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Resumen

La deteccion de drogas de abuso es una especialidad clinica de enorme importancia por su
implicacion en dmbitos legales, toxicolégicos, sociosanitarios y de emergencias. Las principales
sustancias de abuso consumidas por la poblacidn son el alcohol (aprox. 67%), tabaco (40%),
cannabis (10%) e hipnosedantes (7%); ademas, un 0,8% de los deportistas federados dan
positivo a dopaje.

Con el objetivo de realizar una revision bibliografica de los métodos de deteccion de sustancias
de abuso, las caracteristicas de estas y de los tejidos bioldgicos de los que se obtienen las
muestras que son analizadas, se han utilizado bases de datos como PubMed para la revision de
articulos cientificos y el catalogo on-line de la Biblioteca Complutense para la consulta de libros
electronicos.

La deteccion de estas sustancias se realiza en dos fases; la inicial de cribado, permite la
detecciéon mediante técnicas inmunoquimicas, y la confirmatoria, que detecta las sustancias de
manera cuantitativa a través de cromatografia de gases, de liquidos y/o espectrometria de
masas. Cada tejido bioldgico tiene unas caracteristicas especiales que permite la deteccion de
estas sustancias mediante protocolos normalizados.

Para concluir, es importante realizar las pruebas iniciales mediante dispositivos altamente
sensibles y especificos y, en caso de obtener resultados positivos, realizar un segundo analisis
que dé un resultado confirmatorio inequivoco.

Un primer resultado positivo no puede confirmar la exposicién a la sustancia debido a las
interferencias, reactividad cruzada o errores en la toma de muestra.

Palabras clave: drogas, deteccion, andlisis, sustancias de abuso

Abstract

Drug consumption happens in a high rate between Spanish people: the main abuse substances
are alcohol (approx. 67%), tobacco (40%), cannabis (10%) and hypnosedatives (7%);
furthermore, around 0,8% of the federated athletes are positive to doping testing. This has
converted drug detection into a top relevant clinical practice because of its implication in legal,
toxicological, sociosanitary and emergency fields.

In aim to carry out a bibliographic revision of the current drug detection methods, their
characteristics and the characteristics of the biological tissues from where the analysed samples
are obtained, Databases like PubMed to review scientific papers, and the online catalogue of
Complutense Library to review books in an electronic format have been used.

Detection of those substances is done in two phases: the initial screening one that allows
detection by immunochemical techniques; and the confirmatory one that determine
substances by gas and liquid chromatography and mass spectrometry in a quantitative way.

Each tissue has special properties that allow said substances detection via normalised protocols.

Finally, it is crucial to carry out the screening using highly sensible and specific devices, and if
the result is positive, test the sample by analytic techniques that show an unambiguous result.

However, a positive result in the screening phase may not confirm exposure to the substance
due to interferences, crossed reactivity or mistakes made during sampling.

Key words: drug, detection, analysis, abuse substance



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

1. Introduccion
La deteccion de drogas de abuso es una especialidad clinica de enorme importancia por su
implicacion en dmbitos legales, toxicoldgicos, sociosanitarios y de emergencias. Estas sustancias
se detectan en muestras biolégicas extraidas de los individuos de los que se sospecha la
exposicidn, siendo las principales muestras sangre, saliva y orina.

Esto significa que los resultados de los anadlisis pueden dar lugar a situaciones legales y/o
administrativas que afecten al individuo al que se le realicen las pruebas. Es por ello por lo que
es de suma importancia la fiabilidad, objetividad y legalidad de los resultados, asi como de la
cadena de custodia de las muestras tomadas.

Uno de los pilares fundamentales en todo el proceso de deteccidén es la autenticidad de la
muestra, de manera que esté asegurado el origen y el transporte hasta el laboratorio mediante
la cadena de custodia.

En esta memoria se realizara una revision bibliografica de los trabajos publicados acerca del
consumo actual entre la poblacién, los métodos utilizados actualmente en la deteccién de
drogas de abuso en muestras bioldgicas por especialistas y cuerpos de seguridad del estado, asi
como las previsiones futuras en lo que respecta a avances analiticos.

1.1. Situacidn actual del consumo de drogas
Una droga de abuso es una sustancia de uso no médico y no prescrita por ningun facultativo,
gue presenta efectos psicoactivos (cambios en la percepcién, conducta, danimo) y es susceptible
de ser auto administrada con un fin no terapéutico. !

La mayoria de estas sustancias estan ilegalizadas o estrictamente reguladas, como ocurre con
el tabaco, alcohol y ciertos farmacos hipnosedantes.

Un porcentaje significativo de la poblacion mundial consume de manera habitual alcohol, una
droga de uso legal y aceptada socialmente, y que supone una fuente de ingresos para la
economia de los diferentes paises; a pesar del alto poder adictivo y el riesgo asociado a la
alteracion de la conducta del consumidor. Segun datos del Instituto Nacional de Estadistica, en
Espana, aproximadamente un 7% de la poblacidon consume hipnosedantes -ya sea con o sin

Tabla 1. Porcentajes de consumo de las principales sustancias de abuso en los ultimos 30 dias en la poblacion
espanola.
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Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE)
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receta- y un 10% consume cannabis en cualquiera de sus formas, siendo estas las drogas mas
abundantes después del alcohol, que es consumido por dos tercios de la poblacién, y el tabaco,
consumido por un 40% aproximadamente. 2

Segun datos de la DEA (Drug Enforcement Administration), en los ultimos nueve anos en
Estados Unidos ha habido un incremento del 576% en el nimero de muertes debidas al
consumo de opioides sintéticos, y fentanilo y sus derivados 3. La mayoria de los opioides
sintéticos son moléculas que fueron sintetizadas por laboratorios farmacéuticos con el objetivo
de encontrar nuevos farmacos analgésicos y que nunca llegaron a comercializarse, pero que
ahora son adquiridas de manera ilicita por los consumidores.

El dopaje es el uso de métodos prohibidos o consumo de sustancias prohibidas (incluidas en
una lista que contiene, entre otros, drogas de abuso y hormonas), con el objetivo de obtener
de manera no natural un mejor rendimiento en una competicién deportiva. A nivel mundial
estd regulado por la WADA (World Anti-Doping Agency) y en Espafia esta regulado por la
Agencia Espafiola de Proteccién de la Salud en el Deporte (AEPSAD). Segun datos del Ministerio
de Educacion, Cultura y Deporte, un 0,8% de las 5.788 muestras de federados y federadas
analizadas dieron un resultado positivo a sustancias prohibidas. Las sustancias detectadas
fueron mayoritariamente estimulantes (28,8%), anabolizantes (15,4%) y hormonas
relacionadas con factores de crecimiento (13,5%).

1.2. Situacion actual de la determinacion de drogas en muestras
bioldgicas
La deteccidn de drogas en muestras bioldgicas se lleva a cabo en dos procesos consecutivos.
Primero, se realiza un test rapido o test de cribado que permita un resultado cualitativo
(positivo o negativo), generalmente mediante reacciones inmunoquimicas que se producen en
kits que vienen con los reactivos ya preparados y a los que solo debe afiadirse una pequena
cantidad de muestra bioldgica, conocidos como prueba indiciaria.

Seguidamente, y en caso de obtener un resultado positivo, se toman muestras de fluido oral en
un recolector precintado, que se enviara a laboratorio para realizar la prueba confirmatoria,
gue consiste en la deteccidon de la sustancia de manera cuantitativa, mediante métodos
analiticos. También se debe tomar una muestra de sangre y una segunda muestra del fluido
bioldgico, realizado por profesionales sanitarios habilitados para ello, para poder llevar a cabo
una prueba de contraste o contranalisis.

1.2.1. Pruebas indiciarias o iniciales
Su fundamento es inmunolégico y permiten la deteccidn instantanea de la presencia de drogas
en la saliva y la orina.

Los métodos inmunoldgicos se basan en la unidén entre anticuerpos especificos presentes en los
kits y las sustancias de abuso (antigeno) presentes en la muestra bioldgica.

Hay tres tipos de pruebas iniciales inmunoldgicas

. Técnicas inmunoquimicas: el antigeno presente en la muestra bioldgica (A) compite por
el sitio de unién del anticuerpo fijado (Ac) con un antigeno marcado presente en el

A*-Ac —=— A-Ac + A*

Figura 1. Equilibrio de reaccion antigenos-anticuerpo




dispositivo (A*), generalmente con fluoréforo. El antigeno marcado (A*), cuando es
desplazado por el antigeno (A) producira un cambio de color visible a simple vista o una
sefial que podra medirse con espectrometro de fluorescencia

. Técnicas radioinmunoquimicas: El fundamento es el mismo que las técnicas
inmunoquimicas, la diferencia reside en que el antigeno marcado en este tipo de prueba
estd marcado con un isotopo radiactivo, generalmente yodo (*?°1). Una vez desplazado
el equilibrio al afiadir el antigeno no marcado (A), se separa la fraccién libre de antigeno
marcado con isotopo radiactivo (A*) del conjunto A-Ac y se realiza una curva de
calibracion para después extrapolar el valor de las muestras desconocidas (A-Ac). Esta
prueba es menos frecuente -aunque mds precisa- debido al coste y riesgo asociados a la
manipulacién de material radiactivo.

. Técnicas inmunoenzimaticas: Estas técnicas requieren un componente mas que las
anteriores, ademas del anticuerpo especifico (Ac), el antigeno problema de la muestra
(A) y el antigeno marcado (A*) con una enzima (normalmente peroxidasa o glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa), necesitan un sustrato capaz de producir una sefal cuando se
une a la enzima del antigeno marcado. De esta manera, la enzima del antigeno marcado
solo serd activa cuando sea desplazado y esté libre y serd inactiva si estd unido al
anticuerpo (Ac). La intensidad de la sefial dptica sera proporcional a la cantidad de
antigeno marcado desplazado, es decir, a la cantidad de analito.”

Producto que emite sefal
optica o radiactiva

Figura 2. Mecanismo de reaccién antigeno-anticuerpo en pruebas inmunoenzimadticas

1.2.2. Pruebas confirmatorias
Son las pruebas que se realizan cuando se obtiene un resultado positivo en las pruebas iniciales.
Consisten en métodos mas complejos y sofisticados que permiten un resultado cuantitativo
preciso, aungue suponen un mayor tiempo y coste que las iniciales.

Los métodos analiticos de eleccidon son la cromatografia, que es un método analitico que
permite separar las diferentes moléculas contenidas en una mezcla mediante los diferentes
tiempos de retencidn de cada una; y la espectrometria de masas, método fisico que permite la
deteccion de sustancias por la medida de las masas de los iones resultantes de la fragmentacion
de una molécula tras ser irradiada con energia.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.
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Se recomienda que, para anadlisis de sustancias en orina y sangre, se utilicen técnicas de
cromatografia de gases (GC). La cromatografia de gases es una técnica que utiliza un gas inerte
(generalmente helio, nitrégeno, argén...) como fase movil (para transportar el analito). El
analito es introducido mediante una micro jeringa a través de una columna (fase estacionaria)
y posteriormente volatilizado en una cdmara de vaporizacidon. La columna permitird la
separacion de las moléculas por su punto de ebullicidn, conduciéndolas hasta el detector.>,°

Microjeringa
Divisor de flujo T :
’mrr—’i Electrémetral
Septum o puente
Regulader A
de fluj =
Reguladar DAC
de presicn [
Py
(A Ordenador
s Rotametro
Columna
Gas portador
Horno termostatizado

Figura 3. Esquema de un cromatdgrafo de gases

El detector puede ser detector de captura de electrones (GC-ECD, utilizado en compuestos
halogenados principalmente) o detector de ionizacidn de llama (GC-FID), que consiste en una
llama de aire o hidrégeno que oxida las moléculas organicas presentes en nuestra muestra,
produciendo iones que se recogen por el detector.

La cromatografia liquida o de liquidos (LC), es un método fisico para la separacion de
compuestos, que tiene el mismo fundamento que la cromatografia de gases, pero en este caso
en lugar de utilizar un gas como fase moévil, se utiliza un liquido a alta presion que eluye la
muestra.

INYECTOR
I: I/_\\I I/_\\I
A A
COLUMNA
BOMBA e FASE ESTACIONARIA

|
| DETECTOR
" | MUESTRA
Y

RESERVORIO
DISOLVENTE — FASE MOVIL

Figura 4. Esquema de un cromatdgrafo de HPLC voldtiles.
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Se recomienda utilizar espectrometria de masas de alta resolucion (HR-MS) para la
identificacion de sustancias orgdnicas no volatiles. La espectrometria de masas de alta
resolucién es un método analitico que permite la separaciéon y medida de las masas de los iones
resultantes de la fragmentacién de una molécula tras ser irradiada con energia.

FUENTE DE IONIZACION

([0 INYECCION DE MUESTRA

ot

N berecTor AL ANALIZADOR >

SEPARACION DE LAS PARTICULAS

POR SU RAT|Q —Masam)
CARGA IONICA (z)

Figura 5. Esquema de un espectrometro de masas

Para sustancias concretas, frecuentemente requeridas para ser detectadas como el etanol, la
OMS propone que debe analizarse mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama por inyeccién directa (GC-FID) o de columna (HS-GC-FID). ’

Asi mismo, la deteccién de los metabolitos conjugados de etanol (etilglucurénido, sulfato de
etilo) mediante LC-MS-MS o GC-MS, técnicas que combinan en tandem la separacion de
sustancias por cromatografia y la deteccion de moléculas con alta sensibilidad por
espectroscopia de masas, permite confirmar o excluir la ingestién de bebidas alcohdlicas
cuando no se detecte alcohol en la orina o la sangre.

Para el analisis de pelo, esta misma guia recomienda utilizar para la deteccion de sustancias de
abuso las técnicas de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas simple (GC-
MS) o capaz de aislar por peso molecular (GC-MS-MS) y cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS); en el caso de hipndticos, benzodiazepinas y similares
recomienda cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas; y para la deteccién de
GHB y cannabinoides, GC-MS-MS (o LC-MS-MS).8

Aunque pueden encontrarse sustancias psicoactivas en una gran diversidad de tejidos
bioldgicos, se limitan a orina, sangre y saliva por dificultades practicas a la hora de obtener y
tratar la muestra (principalmente por falta de protocolo); siendo la orina la muestra que se
utiliza con fines toxicoldgicos cualitativos (dar positivo o negativo a una sustancia), mientras
gue las muestras de sangre se utilizan en medicina forense. Con todo esto, la elecciéon del tipo
de muestra dependerd siempre de la sustancia que se quiere detectar, el tipo de paciente (e;j.
Pedidtrico) y del tiempo desde la exposicion. >

En la siguiente tabla se puede observar un resumen de las caracteristicas mas importantes de
las diferentes muestras bioldgicas que son utilizadas para llevar a cabo la determinacién de
drogas de abuso.

Tabla 2. Caracteristicas de las principales muestras bioldgicas
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2-5 dias (hasta 30

Orina .. Metabolitos = Posible y frecuente -209C No invasivo
en cannabinoides)
. Droga pr s . .
Saliva 0-6 horas . g Dificil -20°C No invasivo
inalterada
, Droga o . .
Sudor 0-7 dias . & Dificil -20°C No invasivo
inalterada
Interferencias con
Droga . Temperatura . .
Pelo Semanas a meses . tratamientos . No invasivo
inalterada . ambiente
capilares
0-8 horas (variable Droga er .
Sangre , ( . . 8 Dificil -209C Invasivo
segun sustancia) inalterada

Fuente: L. Antonilli, P. Nencini

1.2.3. Dispositivos de deteccién de muestras
Dispositivos de deteccidn rapida de drogas en muestras bioldgicas tienen que cumplir:

. La sensibilidad en un dispositivo es la capacidad para distinguir entre concentraciones
semejantes de analito, correspondiendo a la pendiente de la curva de calibracién del
instrumento. En otras palabras, la proporcidn de individuos que han dado positivo en
una sustancia que la han consumido realmente.

. La especificidad en un dispositivo es la capacidad del método analitico para discriminar
entre diferentes analitos y detectar Unicamente el que se busca al realizar la prueba. Es
decir, que un individuo que ha dado negativo a una sustancia, realmente no la haya
consumido.

Las pruebas inmunoquimicas estan caracterizadas por tener una alta sensibilidad, lo que
supone que la posibilidad de obtener un resultado falso negativo es remota. No ocurre asi con
los falsos positivos, que son mas comunes debido al antigeno al que se dirigen los anticuerpos
de los test, que puede dar lugar a reactividad cruzada, al reaccionar con moléculas o grupos
farmacoldgicos similares o interferencias con moléculas que no guardan ninguna similitud.”

Curva de calibracién: Representacion grafica bidimensional, que muestra la variacién de la
sefial analitica con la concentracién del analito

Los dispositivos de deteccion o pruebas iniciales son métodos de andlisis cualitativos (positivo
0 negativo) y semicuantitativo (positivo si es por encima de un valor umbral o de corte).

Valor de corte: se define como una concentracion minima para obtener un resultado positivo;
todo valor por debajo de esta concentracidon deberd suponerse negativo y considerar que la
cantidad en el individuo es despreciable o irrelevante para el estudio al que se ha sometido.
Este valor esta preestablecido por consenso internacional, en funcién de valores estadisticos
poblacionales, a través de organismos como NEQAS (National External Quality Assesment
Scheme), SAMHSA (Substance Abuse and Mental Health Services Administration) y NIDA
(National Institute of Drug Abuse).

El dispositivo que utiliza actualmente la direccidon general de trafico (DGT) es el DrugWipe®5S,
que presenta una especificidad del 95%.%1°
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Figura 6. Dispositivo DrugWipe® 5 S

1.3. Sustancias susceptibles de ser detectadas en muestras
bioldgicas

Las sustancias que se busca detectar son aquellas sustancias psicoactivas mas frecuentemente
consumidas por la poblacién. En algunos casos, lo que se detecta es un metabolito de la droga;
esto es debido al comportamiento farmacocinético de cada molécula, asi como sus
caracteristicas fisicoquimicas. Estas caracteristicas fisicoquimicas como el caracter acido-base,
la solubilidad o la polaridad, van a ser criticas a la hora de decidir los disolventes para la
extraccién y el método de deteccién.”

En la tabla se muestran las sustancias mas frecuentemente encontradas:

Tabla 3. Sustancias de abuso mds habituales que se detectan

Grupo toxicoldégico Sustancia

Morfina
Morfina-6-glucuronido
Codeina
6-monoacetilmorfina

Opiaceos

Benzoilecgonina
Metiléster de ecgonina

Cannabidiol (CBD)
Cannabinoides A-9-tetrahidrocannabinol
A-9-tetrahidrocannabinol glucorénido
Anfetamina
Metanfetamina
3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA)
Metilendioxianfetamina (MDA)

Cocaina (metabolitos)

Anfetaminas

Alcohol Etanol

GHB Acido y-hidroxibutirico (GHB)

Fuente: L. Antonilli, P. Nencini

1.3.1. Opioides

Dentro de este gran grupo se incluyen los opidceos naturales como la morfina y la codeina; y
los opioides semisintéticos como la heroina, la oxicodona y buprenorfina; o sintéticos, como la
metadona y el fentanilo, entre otros.

. Morfina: entre el 60 y el 80% de la dosis absorbida sufre de conjugaciéon en la segunda
fase del metabolismo hepatico, dando lugar a dos metabolitos principales: morfina-3-
hidroxiglucurénido (inactivo) y morfina-6-hidroxiglucurénido (activo y con mayor
potencia analgésica), que pueden ser detectados hasta 48 horas después en orina.

. Heroina: es rapidamente metabolizada a 6-monoacetil morfina (6-MAM) por esterasas
plasmaticas, detectable hasta 8 horas después en orina. Después sufre el mismo
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metabolismo que la morfina. La deteccién de 6-MAM mediante cromatografia sera el
Unico indicador de consumo de heroina.

. Codeina: al ser consumida por via oral, sufre metabolismo de primer paso que la conjuga
a codeina-6-glucurénido, y solamente un 10% se transformard en morfina, que
posteriormente sera sometida a conjugacion hepatica. Este proceso permite la
deteccion de los metabolitos de la codeina hasta 3 dias después de haber sido
consumida.

Los test rapidos inmunoquimicos que se utilizan para el cribado de muestras son capaces de
detectar el grupo fenantreno comun a las moléculas de esta familia. Para la posterior
confirmacién, se recomienda utilizar cromatografia de gases o liquida asociadas a
espectrometria de masas (GC-MS o LC-MS).>

1.3.2. Anfetaminas y derivados
A partir de la estructura de la anfetamina, droga psicoactiva estimulante del SNC, se han ido
disefiando y sacando al mercado derivados conocidos como “drogas de disefio”. Estas
sustancias de nueva sintesis pueden suponer un problema a la hora de ser detectadas debido a
que muchas veces son moléculas desconocidas para el laboratorio.!!

Las anfetaminas y sus analogos sufren metabolismo hepatico mediante desaminacion oxidativa
y N-desalquilacion, pudiendo sufrir también reacciones sobre el anillo aromaticos. Todas estas
moléculas pueden detectarse en orina desde 3 horas hasta varios dias después de la ingesta.

El método de eleccién para la identificacidon de estas moléculas es HPLC-MS, que permite una
deteccion con mayor especificidad y sensibilidad. Cabe destacar la posible interferencia y
posterior falso positivo de otras sustancias farmacoldgicas utilizadas como descongestivos que
poseen un nucleo anfetaminico como ocurre con la efedrina y la pseudoefedrina.’

En pacientes en tratamiento con metilfenidato (Rubifen® y Concerta®) es obligatorio portar
siempre con ellos un informe médico que acredite que estan bajo el tratamiento de estas
sustancias por prescripcion médica y que no estan utilizando sustancias ilegales derivadas de

las anfetaminas, en caso de que dieran positivo en el narco test realizado por la Guardia Civil.
12

1.3.3. Cocaina
La cocaina puede ser consumida mediante inhalacién, administracién intranasal o intravenosa
y permanece en sangre de manera inalterada aproximadamente una hora. Después, sufre
metabolismo hepatico transformandose en benzoilecgonina, el metabolito principal que es
detectado en orina, hasta 3 dias después de la exposicion, tanto por los test rapidos
inmunoquimicos, como por la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

El consumo de cocaina junto a alcohol puede dar lugar a la aparicion de una molécula muy
caracteristica llamada cocaetileno, que permite el diagnostico de un consumo simultaneo de
etanol y cocaina mediante cromatografia en capa fina de alta resoluciéon (HPTLC por sus siglas
en inglés).>

1.3.4. Alcohol
El etanol es absorbido en el sistema gastrointestinal y metabolizado en un 99% por el higado
mediante la enzima alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa, dando lugar a
acetaldehido y acido acético, respectivamente.

El contenido de alcohol se detecta en muestras de sangre mediante un método enzimatico que
permite la deteccion de NADH, producido en las reacciones quimicas de las dos enzimas
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involucradas en el metabolismo hepatico del etanol, por su pico de absorcién a 340 nm en
cromatografia de gases. °

1.3.5. Cannabinoides
Para la deteccién rapida de los metabolitos de la marihuana en saliva, se utilizan test de
deteccién rapida basados en la reaccion de los cannabinoides -excepto el cannabidiol o CBD-
con el reactivo de Duquenois o el reactivo “Fast-blue”, dando lugar a un color azul-violeta.

Otra técnica de eleccidén es la deteccién inmunoquimica del metabolito acido 11-nor- A9-
tetrahidrocannabindlico mediante marcaje con isotopo radiactivo (RIA), ya que permite el
andlisis cuantitativo en sangre, detectando una dosis tan baja como 2 pg/mL.

El 80% aproximadamente de la dosis de THC es eliminada en los primeros 5 dias tras el consumo,
principalmente a través de orina y heces; el resto puede detectarse hasta 30 dias después en
orina, debido a la circulacién enterohepatica, la reabsorcion renal y la elevada distribucién
tisular.®

Las muestras bioldgicas pueden ser analizadas por cromatografia liquida y que presentan los
siguientes picos: cannabidiol 278 nm, cannabinol 285 nm, A9-THC 278 nm y dcido A9-tetrahidro-
cannabindlico 278 nmy 283 nm.13"15

1.3.6. Fenciclidina
También conocida como polvo de angel o PCP, es un antagonista no competitivo de los
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA). Su semivida es muy variable en funcidon de
caracteristicas individuales y de método de consumo.

Sufre metabolismo hepatico en un 90% de la dosis y puede detectarse en orina el producto
hidroxilado hasta varios dias después de su exposicion.

El método de eleccién es la cromatografia con espectrometria de masas, ya que, las técnicas
inmunoquimicas son poco especificas para PCP y frecuentemente dan reactividad cruzada con
ciertos farmacos antipsicéticos. >

1.3.7. Khat
Es el nombre que recibe la droga derivada de la planta Catha edulis, cuyo principio activo mas
potente es el alcaloide conocido como catinona. Esta molécula puede detectarse en sangre
hasta 10 horas después de su consumo.

Actualmente, no existen técnicas de cribado mediante inmunoensayos capaces de detectar
catinona. La Unica manera de ser detectada es mediante técnicas cromatograficas.'®

1.3.8. Gammahidroxibutarato (GHB)
Se absorbe con rapidez en el intestino y puede ser detectado en orina solamente hasta 12 horas
después de ser consumido, lo que dificulta su deteccidn.

El método de eleccién es HPLC para detectar tanto GHB como su precursor GBL, la forma
lactdnica.®

1.3.9. Benzodiazepinas
La mayoria de las benzodiazepinas son medicamentos de prescripcién médica. Dentro de esta
familia hay que prestar especial atencion al flunitrazepam, principio activo del Rohipnol,
conocido por su uso delictivo para anular la voluntad de victimas e incapacitarlas, generalmente
para llevar a cabo agresiones sexuales.'’
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Se pueden detectar mediante pruebas inmunoquimicas, RIA o ensayos inmunoenzimaticos,
pero no son sustancias susceptibles de buscar en test rapidos.

El método analitico confirmatorio de eleccidn es cromatografia de gases (GC-MS) o liquida de
alta eficacia (HPLC) en sangre, orina y saliva.'®

2. Objetivos
Este trabajo es una revisidén bibliografica del proceso de deteccidon de drogas de abuso en
muestras bioldgicas, que permite determinar sustancias psicoactivas o prohibidas o sus
metabolitos de manera cuali y cuantitativa.

3. Material y metodologia

Para realizar esta revision bibliografica se ha consultado la base de datos PubMed con el
objetivo de encontrar articulos de revistas cientificas relacionadas con el tema a tratar.

Las busquedas iniciales realizadas incluian las palabras “DRUG” “DETECTION” y se utilizé como
criterio de exclusién articulos de mas de 10 afios de antigliedad.

Para busquedas especificas de sustancias se utilizé la busqueda avanzada de articulos en
PubMed incluyendo: (nombre de la sustancia en inglés) AND (DETECTION); y nuevamente con
un filtro de articulos de menos de 10 afios de antigliedad.

A su vez, y para contrastar la informacidn encontrada en las bases de datos, se han consultado
diferentes titulos que pueden encontrarse en la biblioteca de la facultad de Farmacia de la UCM,
asi como en la biblioteca on-line de la UCM en formato e-book.

4. Resultados y discusion

4.1. Caracteristicas de los tejidos bioldgicos
4.1.1. Orina

Es la muestra mas utilizada debido a la facilidad para la obtencidn (prueba no invasiva), el gran
volumen de muestra que se recoge de una vez y la amplitud del intervalo de tiempo en el que
se detectan las sustancias.

Los metabolitos actian como marcadores biolégicos del uso de la sustancia.

El margen temporal en el que se puede detectar la sustancia o sus metabolitos en orina
depende de la farmacocinética de la sustancia quimica en si y de la variabilidad intraindividual
en el metabolismo y excrecion.

En |la Tabla 4 se puede observar el intervalo de tiempo durante el que se puede detectar cada
sustancia -y sus metabolitos, si procede- en orina. La excepcion seria el THC y sus derivados,
gue al ser moléculas de gran lipofilia y afinidad por los tejidos del organismo, aumentan el
tiempo de deteccién en orina cuanto mayor sea la exposicion en el tiempo (cronicidad);
llegando a detectarse hasta 30 dias después de la ultima exposicién, en individuos que
consumen a diario.

El analisis de la orina permite detectar numerosas sustancias, pero no proporciona informacion
acerca del método de consumo o de la cantidad, solo permite un resultado cualitativo
(positivo/negativo). Se debe tener especial cuidado con un resultado negativo, ya que, puede
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haberse producido una exposicién reciente de sustancias y que aun no se haya producido la
excrecion de estas (falso negativo).

Tabla 4. Grdfico de tiempo de deteccion de drogas y sus metabolitos en horas

Tiempo de deteccion de drogas y sus principales metabolitos (horas)

LSD

THC

Metadona
Buprenorfina
Morfina

Codeina

BZD semivida corta
BZD semivida larga
Cocaina

Anfetaminas

o

20 40 60 80 100 120 140 160 180

B Metabolitos M Sustancia inalterada
Fuente: L. Antonilli, P. Nencini

Toma de muestras

La orina debe recogerse en un recipiente estéril, nuevo y limpio, que puede ser de 100 o 150mL,
provenientes de una Unica miccion (siempre descartando la primera parte de esta); o de 2L, en
caso de requerir orina eliminada en 24 h.

Las muestras deben identificarse y rotularse inmediatamente y conservarse a 42C tan pronto
como sea posible.

4.1.2. Sangre
Es el método de eleccidn en casos de intoxicacién aguda y en investigacién porque da un
resultado cuantitativo dificilmente expuesto a adulteracién de la cantidad presente en el
organismo y permite detectar una exposicién reciente, ya que las sustancias tienen una
semivida en sangre corta.

Tabla 5. Semividas plasmadticas de las principales sustancias de abuso

Sustancia Semivida plasmatica (horas)

Heroina <5 min

Morfina 3

Derivados opioides Glucurénido de morfina 7.5
Codeina 3

Metadona 36

Anfetaminas y analogos Anfetaminas 12
MDMA 6
Cocaina y metabolitos C‘fcai”a . 1

Benzoilecgonina 7.5
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Benzodiazepinas Diazepam (Valium ®) 48
P Flunitrazepam (Rohipnol) 25
Cannabis y metabolitos Cannabinoides 25-28

Fuente: L. Antonilli, P. Nencini

Como inconveniente, supone un método mas invasivo y que segun circunstancias fisioldgicas
del individuo puede no ser recomendable (enfermedad, hipotensidn, hipovolemia, agitacion...).
Ademas, si la muestra no se toma con la suficiente celeridad, es probable que la sustancia ya
esta distribuida por los diferentes drganos del cuerpo y sea indetectable en sangre.

Toma de muestras

Para la extraccion de sangre, el primer paso es desinfectar la piel con alcohol durante unos 15
segundos aproximadamente, a excepcién de que el objetivo de la extraccidon sea determinar
alcoholemia, en cuyo caso se utilizara otro antiséptico no alcohdlico (ej. jabdén, povidona
yodada). Después, se llevara a cabo la extraccién de sangre mediante via o jeringa directa,
generalmente a partir de la vena, obteniendo un volumen minimo de 5 mL por tubo; utilizando
tubos heparinizados para prevenir la coagulacién de la sangre. Estos tubos también contienen
otras sustancias para inhibir la actividad enzimdtica como el fluoruro calcico o el oxalato
potasico.

Las muestras extraidas deben identificarse y rotularse inmediatamente y conservarse a 42C tan
pronto como sea posible.

Si el objetivo de la extraccién incluye la deteccién de sustancias desconocidas se recogera un
volumen de 5 mL en una jeringa sin anticoagulante para poder separar suero.

Los recipientes utilizados en la extraccién deben ser productos sanitarios de un Unico uso que
en ninguna circunstancia deben enjuagarse con alcohol u otros disolventes orgdnicos. *°

4.1.3. Pelo
La naturaleza Unica de la estructura del pelo permite detectar sustancias en un periodo muy
amplio de tiempo -de dias hasta meses- desde la Ultima exposicidon, ademds su posible
adulteracidn es bastante improbable.

El pelo es una superficie hidréfoba compuesta de células queratinizadas. El interior esta
compuesto de proteinas fibrosas, en su mayoria a-queratina (muy higroscépica), junto a
melanina, minerales y polimeros derivados de la tirosina en mayor proporcion.

Se ha establecido que el pelo crece a una velocidad de 0,6-1,4 cm al mes dependiendo de
caracteristicas propias de cada individuo. En el crecimiento se han establecido tres fases:
crecimiento (4-8 afos) desde el foliculo piloso, latencia (varias semanas) y telégena o de caida
(4-6 meses). Se estima que en un adulto hay 5 millones de foliculos, de los que un millén estan
en la cabeza. ?°

Se cree que existen tres mecanismos para la incorporacion de sustancias de abuso en el pelo:

. Difusion pasiva desde los capilares sanguineos que riegan las células germinativas de los
foliculos pilosos

. Sudory secreciones en la zona del cuero cabelludo

. Depdsito de drogas que se encuentran en el ambiente

Esta ultima puede dar lugar a falsos positivos y es por ello por lo que debe lavarse
adecuadamente una muestra de pelo antes de realizar ningun andlisis.

14
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La incorporacion de las drogas a la matriz del pelo ocurre de la misma manera que en el resto
de los tejidos, las moléculas lipéfilas no ionizadas atraviesan facilmente la barrera lipidica
siguiendo una difusién pasiva a favor de gradiente de concentracion.

El pH en el interior de las células de queratina es mas acido que el fisioldgico (en torno a 3-5),
lo que favorece que sustancias basicas como la heroina, morfina, cocaina y anfetaminas, entre
otras, difundan y una vez en su interior se ionicen por el bajo pH, lo que favorecera la unién a
los extremos carboxilicos de la melanina presente en el pelo.

Ocurre lo contrario en moléculas acidas como el A-9-tetrahidrocannabinol, ya que estas se
encuentran ionizadas a pH fisioldgico.

Esto permite la acumulacidn de sustancias a lo largo del tiempo, permitiendo conocer el perfil
de consumo (exposicion) de drogas del individuo.

Como inconveniente, se ha observado que los tratamientos capilares como el tinte,
decoloracién o rizado permanente que consisten en bases fuertes, pueden dafiar la cuticula y
melanina del pelo o incluso degradar las moléculas de las drogas que se encuentren en este. ®

Después de varios estudios realizados en poblacidn consumidora de drogas de abuso, no se ha
podido encontrar correlacién exacta entre las concentraciones detectadas en el pelo con la
dosis consumida por estos individuos. Lo que si se ha observado en estos estudios es que las
concentraciones medias obtenidas si que se corresponden con un consumo alto, medio o bajo
de drogas de abuso, lo que permite acotar la frecuencia de la exposicion y si se realiza a dosis
altas o bajas.?°

Para el consumo croénico del alcohol, es posible detectar los metabolitos etilglucurénido (EtG) y
los ésteres etilicos de los dcidos grasos en el cabello.”

Toma de muestra

Se recomienda tomar la muestra de la zona occipital del cuero cabelludo ya que esta zona es la
gue presenta mayor estabilidad en velocidad de crecimiento, y estd menos afectada por
factores de edad o sexo.

Para el andlisis, el mechdn se trocea en segmentos de longitud variable, dependiendo de los
requerimientos del caso, manteniendo siempre una longitud minima de 1 cm, ya que, trozos
inferiores no permitirian resultados seguros y precisos durante el periodo del mes que nos
interesa. 2°

4.1.4. Saliva
Debido al gran incremento en el consumo de opioides sintéticos en EEUU 3, cientificos del
departamento de Ciencias Forenses de la Universidad de Houston, Texas desarrollaron un
estudio para establecer un protocolo valido internacional para la deteccidn de estas sustancias
en saliva. Para ello utilizaron columnas de extracciéon de fase sdlida y un cromatdgrafo de
liquidos con espectrémetro de masas incorporado.

Para analizar las muestras de saliva, se toma una pequefia cantidad del fluido y se mezcla con
solucién tampodn y solucidn de patrdn interno (ISTD por sus siglas en inglés) para obtener la
concentracion deseada. Esta solucidn se hace pasar a través de las columnas por gravedad, y
después de aclarar con agua destilada y acido acético y lavar con hexano después de dejarlo
secar, las moléculas acidas se eluyen utilizando acetato etilico y las moléculas basicas,
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utilizando diclorometano: isopropanol: hidréxido de amonio (80:20:5), lavando con metanol
entre medias.

1 2 3 4

LR RS
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o
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5
% f"‘f

Acandicionamiernto Aplicacion Lavado
de la muestra mterferencias

Elucion

Figura 7. Pasos de extraccion en columna de fase sélida

Los eluatos obtenidos se introducen a través del inyector en un cromatografo de liquidos (HPLC)
y posteriormente se analizan en un espectrémetro de masas. 2!

Toma de muestra

Se frota enérgicamente un hisopo de algoddn durante aproximadamente 60 segundos en la
cavidad oral del individuo, por la zona interna de las mejillas y con cuidado de no tocar los
dientes.

Algunas situaciones psicofisicas individuales, como la ansiedad, ciertas patologias o
tratamientos farmacolégicos pueden reducir o inhibir la produccién de saliva y hacer imposible
recoger la muestra.?!

4.2. Trazabilidad y autenticidad de las muestras
Es importante el proceso de toma de muestras, pero también |la cadena de custodia y cumplir
con todos los procesos legales vigentes para asegurar la autenticidad de la muestra. Lo principal
en un laboratorio de andlisis toxicologico es asegurar que el personal responsable de la
extraccidn, conservacion y traslado de las muestras se encuentre adecuadamente entrenado y
capacitado.?

Esto es debido a la practica frecuente por parte de los individuos que van a ser sometidos a
analisis, de intentar adulterar y enmascarar las pruebas para evitar resultados positivos.

Dentro de la adulteracién de pruebas, generalmente las de orina, diferenciamos dos tipos:

. Sustancias afiadidas a la muestra, capaces de interferir con el cribado y el analisis
confirmatorio, ricas en vitaminas y azUcares complejos.

. Ingesta de grandes volumenes de liquidos y/o sustancias diuréticas con el fin de diluir
las concentraciones de las sustancias buscadas en la orina.

Esto ultimo ocurre con el A-9-tetrahidrocannabinol, que puede diluirse facilmente para
mantener concentraciones en orina por debajo del valor umbral del anélisis de cribado.*3

Hay otras sustancias como la cocaina, anfetaminas y opidceos, que por su abundante presencia
en orina (hasta 10 veces el valor umbral) no permiten el enmascaramiento por dilucidn. En estos
casos, es habitual la técnica de sustitucion (llamada coloquialmente “cambiazo”) en la cual el
individuo investigado entrega como muestra una sustancia no biolégica, como suero fisiolégico
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enriquecido conocido como “orina sintética”?3, o una muestra de otro individuo que no ha
consumido ninguna sustancia.®

En el caso de producirse una sustitucién fraudulenta por parte del individuo al que se le ha
requerido la muestra, el laboratorio de toxicologia forense podria rapidamente determinar que
la muestra no es de origen humano mediante andlisis de pH, densidad, creatinina y grupos
adulterantes oxidantes como nitritos, cromatos y enzima peroxidasa.

En la siguiente tabla se recogen las diferencias entre los valores normales de una muestra de

orina y los valores anormales obtenidos en muestras diluidas, sustituidas y adulteradas. 4,

Tabla 6. Valores normales en orina

Orina normal >22,5 mg/dL 5-7 1005-1035 <0,05 mg/dL
. - >5 mg/dL _
Orina diluida < 10 mg/dL >7 =1000
Orlna_sus’t{tulda o <2 me/dL 4-10 <1000 i
sintética
Orina adulterada - <30211 <1000 5 mg/dL

Fuente: L. Antonilli, P. Nencini

4.3. Cadena de custodia

Previo al analisis de una muestra, se lleva a cabo la fase preanalitica, en la cual, cada laboratorio
debe elaborar y cumplir un protocolo definido en guias e instrucciones en cuanto a toma,
tratamiento y transporte de muestras se refiere. Es un conjunto de normas y recomendaciones
gue garantizan la autenticidad e identidad de una muestra. Estos protocolos estan basados en
los cddigos de Buenas Précticas de Laboratorio (BPL)? pero siguen siempre lo establecido en la
Ley Organica de regulacion de las normas para la preparacion y remisidén de muestras objeto de
analisis por el Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses, responsabilidad del
Ministerio de Justicia.??

El aspecto mas importante en la deteccidon de sustancias de abuso en muestras bioldgicas es
asegurar que la muestra analizada es en todo momento, y hasta la obtencién de resultados, la
muestra que se recogié y que esta no ha sido alterada, sustituida o manipulada.

Para que esto sea posible, es fundamental la correcta recepcién, registro y rotulado de las
muestras, que incluird como minimo nombre o ID (si se pretende mantener anonimato) del
individuo, facultativo que solicita, centro de andlisis, prueba solicitada, identificador del
personal que extrae, fecha, hora, etc. y el registro electrénico de todos los datos de
identificacion y condiciones de llegada de la muestra. También es obligatorio indicar si hay
riesgo potencial de infeccién en el manejo de una muestra (ej. sangre VIH positiva)

Todos estos procesos estan normalizados mediante el uso de formularios impresos, que deben
ser revisados y firmados por cada individuo que haya entrado en contacto con la muestra, para
después ser conservados el tiempo establecido por la ley.

Distinguimos tres tipos de cadenas de custodia:

. Cadena de custodia abierta: el seguimiento y tratamiento de las muestras estd
intervenido por diferentes organismos y entidades que pueden trabajar bajo diferentes
normas.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.
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. Cadena de custodia cerrada: todo el proceso desde la toma de la muestra hasta la
obtencién del resultado esta controlado por una misma organizacién (generalmente, un
mismo laboratorio)

. Cadena de custodia mixta: es la mds habitual, es un tipo de cadena cerrada en la que el
proceso estd controlado por Unico organismo, pero reciben ayuda por parte de terceros:
transportistas, logistica, etc.

Las muestras deben almacenarse en condiciones de luz y temperatura éptimos para asegurar
la estabilidad de estas y los analitos que contienen.

El transporte de las muestras debe mantener una temperatura de entre 4 y 8 2C para evitar la
ruptura de la cadena de frio, excepto en los casos de muestras de pelo, que pueden mantenerse
a temperatura ambiente.?®

Previa a la recoleccion de la muestra es necesario el consentimiento firmado por parte del
individuo al que se le van a tomar las muestras.®

5. Conclusiones

El consumo de sustancias de abuso, entre las que incluimos sustancias como el alcohol, tabaco
o cannabis, sigue siendo una actividad frecuente en la sociedad actual, y que se ha mantenido
durante los afios. Ademas, recientemente, se han detectado picos en las muertes por
sobredosis de analgésicos de nueva sintesis, especialmente en EEUU. Aunque las principales
sustancias que se buscan en muestras bioldgicas han cambiado poco durante el tiempo,
también es importante que avancen las técnicas de anadlisis segun aparecen nuevas sustancias
y métodos de enmascaramiento.

Es por ello por lo que se requiere un método validado y preciso para la deteccidon de estas
sustancias en las muestras bioldgicas de un individuo. Desde el primer analisis o prueba inicial,
es importante tener dispositivos especificos y sensibles en los puntos donde se realizan, y
homologados por organismos oficiales para asegurar un correcto cribado entre las personas
gue se someten a estas pruebas, como ocurre en los test de alcoholemia y de drogas que se
realizan en los controles de la Guardia Civil.

En caso de obtener positivos a pruebas iniciales, es crucial realizar un segundo analisis que de
un resultado confirmatorio inequivoco y que, idealmente, sea poco invasivo, como un analisis
de orina.

Un resultado positivo en una prueba inicial no proporciona informacién sobre cantidad, tiempo
ni via de exposicion a la sustancia. Tampoco confirma con certeza que la exposicién se haya
producido, pudiendo dar un resultado falso positivo por interferencias o reactividad cruzada, o
incluso un error en la toma de la muestra.

Un resultado negativo en una prueba inicial indica no exposicién a la sustancia de interés. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta el tiempo de eliminacidn de dicha sustancia; por lo tanto, un
resultado negativo no significa necesariamente que el individuo no se haya expuesto.
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