisis basica (NaOH al 30 por ciento) °*

proporciona una extraccion satisfactoria.
8.7.5 Andlisis por Cromatografia de Gases Acoplado a Masas

Para el analisis de amfetaminas en cabello es necesario contar con una
muestra tomada de la parte posterior del vértice de la cabeza, lo méas cercano al
cuero cabelludo de 10 a 50 mg como minimo para después realizar el lavado y
eliminar las impurezas presentes con agua, jabon neutro y algun disolvente
organico®® % *°. La matriz pilosa es destruida con la digestion alcalina permitiendo

47,80, 81,52 = pgsteriormente, las

47, 50, 52

“liberar a las amfetaminas de esta matriz
amfetaminas son obtenidas por medio de una extraccion liquido-liquido con
disolventes organicos para posteriormente evaporarlo en presencia de un &cido
para evitar que se volatilicen las amfetaminas*. A continuacién al residuo se le
adiciona el compuesto derivatizante disuelto en un disolvente organico, se calienta
llevando a sequedad*” *®°° 2 E| compuesto derivatizado formado, se reconstituye
en un disolvente organico para inyectarlo en el cromatégrafo de gases acoplado a

espectrometria de masas, el volumen de inyeccién oscila entre 1 uLy 5 pL*" > Es
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de suma importancia, el empleo de un ambiente de Nitrégeno, evitando la
presencia de humedad, asi como es recomendable el empleo de bafos

ultrasénicos®*” °0 5152,

El Limite de Cuantificacion para derivados amfetaminicos en cabello (LOQ,
por sus siglas en inglés: Limit of Quantification) se recomienda que sea menor o

igual a 2.0 ng/mg por cada derivado “°.

Las columnas capilares con recubrimiento de pelicula de fenilmetilsiloxano
al 5 por ciento®, fenilmetilsilicona al 5 por ciento®, 5 por ciento difenil-95 por
ciento dimetilpolisiloxano®®, fenilmetilsiloxano al 5 por ciento o metilsilicona al 5 por
ciento™ son las que han dado mejores resultados, ya que permiten una separacion

de amfetaminas y derivados amfetaminicos.

El gas portador o acarreador tiene un papel importante ya que si no retne
las condiciones suficientes, el andlisis seria inadecuado, el mas comunmente

empleado es el Helio (He) *" 48 0. 3% 32

ya que es inerte con la muestra, no
interacciona con la fase estacionaria, se puede encontrar sin impurezas. Una de
las ventajas del analisis por cromatografia de gases acoplado a masas es el hecho
gue el andlisis es rapido, ya que el tiempo de analisis es relativamente corto (14 a

19 minutos) "2 (figura 16, 17)
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Figura 16. Cromatograma de una muestra de cabello positiva para amfetaminas (AP) y
metaamfetaminas (MA)*’.
MDMA
5000000 1
4500000 - lon 204.00 (203.70 to 204.70): 12D
lon 208.00 (207.70 to 208.70): 12D
4000000 4 lon 162.00 (161.70 to 162.70): 12D MDEA
A lon 167.00 (166.70 to 167.70): 12D
lon 218.00 (217.70 to 218.70): 12D
b 3500000 1 lon 223.00 (222.70 to 223.70): 12D
1]
n 3000000 A
d
a 2500000 1
n
¢ 2000000 1 fl
€ 1500000 1 MDA I
1000000
500000+ J| -J/
i ;4 - .A.‘I
0T T T T T T ™ T T T
9.00 8.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00 12.50 13.00
Time (min)

Figura 17. Cromatograma de una muestra de cabello positiva para 3,4-metilendioxiamfetamina (MDA), 3,4-
metilendioximetaamfetamina (MDMA), 3,4-metilendioxietamfetamina (MDEA) 4,
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A10 DISCUSION DE RESULTADOS

La cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MS) es uno de los
métodos utilizados para el andlisis de amfetaminas en pelo, ya que permite la
obtencion de resultados confiables, todo esto siguiendo una metodologia

apropiada y tomado en cuenta las variables que puedan interferir como:

e Contaminacion externa del cabello. El lavar la muestra antes de iniciar el
analisis nos dara la certeza de que solo se va a trabajar con cabello y no
con algun componente que pudiera alterar los resultados y dar algun
falso®’.

e La extraccion de amfetaminas del cabello. La digestion o hidrélisis
alcalina®” °® °» 2 |3 cual incrementa considerablemente la cantidad de
droga recuperada de la matriz pilosa ain en comparacion con la hidrélisis
enzimatica®’.

e Un medio &cido al concentrar la muestra después de la digestion o hidrolisis
alcalina permite que las amfetaminas no se volatilicen*” >* *2.

e Formaciéon de compuestos derivados. Proporciona un facil manejo del
analito y mejor resolucion*’ 2,

e Condiciones cromatograficas. La columna, gas acarreador, flujo, tiempo de
andlisis y demas parametros en las cuales se obtiene una mejor
separacion de las amfetaminas.

e Trabajar en las mejores condiciones en el laboratorio (Buenas Précticas de

Laboratorio).
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A11 CONCLUSIONES

El consumo de amfetaminas se ha incrementado mundialmente, por lo que
es de suma importancia el desarrollo de una técnica que permita su identificacién
y cuantificacién en individuos donde el consumo es habitual. El cabello tiene la
capacidad de almacenar el consumo de sustancias toxicas a largo plazo, por lo
qgue la cromatografia de gases en conjunto con la matriz pilosa es la técnica mas

reconocida internacionalmente para la deteccién de amfetaminas en cabello.

En dicho protocolo de analisis se deben de considerar las variables como:

e Toma, conservacion y traslado de la muestra.
e Parametros cromatograficos.

e Sistemas de extraccion.

e Formacion de un compuesto derivado.

e Buenas practicas de laboratorio.

para asegurar el éxito en el desarrollo de una metodologia analitica efectiva por

cromatografia de gases de las amfetaminas en cabello.

Un elemento al que se recurre con mucha frecuencia conjuntamente con la
cromatografia de gases, es la espectrometria de masas, la cual proporciona la

capacidad de identificar y cuantificar la droga presente en la muestra.
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