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RESUMEN







El uso de matrices biolégicas alternativas en el &mbito de la Toxicologia
Clinica y Forense se ha incrementado de forma significativa en los ultimos
afos. Estas matrices complementan la informacién obtenida con el analisis de
las matrices biolégicas tradicionales (sangre y orina), y presentan una toma de
muestra menos invasiva y mas sencilla. El pelo es una matriz biolégica
alternativa muy util debido a su amplia ventana de deteccion, de meses o
incluso afos, lo que permite realizar el estudio retrospectivo del consumo y
establecer el perfil cronoldgico del mismo. Sin embargo, se requieren métodos
analiticos suficientemente sensibles para su analisis toxicologico, ya que las
concentraciones encontradas en esta matriz bioldégica suelen ser bajas (del
orden de pg/mg). Por ello, uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido
el desarrollo y validacion de métodos multianalito que permitan la
determinacién simultdnea de varios grupos de sustancias en pelo. Se ha
desarrollado y validado un método de screening que permite la determinacion
simultanea de las principales drogas de abuso (opioides, cocaina y su principal
metabolito, cannabis, anfetaminas, dietilamida de &cido lisérgico (LSD) y
ketamina) y farmacos de uso comun (benzodiazepinas, antidepresivos e
hipnéticos) mediante la técnica de cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas en tdndem (LC-MSMS). Cabe destacar la inclusion
del A°-tetrahidrocannabinol (THC) en esta metodologia, empleando el mismo
procedimiento de extraccion y la misma técnica analitica que los utilizados para
la determinacién del resto de sustancias. También se ha desarrollado y
validado un método analitico para la determinacion simultanea de anfetaminas
clasicas y drogas emergentes con efectos estimulantes mediante LC-MSMS,
incluyendo ademas dos farmacos que producen como metabolito la piperazina
sintética 1-(3-clorofenil)piperazina (mCPP), por lo que es posible distinguir
entre el uso clinico e ilicito de esta sustancia. En ambos métodos se han
obtenido limites de cuantificacién (LOQ) al menos iguales a los recomendados

por la Society of Hair Testing (SoHT).

Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral fue la evaluacion de diferentes
factores que pueden influir en la interpretacion de los resultados analiticos en

pelo. Entre estos factores, se ha estudiado especialmente el efecto de la
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contaminacion externa y de los tratamientos cosméticos en diferentes casos

reales.

Por dltimo, se ha evaluado la utilidad del pelo como matriz biolégica para el
estudio de la exposicion fetal a drogas de abuso y farmacos. El analisis del pelo
materno presentd mayor sensibilidad para la deteccion de la exposicion
intradtero que la entrevista materna (a excepcién del alcohol), ya que esta
matriz permite la identificacion objetiva del consumo por parte de la madre.
Asimismo, el cabello materno permitié identificar un mayor namero de casos
positivos en comparacion con otras matrices biolégicas (meconio, placenta y
cordon umbilical), debido a su amplia ventana de deteccion que permite

estudiar la exposicion durante todo el embarazo.
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The use of alternative biological matrices in the field of the Clinical and
Forensic Toxicology has significantly increased in the last years. These
matrices complement the information obtained with the analysis of the
traditional ones (urine and blood), and their sample collection is easier and less
invasive. Hair is a very useful alternative biological matrix due to its long window
of detection, months or even years, which allows performing retrospective study
of drug consumption and its chronological profile. However, sensitive analytical
methodologies are required for its toxicological analysis, due to the low
concentrations found in this matrix (around pg/mg). Thus, one of the aims of this
Doctoral Thesis was the development and validation of multianalyte methods
that allow the simultaneous determination of several groups of substances in
hair. A screening method was developed and validated for the main drugs of
abuse (opioids, cocaine and its main metabolite, cannabis, amphetamines, LSD
and ketamine) and commonly wused medicines (benzodiazepines,
antidepressants and hypnotics) by LC-MSMS. It should be pointed out the
inclusion of THC in this methodology, using the same extraction procedure and
detection technique as those used for the determination of the rest of
substances. Also an analytical method was developed and validated for the
determination of classical amphetamines and stimulant new psychoactive
substances (synthetic cathinones and piperazines) by LC-MSMS. Two
medicines, which produce mCPP (piperazine) were also included in this
methodology, to distinguish between the clinical and illicit use of mCPP. LOQ
values obtained in both methods were at least equal to those recommended by
SoHT.

Another aim of this Doctoral Thesis was the evaluation of different factors that
may influence interpretation of hair analytical results. Among these factors, the
effect of external contamination and cosmetic treatments were particularly

studied in different real cases.

Finally, the usefulness of hair as a biological matrix for the study of in utero drug
exposure to drugs of abuse and medicines was evaluated. Hair analysis

showed a better sensitivity for the detection of in utero exposure than the
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maternal interview (except for alcohol), as this matrix allows an objective
identification of maternal consumption. Also, maternal hair identified more
positive cases in comparison with other biological matrices (meconium,
placenta and umbilical cord), due to its long window of detection that allows

studying the exposure throughout the pregnancy.
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1. INTRODUCCION







1.1.ASPECTOS GENERALES
1.1.1. Epidemiologia del consumo de drogas

El consumo de drogas ha estado presente a lo largo de la historia de la
humanidad, y continua siendo un grave problema. A nivel mundial, la UNODC
(United Nation Office on Drugs and Crime) determiné en su “Informe mundial
sobre las drogas” de 2014 [1] que el uso de drogas ilicitas parece haberse
estabilizado en los dltimos afios en los paises desarrollados, aunque continta
en aumento en varios paises en desarrollo. Se estima que unos 243 millones
de personas del total de la poblacion mundial adulta (entre 15 y 64 afios) han
consumido drogas ilegales al menos una vez en el Ultimo afio, es decir, un
5,2% del total de la poblacion mundial en esa franja de edad. De todas ellas, se
ha observado un aumento de prevalencia en el consumo de cannabis (2,7-
4,9% de la poblacion mundial) y opioides (0,6-0,8%) desde el afio 2009,
mientras el resto de sustancias permanecen con una prevalencia estable o en
ligero descenso (0,3-1,2% para los estimulantes tipo anfetamina, 0,28-0,43%

para los opioides y 0,30-0,45% para la cocaina).

En ese mismo informe se estima, ademas, que entre un 10% a un 15% de los
consumidores adultos de drogas ilicitas a nivel mundial (0,34-0,83% de la
poblaciébn adulta mundial) se podrian clasificar como consumidores
problematicos. Los consumidores probleméaticos son usuarios frecuentes y
dependientes, que han sufrido las consecuencias sociales y de salud derivadas
del consumo de drogas, que tienden a ser consumidores crénicos, y presentan
mayor morbilidad y mortalidad. Ademas se encuentran estigmatizados y
marginados socialmente en mayor medida que el resto de los consumidores.
Los opioides son el grupo drogas ilegales que mas consumidores

probleméticos generan a nivel mundial, pese a no ser el grupo mas empleado.

A nivel europeo, la prevalencia de consumo de las distintas drogas de abuso
varia en relacion a las observadas a nivel mundial. En el Informe Anual de 2015
de la EMCDDA (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction) [2],
destaca el cannabis como la droga ilegal que presentd mayor prevalencia de
consumo durante el ultimo afio en la poblacion adulta (5,7%), seguido de la
cocaina (1,0%), el éxtasis (0,6%) y las anfetaminas (0,5%). Sin embargo, y al
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igual que a nivel mundial, la droga asociada a un mayor numero de
consumidores problematicos fueron los derivados opioides (0,4% de

consumidores problematicos).

En Espafia, la prevalencia de consumo en la poblacion adulta en el dltimo afio
sigue un patrén similar al observado a nivel europeo, siendo el cannabis la
droga con mayor prevalencia (9,2%), seguida de cocaina (2,2%), éxtasis
(0,7%), anfetaminas (0,6%) y opioides (0,1%) [3]. Sin embargo, la prevalencia
de consumo de cannabis y cocaina en Espafia es significativamente superior a
la encontrada a nivel europeo. La prevalencia en la poblacion adulta durante el
ultimo afio en Espafia es la mayor de toda Europa para el consumo de cocaina,
y figura como el segundo pais europeo con mayor prevalencia de consumo de
cannabis, por detras de Italia [2]. A pesar de ello, se observa una estabilizacion,
e incluso un descenso, tanto del consumo de cocaina como de cannabis, asi
como de sus problemas asociados, tras muchos afios de aumento continuado
en relacion a los valores de prevalencia obtenidos en encuestas realizadas con

anterioridad [3].

En el dltimo informe del OED (Observatorio Espafiol sobre Drogas) disponible
del afio 2013 [3] se exponen los resultados bianuales de varias encuestas
(Encuesta Domiciliaria sobre Alcohol y Drogas en Espafia (EDADES), Encuesta
Estatal Sobre el Uso de Drogas en Ensefianzas Secundarias (ESTUDES) y
Encuestas Estatales a Personas Admitidas a Tratamiento por Heroina o
Cocaina) e indicadores sobre el uso de drogas en Espafia (registro del nimero
de tratamientos, urgencias y mortalidad, datos sobre las infecciones por VIH y
las conductas de riesgo en consumidores de drogas, e indicadores sobre
control y la oferta de drogas). En los resultados de este informe destaca el
ligero aumento del consumo de las sustancias legales (tabaco, alcohol e
hipnosedantes) y la disminucion de las ilegales. Entre las drogas ilegales, el
cannabis continta siendo la droga mas consumida en Espafia, aunque con una
tendencia descendente o de cierta estabilizacion, con valores de prevalencia de
consumo diario del 1,9%. La prevalencia de consumo alguna vez en la vida
también muestra una estabilizacion con valores del 29,0% en 2003 y del 30,4%
en 2013. Ademas, a partir de 2002 se ha observado un aumento en la

percepcion del riesgo ante el consumo de esta droga, tanto entre los
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estudiantes de 14 a 18 afios, como en la poblacién adulta, y ha disminuido la
percepcion de la disponibilidad del cannabis, sobre todo entre los estudiantes.
La prevalencia de consumo sigue siendo mayor entre los hombres, con una
mayor proporcion que las mujeres en todos los grupos de edad, aunque estas
diferencias relativas se reducen en los ultimos afios entre los jovenes. El
cannabis causa un 2,2% de consumo problematico entre los consumidores

adultos y un 3,9% entre los jovenes (15-18 afos).

La cocaina como la droga ilegal que genera un mayor niumero de problemas en
Espafia. Si bien cabe resaltar que hasta 2004-2005 todos los indicadores
mostraban de forma consistente un aumento en su consumo, en los ultimos
afos han aparecido algunas evidencias que podrian indicar una disminucién en
la prevalencia anual de consumo entre la poblacion de 15-64 afios (2,7% en
2003 a 2,1% en 2013). La prevalencia de consumo continta siendo unas 3,5
veces mayor entre los hombres comparado con las mujeres. No obstante, en
este informe se destaca un cambio en la forma de consumo, con un incremento
muy acusado a partir del 2007 del consumo de la cocaina fumada (conocida
como cocaina-base o base), tradicionalmente relacionada con los usuarios de

heroina, en sustitucién de la cocaina en polvo.

La tendencia que sigue la heroina muestra una estabilizacién en los ultimos
afios, tanto en la prevalencia como en los problemas relacionados con la
misma y el nimero de consumidores problematicos. Si bien a partir del afio
2003 se observo un ligero repunte en la prevalencia (0,9% de consumidores
alguna vez en la vida), los valores han vuelto a estabilizarse en los ultimos
afos entorno al 0,6% de consumidores alguna vez en la vida. Ademas, la
proporcién de urgencias hospitalarias relacionadas directamente con el uso de
drogas ilegales en las que se menciona la heroina se estabilizé entorno a un
21% y la prevalencia de consumo en los ultimos 12 meses en la poblacién
entre 15 y 64 afios ha permanecido estable en el 0,1% desde 1999. Por otra
parte, continta descendiendo el uso de la via inyectada como principal via de
consumo de esta droga, siendo sustituida por la via pulmonar, de modo que el
porcentaje de tratados por primera vez en la vida por consumo de heroina por
via intravenosa como via principal ha descendido de un 50,3% en 1991 a un
12,8% en 2007. Este descenso ha repercutido en una gran disminucion en el
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namero de nuevos diagnosticos de VIH entre los consumidores de drogas
inyectables. A pesar de estos datos, una proporcion muy alta de los usuarios
de drogas por via intravenosa estan infectados por VIH (20-30%), por el virus
de la hepatitis B (20-35%), o por el virus de la hepatitis C (65-90%) [4].

Los estimulantes tipo anfetamina incluyen a varias sustancias relacionadas
estructuralmente que presentan efectos estimulantes sobre el sistema nervioso
central (anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilendioxianfetamina, 3,4-
metilendioximetanfetamina, N-metildietanolamina, etc). Estas sustancias
muestran una prevalencia de consumo, tanto en la poblacion adulta como entre
los estudiantes, que desciende lentamente desde 2000-2001. Ademas, son
consumidas de forma bastante esporadica, por lo que los problemas originados
por su consumo son escasos, y tanto el nimero de urgencias hospitalarias
como el de muertes se han mantenido estables desde 2000. De hecho, la
prevalencia de consumo en la poblacion adulta en los ultimos 30 dias se

encuentra en un 0,3% (en 2011).

Dentro del grupo de los denominados alucindgenos se incluyen una serie de
sustancias con propiedades propiamente alucinégenas, como el LSD
(dietilamida de &cido lisérgico), y otras sustancias con propiedades disociativas,
como la ketamina. La prevalencia de consumo de estas sustancias es muy baja
(2,9% de la poblacion entre 15-64 afios los habia probado alguna vez en la
vida, pero so6lo el 0,2% los habian consumido en el ultimo mes segun el informe
del OED de 2013) y parece estabilizada o en descenso. La prevalencia anual
de consumo se mantiene estable para la poblacién adulta desde 1999, en torno
a un 0,6%.

Destaca también el consumo de las drogas legales (tabaco, alcohol y
medicamentos hipnosedantes), debido a que son facilmente accesibles. El
tabaco ha mantenido una prevalencia estable hasta el 2003, afio en que estos
valores comenzaron a descender. Un 47,8% de la poblacién adulta habia
fumado en los ultimos 12 meses segun los resultados obtenidos en la encuesta
de 2003, mientras que en 2013 este valor fue del 40,7%. Este descenso
también se observa en la prevalencia de consumo en la poblacion adulta en los
altimos 30 dias (42,9% en 2003 a 38,3% en 2013), y en el consumo diario
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(36,7% en 2003 a 30,8% en 2013) [3]. La edad media de inicio del consumo se
encuentra entorno a los 16,5 afios, y la edad media de inicio en el consumo
diario esta en los 18,6 afios. En funcion del sexo, los datos de prevalencia
continlan siendo mas altos para los hombres que para las mujeres en la
poblacion adulta, sin embargo, en los jovenes de 15-24 afios las diferencias
intersexuales se reducen mucho (28,7% en hombres y 24,8% en mujeres). Si
bien, los hombres fuman mas cigarrillos de media que las mujeres, 14,6 y 12,3,

respectivamente.

El alcohol es la sustancia que ha consumido alguna vez en la vida un mayor
porcentaje de la poblacion entre 15 y 64 afios, ya que se estima que un 90,9%
lo han probado alguna vez, un 76,6% lo han consumido en el ultimo afio, y un
62,3% en el Ultimo mes. La edad de inicio de su consumo es muy similar a la
observada para el tabaco, ya que los jovenes inician el consumo a los 16,7
afos. Si bien todos los grupos de edad realizan fundamentalmente un consumo
de fin de semana, esa diferencia en el consumo es especialmente relevante en
el caso de los jovenes de 15-34 afios. La prevalencia del consumo diario en el
altimo mes mostro estabilidad hasta el 2005 y, posteriormente, se observo un
descenso en el consumo (14,9% en 2005 y 9,8% en 2013); sin embargo, se
observé una diferencia significativa entre la prevalencia en los hombres
(15,3%) y en las mujeres (5,0%). El porcentaje de intoxicaciones etilicas entre
la poblacién adulta en los dltimos 12 meses fue del 19,3%, siendo mucho
mayor entre los hombres de 15 a 34 afios (41,3%). En relacién al binge drinking
o consumo de alcohol en “forma de atracon” (5 o mas bebidas en hombres y 4
0 mas en mujeres en un intervalo de 2 horas), fue realizado por 15,5% de la
poblacién entre 15 a 64 afios en el ultimo mes, principalmente en fin de
semana, obteniéndose la mayor prevalencia entre el grupo de adultos jovenes
de 15 a 29 afios. Ademas, se estima que un 4,9% de la poblacién de 15 a 64
afios tiene un consumo problematico de alcohol y un 0,4% una posible

dependencia [3].

Otras sustancias incluidas dentro de las drogas legales son los medicamentos
hipnosedantes, tanto tranquilizantes como somniferos, siendo los mas
habituales los pertenecientes al grupo farmacolégico de las benzodiacepinas.
Un 22,2% de la poblacion entre 15 y 64 afios los han consumido alguna vez en
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la vida, principalmente en forma de tranquilizantes, mientras que en 2005 este
porcentaje era del 8,7% [3]. Pese al ascenso de su prevalencia en los ultimos
afos, en la mayoria de los casos se adquieren bajo prescripcion médica. La
prevalencia anual de consumo observada en 2011 en la poblacién adulta fue
de un 11,4%, el doble de lo registrado en 2005; no obstante, s6lo un 1,2% se
trataba de consumo sin preinscripcion meédica. El consumo sin receta de estos
medicamentos suele estar relacionado con los consumidores de cocaina y/o
heroina, de tal forma que en una encuesta realizada en 2003-2004 se observo
que un 25,6% de los admitidos a tratamiento por consumo de cocaina y un
47,0% de los admitidos a tratamiento por consumo de heroina, o heroina y
cocaina, habian consumido algun hipnosedante en el mes previo a su ingreso
[4]. Estas sustancias son mayoritariamente consumidas por mujeres,
duplicando el porcentaje de hombres que las consumen (16,0% y 8,5%,
respectivamente en el Gltimo afio) y siendo el Unico grupo de drogas en el que
la prevalencia de consumo es mayor en las mujeres que en los hombres. La
mayor prevalencia de consumo en el Gltimo afio se observa entre las mujeres
entre 35y 64 afnos (19,8%) [5].

Por ultimo, cabe destacar que el informe EDADES [5] publicado con los datos
recogidos entre los afios 2011-2012, se incluye por primera vez preguntas
relacionadas con las nuevas drogas emergentes, cuya expansion se encuentra
fuertemente relacionada con su comercio por Internet. La venta de estos
productos se realiza mayoritariamente a través de tiendas online, aunque
también es posible encontrarlos en ciertos establecimientos denominados
smart shops (tiendas dedicadas a la venta de parafernalia relacionada con las
drogas). Dentro de las drogas emergentes se incluyen multiples sustancias con
gran diversidad quimica y estructural, que han aparecido en el mercado en los
ultimos afos como sustitutos “legales” a los compuestos psicoactivos
tradicionales controlados por las autoridades, como el cannabis, las
anfetaminas, la cocaina, el LSD o los opiaceos [6]. Estas sustancias pueden
presentarse al consumidor en forma de polvo o sobre preparados herbales que
también pueden presentar alguna actividad psicoactiva. Destacan entre los
mas conocidos los cannabinoides sintéticos, las catinonas sintéticas y las

piperazinas sintéticas. Los cannabinoides sintéticos son moléculas inicialmente
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disefiadas como potenciales medicamentos por su actuacion en los receptores
CB1 y CB2, sobre los que ejerce su efecto el THC (A%-tetrahidrocannabinol),
principal componte activo del cannabis. Estos compuestos se venden como
inciensos 0 ambientadores, que contienen productos “naturales” y “no ilegales”,
pero con efectos psicotropicos similares a los producidos por el cannabis. Las
catinonas sintéticas son derivados de la catinona, sustancia presente de forma
natural en la planta Catha edulis, y con actividad estimulante tipo anfetamina.
Estos compuestos suelen venderse en forma de “sales de bano”, y en el
envase se suele indicar que no son aptas para el consumo humano. También
se han detectado preparados con compuestos analogos a la psilocina y a las
piperazinas con efectos alucinégenos [7]. La aparicién de estos productos en
Europa data de finales del afio 2008, cuando se detectd la venta de
preparaciones herbales con efectos psicoactivos denominadas Spice en varias
paginas de Internet, pero no fue hasta el afio 2009 cuando el equipo de
Auwarter et al. [8] determinaron que los efectos psicoactivos de estas mezclas
herbales eran atribuibles a los cannabinoides sintéticos. A partir de entonces el
EMCDDA comenzé a realizar el control y monitorizacion de la venta y consumo

de estas nuevas sustancias [9].

En la dltima encuesta EDADES [3] se pregunta por el consumo de 11 tipos
diferentes de estas nuevas sustancias entre la poblacion adulta alguna vez en
la vida. Se incluyen: setas magicas, ketamina, GHB (gammabhidroxibutirato),
salvia, Spice, Nexus, mefedrona, piperazinas, legal highs, research chemicals y
esteroides anabolizantes. La prevalencia de consumo varia entre un 1,9% para
las setas magicas y un 0,0% para los legal highs y las piperazinas, alguna vez
en la vida. En conjunto, la prevalencia de estas sustancias es de un 3,0%, pero
cabe destacar que un 74,1% de los encuestados nunca habian oido hablar de
ellas. El 69,2% de los consumidores de estas nuevas sustancias son
consumidores también de otras drogas ilegales. Ademas, un 78% realiza un
policonsumo experimental de las nuevas drogas, habiendo probado 5 o mas de

estas sustancias [3].

El policonsumo es un factor importante que debe tenerse en cuenta al estudiar
la prevalencia de las diferentes drogas, ya que en estos casos una misma

persona consume varias sustancias psicoactivas, tanto legales como ilegales,
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de manera simultdnea durante el mismo periodo de tiempo. El alcohol y el
cannabis son las sustancias que se consumen en mayor medida en forma de
policonsumo. El alcohol esta presente en el 90% de los policonsumos, y se
asocia con una mayor prevalencia de consumo de otras drogas cuando se
realiza en forma de binge drinking, mientras que el cannabis esta presente en
el 90% de los policonsumos de sustancias ilegales [3]. En la Tabla 1 se reflejan
los porcentajes de consumo de otras drogas en consumidores habituales de

cannabis, cocaina, éxtasis o heroina entre las personas de 15 a 64 afos.

TABLA 1. Porcentaje de policonsumo en consumidores de cannabis, cocaina, éxtasis y
heroina en los ultimos 12 meses en la poblacidn de 15 a 64 afios (2011, Espafia) [5].

Consumidores | Consumidores [ Consumidores [ Consumidores
de cannabis de cocaina de éxtasis de heroina
Alcohol 94,4 98,2 97,2 94,5
Tabaco 84,0 87,8 87,7 100,0
Hipnosedantes 13,6 19,3 18,2 73,8
Cannabis 100,0 81,5 84,7 90,3
Cocaina 19,2 100,0 65,0 56,7
Extasis 6,0 19,6 100,0 24,7
Anfetaminas 5,0 18,0 51,4 37,1
Heroina 0,9 2,4 3,5 100,0
Alucindgenos 3,7 9,9 29,7 24,7

1.1.2. Matrices bioldgicas clasicas y alternativas en Toxicologia

Debido a que cada matriz biolégica proporciona una informacion
diferente, es necesario seleccionar correctamente la matriz a analizar en
funcion del proposito para el que se realiza dicho analisis [10].
Tradicionalmente, matrices biologicas como la sangre y la orina se han

empleado en la realizacion de los analisis de rutina debido a su disponibilidad y
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caracteristicas. A estas dos matrices bioldgicas se las conoce por ello como
matrices bioldgicas clasicas.

La sangre (y por similitud el plasma y el suero) permite establecer una
correlacion entre la concentracion hallada para una sustancia con los efectos o
sintomas producidos sobre el individuo en el momento de la toma de la
muestra. No obstante, la vida media de la mayoria de las sustancias en sangre
es inferior a las 24 horas, lo que limita su utilidad cuando la toma de muestra se
efectlla con retraso 0 se requiere conocer un consumo pasado. Ademas, la
toma de muestra es invasiva y por ello requiere personal especializado para su
recoleccion, cuando se realiza fuera del ambito hospitalario. Numerosos
métodos analiticos emplean sangre o alguno de sus derivados (plasma o
suero) para la determinacion de las principales drogas de abuso [11-15],

farmacos o alcohol [16-18].

La orina es producida continuamente por el riibn como un ultrafiltrado de la
sangre, y mediante su produccion son eliminados el exceso de agua y
productos de desecho producidos por el cuerpo. La composicién y cantidad
diaria producida varian considerablemente en funcién de la cantidad de liquidos
ingeridos, la dieta, el estado de salud, el uso de ciertos medicamentos y las
condiciones ambientales. La orina es la muestra mas utilizada para el cribado o
screening en los analisis toxicolégicos, en preferencia a la sangre debido a sus
caracteristicas: las concentraciones de los compuestos diana y sus productos
de biotransformacion (metabolitos) son mayores; el volumen de muestra
disponible suele ser mayor; la toma de muestra no resulta cruenta; y su
ventana de deteccion es superior (dias en lugar de horas). Ademas, existen
numerosos sistemas de automatizacion disponibles en el mercado para la
realizacion de inmunoensayos que permiten la deteccion cualitativa de las
principales familias de las drogas de abuso, utilizando esta matriz biolégica, de
manera rapida y con poca manipulacion de la muestra. Sin embargo, las
concentraciones encontradas en orina no pueden correlacionarse con el efecto
producido sobre el individuo, permitiendo simplemente identificar la exposicion
a la/s sustancia/s. Hay que tener en cuenta que su adulteracion es sencilla y,
por ello, la toma de muestra debe ser realiza bajo supervision, lo que conlleva

una invasion de la intimidad del individuo [19-21]. Por todo lo anterior,
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habitualmente los analisis de screening cualitativos se realizan en las muestras

de orina y los cuantitativos de confirmacion en sangre.

En las dltimas décadas otras matrices, denominas matrices bioldgicas
alternativas, han aportado una nueva herramienta para la interpretacion de los
resultados toxicolégicos. En general, estas matrices alternativas presentan
como ventaja sobre las matrices clasicas una toma de muestra menos invasiva
y mas sencilla, aportando ademas informacion no suministrada por las matrices
clasicas, debido a sus diferentes ventanas de deteccion. Como desventaja se
debe destacar las bajas concentraciones que suelen presentar en ellas los
compuestos y sus metabolitos, por lo que requieren el empleo de equipos
analiticos con una alta sensibilidad para su andlisis. Las principales matrices
alternativas son el pelo, el fluido oral, el sudor y el meconio; pero también
pueden incluirse en este grupo matrices menos utilizadas como los dientes, las

ufias, la placenta, el cordon umbilical, la vernix caseosa, etc [22].

El pelo fue la primera matriz alternativa en ser empleada en el campo de la
Toxicologia, siendo Baumgartner el primero en utilizarla en 1979 [23] para la
determinacion del abuso de opiaceos a través del analisis de pelo de ratones a
tratamiento con morfina y de personas con consumo habitual de heroina.
Desde entonces el numero de métodos analiticos desarrollados y sus
aplicaciones en Toxicologia se ha extendido, hasta convertir a este espécimen
en la matriz alternativa mas utilizada. La principal aportacion que supone la
utilizacién del pelo en el campo de la Toxicologia, frente a las matrices
tradicionales, es su amplia ventana de deteccién, ya que las drogas, una vez
incorporadas al pelo, no son eliminadas por el lavado del cabello y, por tanto,
permanecen en el interior del mismo meses o0 incluso afos.
Consecuentemente, la ventana de deteccion de esta matriz bioldgica sélo se ve
limitada por la longitud del mechén de pelo a analizar. Esta caracteristica
otorga la posibilidad de realizar estudios del patron cronolégico de consumo, al
analizar diferentes segmentos del pelo del mismo individuo. Ademas, la toma
de muestra es sencilla, ya que no requiere personal médico para su realizacion,
y es no invasiva, pudiendo ser facilmente supervisada para evitar la
manipulacion o adulteracion de la muestra. Siempre que fuese necesario

recoger una segunda muestra de caracteristicas similares a la inicial, ésta
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puede ser obtenida del mismo sujeto sin ningun problema. Sin embargo, en
aguellos casos en los que la muestra de cabello no estuviera disponible para su
recoleccion, debido por ejemplo a la calvicie, es posible el empleo de otro tipo
de pelo corporal, como el pubico, de axilas, brazos, piernas y barba. Por ultimo,
otra ventaja del uso del pelo como matriz biologica es que tanto su almacenaje
y como su transporte se realiza de una forma sencilla, sin necesidad de

ninguna medida de conservacion especial.

A nivel analitico, cabe destacar que los niveles de las drogas y sus metabolitos
en el pelo pueden ser muy bajos (del orden de los pg/mg), por lo que es
necesario el uso de métodos muy sensibles para su andlisis. En general, las
drogas sin metabolizar se detectan en mayor proporcion que sus metabolitos.
La interpretacion de los resultados obtenidos es compleja, y la posibilidad de un
falso positivo es elevada si no se realiza una adecuada descontaminacion

externa de la muestra.

El pelo, a diferencia de la orina, no permite la determinacion de un consumo
reciente; sin embargo, en la préctica, estas dos matrices son complementarias
en relaciéon a la informacion toxicolégica que proporcionan [22,24,25]. La
morfologia, la incorporacion de las drogas al pelo, los procedimientos para la
eliminacién de la contaminacion externa, etc seran objeto de una descripcion

en mayor profundidad en secciones posteriores de esta Tesis Doctoral.

El fluido oral es una matriz bioldgica alternativa cuyo uso ha ido ganando
relevancia en los Ultimos afos, sobre todo por su empleo en el analisis de
muestras de conductores para determinar la presencia de drogas o
medicamentos. El fluido oral también puede ser utilizado en casos de
determinacién del consumo de drogas en el lugar de trabajo y en Toxicologia

Clinica para la monitorizacién de farmacos [26].

El término “fluido oral” engloba todo fluido producido en la cavidad oral,
fundamentalmente compuesto por la mezcla de las secreciones de las tres
glandulas salivares mayoritarias (submandibular, parétida y sublingual), asi
como las secreciones de otras glandulas menores, restos de la mucosa oral y
otros fluidos presentes en la boca [22]. La mayoria de las drogas y farmacos
pasan desde la sangre hacia el fluido oral por difusion pasiva y, por ello,
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representan la fraccion libre no ionizada del plasma; es decir, las sustancias
que mayoritariamente se encuentran en fluido oral se corresponden con las
moléculas mas apolares, lo que generalmente equivale a una menor presencia
de metabolitos polares [27]. Para algunas sustancias es posible establecer una
correlacion entre la concentracion encontrada en el fluido oral, con la
concentracion de la fraccion libre de esa sustancia en el plasma [28-32]. Sin
embargo, la ingesta por via oral, intranasal o fumada puede ocasionar una
contaminacion de la cavidad oral con las sustancias consumidas y producir
concentraciones elevadas en el fluido oral, lo que alterara la correlacion entre la
concentracion de dichas sustancias en el fluido oral y en el plasma, y sus
efectos sobre el individuo. En esta matriz, a diferencia de la sangre, la toma de
muestra es un proceso incruento y no invasivo, y ademas es posible realizarla
bajo la observacion directa del sujeto sin intromision en su intimidad. La
ventana de deteccion es comparable a la de la sangre, por lo que permite

detectar un consumo reciente de las sustancias [33-35].

Para su analisis se requieren métodos analiticos con alta sensibilidad debido a
que las concentraciones de las drogas y metabolitos suelen ser bajas, el
volumen de muestra es limitado y en ciertas ocasiones es necesario reanalizar
una misma muestra. Debe tenerse en cuenta también durante la toma de
muestra que algunas drogas, medicamentos o situaciones patolégicas pueden
inhibir la secrecion de fluido oral de los individuos y, por tanto, la cantidad del

espécimen para la realizacion del analisis puede ser escaso [24].

Otra matriz alternativa empleada en el campo de la Toxicologia es el sudor. El
sudor es un liquido acuoso, claro e hipoténico, producido por dos tipos de
glandulas, ecrinas y apocrinas, localizadas en la epidermis. La funcién primaria
del sudor es la termorregulacion corporal y, por tanto, la cantidad producida
dependera en gran medida de las condiciones medioambientales. Su
componente principal en mas de un 99% es agua, con una alta concentracion
de cloruro soédico. La fraccion libre no ionizada de las drogas puede ser
excretada en el sudor, principalmente por un mecanismo de difusion pasiva.
Mediante el uso de parches semipermeables (que permiten el intercambio de
oxigeno, didéxido de carbono y agua, pero retienen las drogas) es posible

acumular el sudor producido por un individuo en un determinado periodo de
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tiempo (generalmente entre 1-14 dias), y estimar su consumo de drogas en esa
franja temporal [22]. Por ello, la ventana de deteccion del sudor es mayor a la
obtenida por el analisis de plasma u orina. Ademas, la toma de muestra es
poco invasiva y no interfiere con la privacidad del individuo sujeto a dicho
andlisis. El parche permite una rapida aplicacion y retirada, sin necesidad de
personal médico, y sus caracteristicas lo hacen dificimente manipulable o
adulterable. Sin embargo, debido a que no es posible determinar el volumen de
sudor acumulado en el parche durante el periodo de recogida de muestra, los
andlisis solo permiten obtener resultados cualitativos. Los analitos suelen
encontrarse en muy bajas concentraciones (del orden de ng/parche), por lo que
las determinaciones analiticas deben realizarse con equipos de elevada
sensibilidad [24,36]. Por todas estas caracteristicas, el empleo del sudor como
matriz bioldgica alternativa se reduce a la monitorizacion cualitativa del
consumo de drogas durante un periodo de tiempo determinado, como por

ejemplo en casos de monitorizacion de la abstinencia.

El meconio puede definirse como la primera materia fecal del neonato, y se ha
convertido en la matriz de referencia para la deteccién de la exposicion a
drogas por parte del neonato durante el embarazo. EI meconio estd compuesto
principalmente por agua, mucopolisacaridos, sales y acidos biliares, células
epiteliales y residuos de la ingestion del liquido amniotico por parte del feto
[37]. Su formacién comienza en torno a la semana 12 de gestacion y se
acumula en el intestino del feto hasta el nacimiento. Durante el tercer trimestre
(semana 28-40) su formacion aumenta, produciéndose el 75% del meconio en
las ultimas 8 semanas del embarazo [38]. Debido a esto, el meconio refleja
principalmente la exposicién durante el ultimo trimestre del embarazo, siendo
su ventana de deteccidn mayor a la proporcionada por la orina, y algo mayor a
la del pelo del neonato [39]. EI meconio es excretado por el neonato varias
veces al dia en los primeros 5 dias tras el parto, y la toma de muestra es
sencilla y no invasiva. En algunas ocasiones, el feto excreta el meconio
intraGtero, haciendo imposible su recoleccién. Desde el punto de vista analitico
es una matriz compleja con numerosas interferencias y, por ello, se requieren

meétodos analiticos muy sensibles para su determinacion.
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Las matrices bioldgicas alternativas son una herramienta muy util en el campo
de la Toxicologia debido a que amplian y/o complementan la informacién
aportada por las matrices clasicas al ampliar la ventana de deteccion y/o al
permitir una toma de muestra no invasiva. En la Figura 1 se pueden observar
las diferentes ventanas de deteccion de las matrices bioldgicas citadas

anteriormente.
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FIGURA 1. Comparaciéon de la ventana de deteccidn de las diferentes matrices
biolégicas.
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1.2.EL PELO COMO MATRIZ BIOLOGICA
1.2.1. Formacién y estructura

El pelo es un anexo de la piel caracteristico de los mamiferos, que esta
formado fundamentalmente por proteinas (65-95%, mayoritariamente
queratina), agua (15-35%), lipidos (1-9%) y minerales (< 1%) [40]. Realiza
numerosas funciones como son la termorregulacion corporal, la proteccion
frente a traumas externos y frente a la radiacion electromagnética, la captacion
de informacion sensorial y la dispersién de los productos secretados por las
glandulas anexas [41]. En funcion de su localizacion anatémica varia
considerablemente en tamafio y forma, asi como en color, textura y cantidad
entre los diferentes individuos. A pesar de ello, su estructura basica es la

misma [42].

El pelo es un tejido sélido muy complejo que se origina en los foliculos pilosos.
Estos foliculos estan anclados a unos 3-4 mm de la superficie de la epidermis,
y se encuentran vascularizados por una densa red de capilares que los rodean
[43]. La base de los foliculos pilosos esta formada por la papila dérmica, en
donde proliferan las células germinativas (queratinocitos y melanocitos). Esta
proliferacion es una de las mas rapidas que se producen en el cuerpo humano
en comparacion con otros tejidos. La elevada proliferacion de las células
germinativas en la papila dérmica obliga a la migracion hacia la superficie del
resto de las células formadas con anterioridad, que comienzan su
diferenciacion al ir ascendiendo, hasta la formacion del pelo maduro. Esta
diferenciacion se caracteriza fundamentalmente por un proceso de
queratinizacion, es decir, por la formacion de puentes disulfuro y la
deshidratacion celular, para finalmente formar el tallo piloso que emerge al

exterior [44].

El tallo piloso no es una fibra homogénea, sino que esta compuesto por tres
capas de células concéntricas que se denominan (desde el interior hacia el
exterior) médula, corteza y cuticula (Figura 2). La médula es la capa central y la
gue proporciona el diametro final al pelo en funcién de su tamafio. Puede llegar
a no estar presente en aquellos cabellos de menor diametro, mientras que en

otros casos, como por ejemplo en la barba, forma la capa mas compleja,
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llegando a constituir una doble médula. Las células que forman la médula estan
queratinizadas y deshidratadas, pero pobremente unidas, y presentan grandes
espacios rellenos de aire entre ellas. A continuacion, formando la capa
intermedia, se encuentra la corteza, que esta fuertemente adherida a la médula
y la rodea. La corteza es la capa que compone la mayor parte del tallo piloso, y
esta compuesta por largas células queratinizadas que, a su vez, se unen en
largas filas (de aproximadamente 100 um de largo) gracias a un cemento
especial denominado tegumento. Entre las células de la corteza existen
pequefios espacios que se encuentran rellenos de aire, denominados fusi. Es
en las células de la corteza donde se acumulan los granulos de pigmentos que
proporcionan al pelo su color, el cual varia en funcién del tipo, cantidad y
distribucion de dichos pigmentos. La melanina es el principal pigmento del pelo
y se forma en unas células especiales denominados melanocitos. La ultima
capa que conforma el tallo piloso es la cuticula. Esta recubre a las anteriores y
estd fuertemente adherida a la corteza. Consta tan s6lo de 5 a 7 capas de
células alargadas, cuya funcién es la de anclar el tallo piloso al foliculo y
proteger las fibras interiores de las agresiones externas. A pesar de ello, esta
capa puede ser facilmente penetrada por disoluciones acuosas y puede ser
dafiada por diversos productos quimicos, el calor, la luz ultravioleta, el oxigeno

o ciertas agresiones mecanicas [45].

l‘.‘.utrcul a

v

Corteza

Meédula

FIGURA 2. Seccion de las capas concéntricas (médula, corteza y cuticula) que forman el
tallo piloso.

Esta estructura basica comun varia en funcién de la zona anatémica donde se
localiza el pelo, lo que origina diferentes tipos segun su distribucion por el
cuerpo humano. Estos tipos de pelo se diferencian en su longitud, textura,
diametro y forma, y se clasifican como vello, pelo intermedio y pelo terminal. El

pelo terminal es grueso, largo y pigmentado, y crece en el cuero cabelludo,
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barba, pestafias, cejas, axilas y zona pubica. El pelo intermedio se
caracterizada por tener una longitud y diametro intermedios, y crece en brazos
y piernas. El vello es muy fino, corto, no pigmentado y de pequefio diametro.
Este tipo de pelo se encuentra localizado en aquellas zonas que
aparentemente se encuentran sin pelo, como los pérpados, la frente o el cuero

cabelludo sin pelo [47].

El tipo de pelo presente en las diferentes regiones anatémicas puede variar, asi
como modular su velocidad de crecimiento, en funcion de los cambios
hormonales sufridos durante la pubertad [46]. Ademas, diversas hormonas y/o
farmacos (estrogenos, testosterona y dihidrotestosterona, hormonas tiroideas,
glucocorticoides,  retinoides, prolactina, hormona del crecimiento,
anticonceptivos orales, finasterida y minoxidilo) pueden actuar sobre el tipo y la
velocidad de crecimiento del pelo [42]. Por ejemplo, los foliculos localizados en
la zona pubica, axila o sien cambian el tipo de pelo durante la pubertad, de un
pelo tipo vello a un pelo tipo pelo terminal, aumentando considerablemente su
grosor. Ademas, el aumento de la testosterona producida en los hombres
durante la pubertad actia en los receptores androgénicos presentes en la
papila dérmica de los foliculos pilosos de la zona de la barba, orejas, nariz,
pecho y abdomen, aumentando el tamafio de los foliculos y transformando el
pelo tipo vello en pelo terminal [42,46]. Paradojicamente, la testosterona
también puede causar miniaturizacion de los foliculos del cuero cabelludo,

originando alopecia androgénica [42].

Los foliculos pilosos se encuentran asociados a tres tipos de glandulas:
sebaceas, apocrinas y sudoriparas. Cada una de ellas presenta una
distribucién anatémica caracteristica y una funcion diferente. Las glandulas
sebaceas se distribuyen por toda la superficie corporal, a excepcién de las
palmas de las manos y las plantas de los pies, aunque estan mayoritariamente
localizadas en el cuero cabelludo y la cara. Estas glandulas secretan una
sustancia cerosa denominada sebo. Estan situadas bajo la superficie de la piel
y vierten el sebo directamente hacia el foliculo piloso, bafiando el pelo en
formacion justo antes de su salida hacia el exterior. Como excepcién, las
glandulas sebaceas de la barba vierten ademas de en el conducto del foliculo
piloso, directamente sobre la superficie de la piel. Las glandulas apocrinas se
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localizan en las axilas, las areolas mamarias, los parpados y la region perineal.
Estas glandulas secretan una sustancia oleosa, incolora e inodora, que al
descomponerse por accion bacteriana es responsable del olor corporal. Vierten
esta secrecion directamente hacia el foliculo piloso, aunque también vierten
parte hacia la superficie de la piel. Las glandulas sudoriparas se distribuyen por
toda la superficie corporal. Estan situadas en la dermis y asociadas al foliculo
piloso, pero no conectadas con él, sino que vierten el sudor que producen

directamente hacia la superficie de la piel [45].

Crecimiento del pelo

El crecimiento del pelo no se realiza de forma continuada en el tiempo,
sino que presenta un crecimiento asincronico, es decir, el crecimiento se
desarrolla en ciclos. Ademas, el pelo humano se caracteriza por un crecimiento
en mosaico (a diferencia de otros animales), lo que implica que cada foliculo
piloso realiza su ciclo de crecimiento de manera independiente al ciclo de los
foliculos pilosos de su alrededor [45]. Tradicionalmente, el ciclo de crecimiento
del pelo se dividia en tres fases, anagena o fase de crecimiento activo,
catagena o fase de regresion y telogena o fase de inactividad, pero en los
altimos afios varios estudios han incluido en el ciclo una cuarta fase denomina

exdgena o fase de caida [47-51].

La fase anagena se caracteriza por un crecimiento activo en las células de la
papila dérmica, que origina un aumento de la proliferacion de las células
germinativas de la base del foliculo piloso y su diferenciacion para la formacion
de la fibra capilar. Esta es la fase mas larga de todo el ciclo, aunque la duracién
de la misma es variable entre las diferentes localizaciones anatémicas, y entre
individuos. De forma genérica, esta fase dura entre 4 a 8 afios en el caso del
cuero cabelludo, y sobre 6 meses en el resto del cuerpo. La longitud final del
pelo formado durante esta fase también sera diferente en funcién de la parte
del cuerpo donde se produzca. Seguidamente, el pelo entra en la fase
catdgena o de regresion, que se caracteriza por una parada en el crecimiento,
es decir, en la division celular, y en la diferenciacion de los queratinocitos.

Ademas, cesa la produccion de pigmentos por parte de los melanocitos. Esta
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reduccion en la proliferacidbn es seguida por una apoptosis en el epitelio
proximal del foliculo piloso, seguida de la degeneracién del propio foliculo
piloso. La duracién de esta fase es de unas dos semanas. A continuacion, el
pelo entra en la fase telégena y detiene por completo su crecimiento, al no
existir ya proliferacion de los queratinocitos. En esta fase se acorta el foliculo
piloso pero éste continda adherido al epitelio en fase de inactividad. La
duracion de esta fase es de unas 10 semanas en el cuero cabelludo, y de entre
2 a 6 afos en el resto del cuerpo [40,52,53]. Finalmente el pelo entra en la fase
exdgena o de caida, en esta fase el foliculo piloso recibe sefiales que inician de
forma activa la caida de la fibra capilar. Esta fase termina cuando la fibra

capilar es liberada [48,49].

1.2.2. Incorporacion de las drogas y farmacos al pelo

La incorporacion de las diferentes drogas y farmacos al pelo puede ser
explicada a través de un modelo complejo, en el que se acepta la existencia de
tres mecanismos distintos que influyen en la incorporacién [54] (Figura 3).

Estos mecanismos son:

1. Incorporacion desde la sangre que nutre la papila dérmica hacia el
interior de la fibra capilar en crecimiento. La papila dérmica es un tejido
con una alta proliferacion celular y, por tanto, se encuentra altamente
irrigado, de forma que las drogas presentes en la sangre difunden,
fundamentalmente por difusion pasiva, a través de la membrana celular,
incorporando las drogas presentes en la sangre en el interior de los

queratinocitos y melanocitos en formacion.

Debido a que la incorporacién se realiza por difusion pasiva, hay dos
factores que influyen en ella. En primer lugar, esta la liposolubilidad de
las moléculas, ya que al aumentar su lipofilia pueden penetrar con mayor
facilidad las membranas y, por tanto, difundir a favor de gradiente hacia
el interior celular. En segundo lugar influye el pKa de las moléculas y el
pH celular, ya que aquellas moléculas no ionizadas difundiran con mayor

facilidad a través de la membrana, y dado que el pH intracelular de los
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gueratinocitos y de los melanocitos es mas acido que el del plasma (de 3
a 6 en los queratinocitos y melanocitos, frente a 7,3 del plasma), las
moléculas basicas penetrardn con mayor facilidad en el interior celular
[44,55]. Una vez en el interior, estos compuestos se unen a los
diferentes componentes que conforman las células durante la
queratogénesis, de modo que permanecen retenidas en su interior. La
melanina es uno de los componentes a los que se adhieren con mayor
afinidad [43]. Sin embargo, este no es el Unico mecanismo posible, ya
que en animales albinos también se ha observado incorporacion de
drogas o medicamentos en el pelo, si bien en mucha menor medida.
Otro mecanismo de incorporacion propuesto es la union a los
aminoéacidos con grupos sulfhidrilo, como la cisteina, ya que este tipo de
aminoacidos son muy abundantes en el pelo, al ser los encargados de
formar las uniones de los puentes disulfuro [56]. Es este paso desde la
sangre hacia los foliculos pilosos el que permite obtener un perfil
cronoldgico del consumo de drogas, mediante el analisis de segmentos

contiguos y sucesivos de un mechon de pelo.

Incorporaciéon desde el sudor y las secreciones sebaceas que bafian el
pelo durante su formacién. Debido a que el pelo es muy poroso, este
puede aumentar hasta un 18% de su peso al absorber liquidos y, por
tanto, las sustancias presentes en el sudor y en las secreciones
sebaceas pueden ser transferidas hacia el pelo y retenidas en él. La
fraccion libre y no ionizada de las drogas difunde desde la sangre al
sudor. La diferencia de pH existente entre el sudor y la sangre (5,8 y 7,4
respectivamente), favorece la difusién pasiva de las moléculas basicas
no ionizadas desde la sangre hacia el sudor donde se ionizan,
impidiendo su difusion de nuevo hacia la sangre [57]. La gran
variabilidad interindividual en la produccién de estas dos secreciones
puede explicar la gran dispersién de concentraciones encontradas en
individuos que han recibido la misma dosis, asi como la dispersion de
las drogas por una larga zona del tallo piloso, que no se corresponde
con las dosis y tiempos administrados [40]. Sin embargo, como estas

secreciones se transfieren al pelo cuando éste ya estd formando, su
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union suele ser mas débil y, por tanto, pueden eliminarse (al menos en
parte) en los procesos de lavado previos a la realizacion de los analisis.
Los distintos lavados realizados en los diferentes laboratorios pueden
explicar las diferencias encontradas cuando se realiza una comparacion

de resultados inter-laboratorio.

3. Exposicion pasiva a las drogas que se encuentran en el ambiente. Esta
exposicion puede llevarse a cabo a través de la suspension de las
drogas en el ambiente, del humo producido al fumarlas, del contacto con
las manos contaminadas, etc. Como el pelo es una matriz porosa, si se
ve expuesto a ambientes con elevadas concentraciones de
contaminantes, éstos pueden incorporarse a sus capas mas externas.
Esta exposicion no indica consumo activo, y es por ello que las
proporciones entre los compuestos y sus metabolitos suelen presentar
unos valores diferentes a los encontrados en aquellos casos en los que
si se produce dicho consumo activo y, por tanto, si ha existido
incorporacion desde la sangre [55]. Esta exposicion también debe ser
eliminada (al igual que el sudor y las secreciones sebaceas) mediante la
realizacion de procedimientos de lavado previos a la realizacion de los
andlisis, para minimizar su aportacion y evitar resultados falsos

positivos.

La disposicién de las drogas incorporadas al pelo dependera, por lo tanto, de
una combinacion entre la velocidad a la que crece y el tiempo que permanece
cada foliculo en cada una de las fases del ciclo de crecimiento. Estos dos
factores varian, a su vez, en funcion de diferencias interindividuales como la
raza, el sexo y la edad, del tipo de pelo del que se trata y de la localizacion
anatémica del mismo. Debido a esta gran variabilidad, el pelo de la region del
vértex posterior fue seleccionado como el indicado para la realizacién de los
analisis de drogas, ya que en esta zona la cantidad de foliculos en fase
anagena es mayor y el ratio de crecimiento es mas estable. Diferentes estudios
han observado que la velocidad de crecimiento en esta zona varia entre 0,6 a

1,4 cm al mes; y aproximadamente el 85% del pelo se encuentra en fase
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anagena, mientras que 15% restante esta en una de los otras dos fases [43-
58]. Como simplificacion, se establecio que la velocidad de crecimiento del pelo

en esta region es de 1 cm al mes [46].

A Drug from external source

@ Ingested drug

Sebaceous
gland

FIGURA 3. Modelo de incorporacién de las drogas al pelo mediante tres mecanismos:
incorporacion a través de la sangre que nutre la papila dérmica, incorporacidn a través
del sudor y del sebo que bafian la fibra capilar e incorporacion a través de la exposicién
pasiva al ambiente (polvos, vapores o humos con drogas). Modificado de Kronstrand et
al. [55].
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Estabilidad de las drogas y farmacos incorporados al pelo

Las sustancias incorporadas al interior del pelo desde los capilares que
irrigan la papila dérmica permanecen en su interior de forma estable vy
permanente. Por ello, el tiempo durante el cual estas sustancias pueden ser
detectadas en pelo esta solo limitado por la propia longitud disponible de pelo
para la realizacion del analisis. Prueba de esta estabilidad es el hallazgo de
compuestos como la cocaina y la nicotina en los restos de pelo conservados en
varias momias egipcias y precolombinas (de hasta 3000 afios de antigiiedad)
[59-62].

Aunque puede afirmarse que las condiciones normales de higiene, como los
lavados diarios con champu, no interfieren en la estabilidad de las drogas
incorporadas al pelo en el momento de su formacién ni en su eliminacién [63];
se ha observado que las concentraciones encontradas a lo largo de un mechon
de pelo disminuyen ligeramente al aumentar la longitud del pelo, es decir, al
aumentar su edad. Por ejemplo, al analizar varios segmentos consecutivos del
pelo de un mismo individuo con un tratamiento cronico pautado a dosis
constante, puede apreciarse como las concentraciones halladas en los
sucesivos segmentos disminuyen ligeramente al aumentar la distancia desde la
raiz, es decir, al aumentar el tiempo que ha transcurrido desde la formacién vy,
por tanto, desde la incorporacién de las drogas al pelo [44]. Este fenbmeno se
produce, fundamentalmente, porque con el paso del tiempo la cuticula se
vuelve mas susceptible a los dafios mecanicos que actuan sobre ella, lo que
finalmente origina un aumento en su permeabilidad, y por tanto, los

compuestos son mas facilmente eliminados del interior de la fibra capilar.

Otro fendbmeno que debe tenerse en cuenta al analizar cabellos de gran
longitud, y por tanto, que han sufrido numerosas agresiones externas desde su
formacién, es que pueden haberse modificado las relaciones entre las
concentraciones de la droga y las de sus metabolitos. Este cambio en las
proporciones se relaciona con que los compuestos mas polares son eliminados
mas lentamente del interior del pelo que los menos polares, y la proporcion
metabolito/droga puede verse aumentada al incrementarse el tiempo de

permanencia de los compuestos polares en el pelo. Ademas, aquellos
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metabolitos que pueden ser formados por hidrélisis quimica (como la
benzoilecgonina en el caso de la cocaina, y la 6-monoacetilmorfina en el caso
de la heroina) pueden seguir produciéndose una vez incorporadas las
sustancias al pelo por degradacion hidrolitica del compuesto inicial [44].
Aunque todas estas modificaciones en el contenido y relaciéon de las drogas y
sus metabolitos deben tenerse en cuenta en la interpretacion de los resultados
analiticos cuando se analizan mechones muy largos, en la practica son poco

significativas.

Existen ciertos tratamientos cosmeéticos y ciertas agresiones externas
prolongadas que dafian la estructura de la matriz del pelo de manera mucho
mas significativa que los procesos descritos anteriormente, debido a que
alteran la estructura mas internamente, e incluso afectan al contenido de
pigmento del interior de la fibra. Por ello, pueden causar una pérdida mayor en
el contenido de las drogas incorporadas en su interior que si modifica
sustancialmente los resultados cuantitativos obtenidos en la determinacion

analitica.

Las exposiciones prolongadas a los fendmenos atmosféricos, como pueden ser
la radiacion solar, la lluvia, el viento, el agua o la contaminacion atmosférica,
pueden causar un dafio en la cuticula y una alteracién en la concentracion de
los pigmentos del interior del pelo y, por tanto, en las concentraciones de
drogas o farmacos de su interior unidos a ellos [44]. No obstante, este efecto es
mucho mas significativo en aquellos pelos que han sido tratados previamente
con tratamientos cosméticos agresivos como tintes, mechas o permanentes, ya
que éstos degradan en mayor medida la matriz del pelo [43]. Las bases fuertes
que se usan en los tratamientos cosméticos producen un elevado dafio en la
matriz del pelo que puede originar tanto una pérdida de las drogas que
previamente habian sido incorporadas al interior del pelo a través de la sangre,
como una posible incorporacion hacia el interior del pelo en los cabellos

expuestos a una contaminacion externa ambiental.

El objetivo de la realizacion de tintes o mechas en un cabello es lograr la
degradacion total o parcial del pigmento del pelo para lograr una variacion en la

coloracién natural. Habitualmente, los productos utilizados para la realizacion
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de estos tratamientos contienen peréxido de hidrégeno (H20;), agente basico
que actia sobre las escamas de la cuticula, separdndolas, para favorecer la
entrada de los demas elementos de la composicion del producto. Las
concentraciones de H,O, varian dependiendo del tratamiento, siendo menores
en los tintes que en las aplicaciones de mechas, pero pudiendo llegar a
contener hasta un 12% de este compuesto en la formula aplicada al cabello.
Ademas, como el H,O, es un potente oxidante, no sélo actia sobre la cuticula,
sino que también ataca al pigmento contenido en el interior del pelo,
eliminandolo en parte para lograr la decoloracion deseada. En el caso de los
tintes, los pigmentos naturales son sustituidos por pigmentos exdgenos que
colorean nuevamente el cabello del tono deseado. Todo este proceso agresivo
afecta y altera la estructura y estabilidad de la fibra de pelo [64]. En el caso de
los tratamientos cosméticos conocidos como permanentes, lo que se busca es
una modificacion de la estructura del pelo para obtener una nueva apariencia.
Estos tratamientos se basan en la rotura de los puentes disulfuro, para luego
restaurarlos en una nueva posicion y lograr la nueva forma deseada. La rotura
de los puentes se realiza con mercaptanos y la neutralizacion posterior con
H,O, al 2%. En este caso también se usan componentes muy reactivos que
afectan a la estructura y composicién del pelo y, por tanto, a la cantidad de
drogas incorporadas en el mismo [65]. En general, las mechas causan un
mayor descenso en las concentraciones que los tintes, seguramente porque
son un tratamiento mucho mas agresivo y ocasionan un mayor dafio en el pelo.
Se han encontrado disminuciones del 40 al 60% entre las porciones de pelo
tratadas cosméticamente (tinte 0 mechas) con respecto a las que no lo fueron,
en pelos de adictos a opiaceos, cocaina, cannabis y nicotina [64]. En otros
trabajos donde se analizaron cabellos de adictos a opiaceos y cocaina, las
disminuciones encontradas fueron mayores (65-80%), probablemente debido a
que el tratamiento empleado para la decoloracion fue mas agresivo [66,67]. Las
disminuciones en las concentraciones encontradas en el pelo tras la aplicacion
de un tratamiento cosmeético han sido sistematicamente recogidas por diversos
autores [64,66-77].

Ademas de las disminuciones en el contenido, también pueden producirse

cambios en las relaciones entre las drogas y sus metabolitos debido,

51



fundamentalmente, al uso de bases fuertes que pueden hidrolizarlas [65]. Por
tanto, puede decirse que mas que el tipo de tratamiento cosmético en si, lo que
origina un cambio en las concentraciones de las drogas del interior del pelo es
el grado de dafio que ha sufrido la fibra de pelo con la realizacion de ese
tratamiento cosmético. Ademas del dafio en la fibra, debe tenerse en cuenta
también que se ha perdido parte o la totalidad de la melanina contenida en
dicha fibra y, por ello, los compuestos que se encontraban unidos a ella

probablemente han sido también eliminados [64].

1.2.3. Protocolos generales de analisis

En el afio 2012 la Society of Hair Testing (SoHT) estableci6é una guia de
buenas practicas para aquellos laboratorios que realizasen anélisis
toxicologicos de pelo [78]. Ya con anterioridad la propia SoHT, asi como varios
autores, habian publicado articulos y guias con sugerencias sobre el correcto
tratamiento de las muestras de pelo y diversas consideraciones sobre su
andlisis [44,79-81]. La necesidad de estas guias se debe a que el andlisis de
una muestra de pelo requiere, a diferencia de otras matrices biologicas, un
proceso de pretratamiento de la muestra muy complejo, incluyendo una
correcta toma de muestra, una serie de medidas destinadas a la minimizacion
de la posible contaminacién externa, una adecuada extraccion de los analitos
incorporados en la matriz sélida y el uso de métodos instrumentales
suficientemente sensibles para conseguir detectar y cuantificar correctamente

las bajas concentraciones de analitos encontradas en esta matriz.

Previamente a la realizacibn propiamente dicha del analisis del pelo, es
necesario realizar un estudio del caso y una correcta documentacioén del
mismo. Deben, por tanto, registrarse las posibles sustancias que se han
consumido, el tipo de pelo disponible para el analisis, la fecha del posible
consumo Yy la fecha de recogida de la muestra, la longitud del mechén, color,
tratamientos cosméticos realizados, y cualquier otro tipo de informacion que se
considere de relevancia para el caso. Con estos datos deben estudiarse las
diferentes opciones disponibles entre las que figuran: decidir que tipo o tipos de

analisis deben realizarse, el pelo de eleccidon que debe recogerse (en caso de
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gue el cabello no esté disponible pueden utilizarse el pelo del pubis, axila,
pecho, brazos, piernas, barba, etc), la cantidad minima de pelo necesaria para
realizar todos los andlisis necesarios, la necesidad de segmentar el pelo para

estudiar el patron cronologico de consumo, etc [44].

De forma genérica, los pasos necesarios para el analisis toxicolégico del pelo

son:

Recogida de la muestra y almacenamiento.
Segmentacién del mechodn.

Eliminacion de la contaminacion externa.
Extraccion de los analitos de la matriz.

Procesos de purificacion.

o ok 0N PF

Anélisis instrumental.

1.2.3.1. Recogida de la muestra y almacenamiento

La recogida de muestras de pelo puede realizarse de diferentes regiones
anatémicas como el cuero cabelludo, pubis, axila, o cualquier otra zona
corporal con pelo. Sin embargo, siempre que esté disponible, se seleccionara
preferentemente el cabello como la muestra de eleccién para el analisis
rutinario de drogas, alcohol o medicamentos. La recogida del cabello debe
realizarse en la parte posterior de la cabeza conocida como vértex posterior,
debido a que es en esta zona donde existe menor variabilidad tanto entre el
ratio de crecimiento de los foliculos pilosos (con un 85% en fase anagena)
como por razones de edad o sexo, y por tanto, la muestra obtenida en esta
zona es mas reproducible [44].

Cuando se analiza el pelo procedente de otras regiones anatémicas debe
tenerse en cuenta que el ratio de crecimiento es diferente al ratio aplicado en la
interpretacion de los casos de cabello (1 cm/mes). Asimismo, las
concentraciones encontradas y la relacion entre sus metabolitos podran
también ser diferentes, y por ello, los cut-offs empleados seran distintos a los
empleados en cabello [78]. Ademas, debe tenerse en cuenta durante la toma

de muestra que cuando se recoge pelo de zonas intimas, como el pubis, es
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necesario garantizar la privacidad del donante, mientras se asegura la

integridad del proceso de toma de muestra manteniendo la cadena de custodia.

La toma de muestra debe ser preferentemente realizada por personal
especializado, en una instalacion libre de sustancias contaminantes y usando
guantes durante toda la manipulacion de la muestra, para evitar la
contaminacion de ésta. Sin embargo, es posible que en casos excepcionales
personal no cualificado realice la toma de muestra, siempre y cuando siga un
protocolo escrito de recoleccion donde se indiquen detalladamente los pasos a

seqguir.

La cantidad de pelo recogida debe ajustarse al nimero de determinaciones
toxicolégicas requeridas y a la cantidad de pelo necesario para cada
metodologia analitica. En general, se recomienda un mechon del diametro de
un lapiz [22,44,78-81]. Para ello, es necesario fijar el mechén con una goma o
un hilo, marcando de este modo la zona del mechdon mas préxima a la cabeza y
alineando las fibras del pelo. EI mechdén debe ser cortado lo mas cerca posible
al cuero cabelludo. Cuando se desea realizar el analisis por segmentos, por
ejemplo, para realizar un estudio del patron cronolégico de consumo, debe
tenerse en cuenta que podra ser necesario recoger un mechén de mayor
grosor. En caso de que fuera necesario, es posible recoger varios mechones
de un mismo individuo para tener una muestra gemelar de la muestra
analizada. En aquellos casos donde la cantidad de pelo disponible sea limitada,
el pelo sea muy fino 0 no se quiera dejar calvas evidentes en la cabeza de una
persona, es posible y estd aceptado el recoger pequefios mechones de
multiples localizaciones en la zona del vértex posterior [78]. Como ocurre con
cualquier otra muestra toxicoldgica, la muestra recogida debe ser identificada
de forma inequivoca y la cadena de custodia debe mantenerse durante todo el

proceso.

El pelo no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Las muestras
deben ser conservadas a temperatura ambiente, introducidas simplemente en
un sobre de papel, en papel de aluminio, o bien en un tubo de cristal o plastico.
Es aconsejable almacenarlas en un lugar seco y oscuro, evitando la luz directa

del sol, y no es recomendable guardarlas en la nevera o el congelador.
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Existen ciertas recomendaciones especiales para la toma de muestra en casos
postmortem y casos de sumision quimica. Para los casos postmortem es
aconsejable que la recogida del cabello se realice al comienzo de la autopsia y
gue se tomen dos mechones de cabello, uno arrancado de raiz y otro cortado,
para obtener también la informacion sobre las drogas consumidas mas
proximas a la muerte del individuo. En los casos de sumision quimica, es
necesario que la toma de muestra se realice como minimo unas 4-6 semanas
después del incidente de sumision, de modo que las posibles sustancias que
se hayan podido incorporar a la fibra capilar en formacion en el momento del
incidente sean ya detectadas en el cabello recogido. También es aconsejable
que la persona victima de sumision quimica no se realice ningun tratamiento
cosmeético o se corte el pelo antes de que las investigaciones toxicolégicas
concluyan. Por ultimo, es recomendable recoger una segunda muestra de
cabello y analizarla cuando los resultados de la primera son positivos, para

corroborar el resultado del primer analisis [78].

1.2.3.2. Segmentacion del mechon

La segmentaciéon del mechén de pelo permite realizar un estudio del
patrén cronolégico de consumo, para obtener informacion sobre el uso de las
sustancias a lo largo del tiempo. Sin embargo, no en todos los casos es
necesario realizar la segmentaciéon del mechdén de pelo, bien porque la
naturaleza del caso a estudio no lo aconseja o bien porque el cabello es muy

corto (menor a 1 cm).

La segmentacion del cabello se basa en la admision de dos premisas: el ratio
de crecimiento medio del cabello de un individuo es de 1 cm/mes, y la toma de
muestra se realiza cortando el pelo lo mas préximo posible al cuero cabelludo
[82]. Por ello, deben seguirse una serie de recomendaciones durante la toma
de muestra y durante el propio proceso de segmentacion para realizarla de

manera adecuada.

Durante la toma de muestra es fundamental evitar que las fibras de pelo se

desalineen durante el corte. Cuando el mechén de pelo se sujeta para ser
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cortado forma un cono, y puede producirse el desalineado de las fibras de pelo;
ademas, debe tenerse cuidado con el angulo de las tijeras que se use durante
el corte, ya que si es demasiado oblicuo dejard muestra residual en el cuero
cabelludo. El desalineado es muy dificil de evitar completamente, aunque la
toma de mechones de diametro menor favorece un correcto alineamiento de
las fibras, y por ello, es aconsejable cuando se va a realizar la segmentacién
recoger varios mechones de diametro pequefio en lugar de un solo mechén de
gran diametro. Kintz [83] aconseja no recoger mas de 60 fibras de pelo por
mechdn. Ademas, el proceso de eliminacion de la contaminacion externa debe
realizarse siempre después de la segmentacién para que el mechdén no se

desalinee durante el mismo.

El proceso de segmentacion debe realizarse con la ayuda de una regla o papel
milimetrado que permita medir correctamente la longitud el segmento. Pragst et
al. [44] recomiendan efectuar segmentos de longitud creciente en el andlisis de
un mechon. Esto se debe a que la concentracion de las sustancias en un
segmento de pelo de un mechén decrece proporcionalmente con el incremento
de su distancia desde la raiz. Como ejemplo, recomienda que un mechon de 45
cm sea segmentado del siguiente modo (desde la zona proximal a la distal): 4
segmentos de 0,5 cm, 3 segmentos de 1 cm, 2 segmentos de 2 cm, 2
segmentos de 3 cm, 2 segmentos de 5 cm y 2 segmentos de 10 cm.

No hay en la bibliografia cientifica relacionada ningun caso de segmentacion de
otro tipo de pelo corporal diferente al cabello, y la segmentacion del pelo
corporal no es aconsejable [83]. Esto se debe a que el pelo corporal recogido
de un mismo donante en una misma zona tiene diferentes longitudes y el ratio
de crecimiento, asi como el ratio de pelo en fase telégena/anadgena, es muy

variable con respecto al encontrado en el cabello.

En los ultimos afios han aparecido en la literatura varios métodos de analisis
mediante la segmentacion de una sola fibra de pelo [84-86], para evitar los
problemas de toma de muestra de un mechén con fibras en diferentes estadios
de crecimiento. Sin embargo, aunque el andlisis de una sola fibra de pelo
simplifica el proceso de segmentacion, requiere analizar varios cabellos de un

mismo individuo para evitar falsos negativos debido a que éstos se encuentran
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en distintas fases de crecimiento e instrumental analitico extremadamente

sensible.

1.2.3.3. Eliminacién de la contaminaciéon externa

La contaminacion externa se compone de una combinacién de
contaminantes de origen exégeno y contaminantes de origen enddégeno que
recubren la parte externa de la fibra pilosa. Los contaminantes exdgenos
engloban restos de drogas a los que se expone pasivamente el pelo en
contacto con ambientes contaminados. Mientras que los contaminantes
enddgenos son segregados por las glandulas sebaceas y las glandulas
sudoriparas, y bafian la parte externa de la fibra pilosa en formacion [78]. La
eliminacién de esta contaminacidon externa es un paso previo a realizar antes
de cualquier andlisis de pelo, tanto para evitar resultados falsos positivos por la
posible existencia de contaminantes exdgenos, como para evitar interferencias
en la interpretacion de los resultados que puedan causar los contaminantes
endogenos. En la practica, no es posible diferenciar entre ambos componentes

de la contaminacion externa [78].

La eliminacion de la contaminacién externa se realiza mediante la aplicacion de
lavados sucesivos en el mechén de pelo o segmento con uno o varios
disolventes durante un tiempo determinado. Ademas de eliminar la
contaminacion externa propiamente dicha, estos procesos de lavado del pelo
también eliminan restos de productos cosméticos como champus, ceras, lacas,
etc, que pueden interferir en la posterior determinacién analitica de los
compuestos de interés, al disminuir la relacion sefial/ruido del cromatograma
obtenido [44].

Las recomendaciones generales de la SOHT en relacién a la eliminacién de la

contaminacion externa, son [78]:
- Realizar siempre un procedimiento de lavado del pelo antes del
analisis.
- El procedimiento de lavado debe realizarse con disolventes

Organicos y acuosos.
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- El laboratorio debe investigar el grado de eliminacion de la
contaminacion externa que produce su método de lavado.
- Agquellos cabellos que estén altamente impregnados de fluidos

bioldgicos pueden requerir pasos adicionales de lavado.

Por tanto, y siguiendo estos criterios, se han desarrollado numerosas
metodologias para la eliminacion de la contaminacion externa [87-92],
probando la importancia de su realizacion, para evitar resultados falsos
positivos. En la mayoria de estas metodologias se incluyen tanto disolventes
organicos como acuosos. Sin embargo, esta generalmente aceptado que los
disolventes organicos como el diclorometano y la acetona tan solo eliminan la
contaminacion superficial de la fibra de pelo, mientras que las disoluciones
acuosas y el metanol también extraen parte de las drogas incorporadas en el
pelo [44,78].

Una vez eliminada la contaminacién externa es importante comprobar que el
método de lavado ha sido efectivo y la concentracidbn encontrada se
corresponde con la cantidad de droga que habia sido incorporada en el interior
del pelo desde la sangre. Para ello, se han establecido varios criterios [93]:

- Analisis del ultimo lavado y su comparacion con los niveles de
analitos detectados en el andlisis del pelo. Los disolventes utilizados
para la eliminacion de la contaminacidbn externa deben ser
analizados para comprobar que en el Ultimo lavado no se detectan
cantidades de analitos significativas. Sin embargo, es posible la
deteccién de pequefias cantidades que puede deberse tanto a que la
secuencia o0 protocolo de lavado empleado no ha sido
completamente efectivo en la eliminacion de la contaminacion
externa, como a que durante el procedimiento de lavado el
disolvente o los disolventes empleados han sido capaces de extraer
parte de los compuestos incorporados en el interior de la fibra
capilar. Por ello, es necesario utilizar algan criterio que nos permita
diferenciar si esas pequefas cantidades de analitos se pueden
atribuir a la contaminacién externa o no. Baumgartner et al. [94]

publicé que la concentracion de la droga en el pelo después del
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lavado debia exceder la concentracion encontrada en el dltimo
lavado al menos en 10 veces. Tsanaclis et al. [95] sugirio el uso del
mismo criterio, mediante la aplicacién de un ratio entre el area del
analito encontrada en el ultimo lavado (W) frente al area del analito
encontrada en el interior de la fibra capilar (H). Cuando este ratio
W/H es menor a 0,1 se considera que la contaminacién externa ha
sido totalmente eliminada y los compuestos encontrados en el
interior del pelo (H) corresponden a un consumo sistémico de
drogas. Si el ratio W/H tiene un valor de 0,5 se considera que los
analitos detectados en el dltimo lavado corresponden a
contaminacion externa, y por tanto, se descarta la incorporacion
desde la sangre. Finalmente, si el ratio W/H est4 entre 0,1 a 0,5,
entonces se considera un posible uso activo de drogas con una
combinacion de un cierto nivel de contaminacion externa del pelo.

Cairns et al. [96] establecid también un “criterio de lavado" para
poder asegurar la correcta eliminacién de la contaminacion externa.
Para ello sugiri6 someter el mechén de pelo a analizar a lavados
sucesivos de isopropanol y tampén fosfato; y establecid que la
cantidad encontrada en el interior del pelo menos la cantidad
encontrada en el dltimo lavado, previamente multiplicada por 5,
debia ser menor al nivel de corte establecido para ese compuesto
(500 pg/mg para la cocaina y anfetaminas, y 200 pg/mg para los

opiaceos).

Deteccion de metabolitos. La deteccidon de metabolitos de origen
endogeno, es decir, que requieren una metabolizacion enzimatica
para su formacién, y por tanto, han sido metabolizados e
incorporados desde la sangre hacia el interior de la fibra capilar,
permite establecer que la presencia de algunas drogas en el pelo se
debe a la incorporacion activa desde la sangre y no a una posible
contaminacion externa. Un ejemplo del uso de metabolitos
enddégenos con este fin es la utilizaciébn de norcocaina, cocaetileno
y/o anhidroecgoninametiléster (AEME) para identificar el consumo

activo de la cocaina. La norcocaina se forma por una desmetilacion
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enzimatica de la cocaina, el cocaetileno se forma por una
reesterificacion tras el consumo conjunto de cocaina y etanol, y la
AEME se produce especificamente como resultado del consumo de
la cocaina fumada [97-99]. Otros ejemplos de metabolitos endégenos
son la normorfina para el caso del consumo de heroina [100], y el
carboxi-A®-tetrahidrocannabinol (THCCOOH) en el caso del cannabis
[101]. También son metabolitos con formacion exclusivamente
endoégena por N-dealquilaciéon la anfetamina y la
metilendioxianfetamina (MDA) obtenidos de la
metilendioximetanfetamina (MDMA) y la metilendioxietilanfetamina
(MDEA) [102]; sin embargo, en este caso estos metabolitos también
son usados como drogas por si mismos, y por ello no es posible
utilizarlos como criterio para descartar una posible contaminacion
externa al detectar su presencia tras un andlisis de pelo.

También es posible usar ratios entre la droga y metabolitos no
formados enzimaticamente. Estos metabolitos no enzimaticos,
originados por procesos quimicos de hidrdlisis, pueden estar en la
propia contaminacién externa a la que se vea expuesta el pelo. Los
metabolitos no enzimaticos se incorporan desde la sangre hacia el
interior de la fibra capilar dependiendo de sus -caracteristicas
fisicoquimicas y por tanto, las concentraciones de los diferentes
metabolitos estaran relacionadas con la concentracion de la droga
incorporada. Para la cocaina, por ejemplo, el metabolito mayoritario
en pelo es la benzoilecgonina (BE), que se forma por hidrélisis y por
tanto no es un metabolito enzimético. Sin embargo, se ha visto que
la incorporacién enddgena de cocaina y BE permite establecer que
un ratio BE/cocaina mayor de 0,05 se corresponde con un consumo
activo, mientras que un ratio menor se corresponderia con una
probable contaminacion externa [103,104]. De igual modo, un ratio
entre morfina y 6-monoacetilmorfina (6-AM) con valores entre 0,21y
0,74 se considera consumo activo de heroina [105] pese a que la
heroina se hidroliza facilmente en su metabolito 6-AM de forma no
especifica. La SAMHSA (Substance Abuse and Mental Health

Services Administration) recomienda también el uso de estos ratios
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entre metabolitos y principio activo, concretamente establece un ratio
de BE/cocaina mayor de 0,05 para asegurar el consumo de cocaina,
y un ratio 6-AM/morfina mayor de 1,3 para probar el consumo de
heroina [106].

- Uso de cut-offs o niveles de corte. El establecimiento de niveles de
concentracion a partir de los cuales es posible asegurar de forma
inequivoca que el compuesto ha sido consumido de forma activa.
Varias organizaciones internacionales han establecido cut-offs para
diferenciar el consumo crénico de una posible contaminacion externa
cuando se realiza un analisis de pelo. En la Tabla 2 se observan los
cut-offs establecidos por la SOHT en 2012 para el consumo crénico
[78]. Asimismo otras asociaciones cientificas, como la sociedad
americana SAMSHA, la asociacion alemana GTFCh (Gesellschaft
fur Toxikologische und Forensische Chemie) y la sociedad francesa
SFTA (Société Francaise de Toxicologie Analytique), han
establecido sus propios niveles de corte para la realizacion de
andlisis de pelo.

Sin embargo, cuando el objetivo del andlisis de pelo es la
determinacién de una exposicion unica por el consumo de una
determinada sustancia, los cut-offs empleados deben ser menores.
Las concentraciones en pelo de la mayoria de los compuestos tras

una exposicidn Unica estan en el rango de unos pocos pg/mg.

Durante la interpretacion de los resultados de un analisis de pelo todos estos
criterios deben tenerse en consideracién para minimizar la aportaciéon de la
contaminacion externa a la correcta interpretacion del resultado analitico

obtenido.

61



TABLA 2. Concentraciones (ng/mg) establecidas como cut-offs por la Society of Hair
Testing en 2012 para consumo cronico de las principales drogas de abuso en pelo [78].

Grupo Compuesto Metodologia Metodologia
Screening Confirmacion
Cut-off (ng/mg) | Cut-off (ng/mg)
Anfetaminas Anfetamina 0,2
Metanfetamina 0,2
MDA 0,2 0,2
MDMA 0,2
Cannabinoides THC 0,1 0,05
THCCOOH - 0,0002
Cocainicos Cocaina 0,5 0,5
BE, EME, CEt, NC - 0,05
Opidceos Morfina 0,2
Codeina 0,2 0,2
6-AM 0,2
Metadona Metadona 0,2 0,2
EDDP - 0,05
Buprenorfina Buprenorfina 0,01 0,01
Norbuprenorfina - 0,01

BE: benzoilecgonina; CEt: cocaetileno;
diphenylpyrrolidine;

EDDP:

2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-

EME: ecgoninametiléster; MDA: metilendioxianfetamina;
MDMA: metilendioximetanfetamina; NC: norcocaina; THC: A9-tetrahidrocannabinol;
THCCOOH: carboxi-THC; 6-AM: 6-monoacetilmorfina.

1.2.3.4. Extraccion de los analitos de la matriz

El pelo es una matriz solida y, debido a ello, las drogas que han sido
incorporadas desde la sangre hacia su interior se encuentran firmemente
unidas a las proteinas, a la melanina y/o a los lipidos que forman su estructura.

Por ello es necesario realizar previamente al analisis un procedimiento de
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extraccion de estos analitos de la matriz sélida, que libere las drogas y permita
su analisis. La eficacia de esta extraccion dependeré de diversos factores como
son: el estado de conservacion de la matriz, la estructura quimica de los
analitos, la polaridad del disolvente empleado, y la duracion y forma de
extraccion [107]. El proceso de extraccion incluye un primer paso de
homogenizacion de la muestra y un segundo paso de extraccion mediante la
solubilizacion los analitos con un disolvente que penetre en el interior de la fibra

pilosa, 0 mediante la digestion de la matriz del pelo [44].

La homogenizacion puede efectuarse mediante el corte del pelo en pequefios
fragmentos de 1-3 mm o por pulverizacién del mismo hasta obtener un polvo
fino. Estas acciones aumentan la superficie de contacto entre el pelo y el
disolvente usado en la extraccion de los analitos y, por tanto, maximizan la
extraccion de los mismos. Durante este proceso se suele perder una pequefia
cantidad del pelo, que dependera de la habilidad del operario asi como de las
caracteristicas del pelo (se perder4d mas cantidad de pelo en caso de que
presente mucha electricidad estatica). En general, al pulverizar se pierde
mucho menos pelo y la superficie de contacto entre el pelo y el disolvente es
mucho mayor, por tanto, la cantidad de compuesto extraido también sera
mayor. No obstante, también pueden extraerse mas sustancias interferentes
del interior del pelo y, consecuentemente, disminuir la relacion sefial/ruido
analitica. Varias publicaciones han recomendado la pulverizacion del pelo
como el sistema con mayor recuperacidon en comparacion con aquellas

técnicas que emplean el pelo sélo cortado [108-110].

Una vez homogeneizado el pelo, se realiza la extracciéon por solubilizacién o
digestion. Se ha observado que la completa digestion de la matriz permite
obtener una mejor recuperacion de los analitos [110], pero las técnicas
empleadas para ello suelen ser mas agresivas y los extractos obtenidos tienen
mas impurezas e interferentes. Para la eleccion entre uno u otro sistema,
deben tenerse en cuenta una serie de parametros fisicoquimicos tanto de las
propias sustancias a extraer (estructura de las moléculas) como de los
disolventes empleados para ello (polaridad). Se debe tratar de maximizar la
cantidad de droga extraida del pelo, manteniendo su estabilidad quimica, y la
de sus metabolitos [44,111]. Asimismo, debe optimizarse el tiempo empleado
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en dicho proceso para lograr la méxima extraccion en el minimo tiempo posible.
También debe tenerse en consideracion que, en aquellos métodos analiticos
en los que se pretendan determinar un amplio nimero de sustancias con
diferente naturaleza quimica, sera necesario alcanzar un compromiso entre las
caracteristicas Optimas de extraccion de cada uno de los analitos y el
procedimiento de extraccion seleccionado, para maximizar la extraccion sin

afectar a la estabilidad quimica de los compuestos.
La extraccion de los analitos suelen hacerse con:

- Disolventes organicos: la extraccion con este tipo de disolventes es
compatible con la mayoria de sustancias, ya que el disolvente
penetra en el interior del pelo y los compuestos son extraidos hacia
el exterior por difusion. La alta compatibilidad de los disolventes
organicos con sustancias quimicamente muy diversas permite su
uso en la extraccion en métodos multianalito. Debido a esta alta
inespecificidad, los extractos obtenidos suelen ser muy “sucios” y
requieren otros procesos de purificacion posteriores. Debe tenerse
en cuenta que la recuperacion obtenida mediante estos disolventes
suele ser incompleta y menor que la obtenida por otros medios.
Podemos encontrar numerosos trabajos que emplean disolventes

organicos en la extraccion de drogas y farmacos [112-122].

- Tampones acidos: su uso favorece la extraccion de compuestos
basicos, tales como cocaina, metadona, opiaceos, anfetaminas y
algunos farmacos [123-126]. Se utlizan fundamentalmente
disoluciones acuosas de acido clorhidrico (0,01-05 M) o
disoluciones de tampon fosfato (pH 6,4-7,6) [127]. La principal
ventaja del empleo de este tipo de disoluciones acidas frente a los
disolventes organicos es que el extracto obtenido es mucho mas
limpio y, por tanto, con menos interferentes a nivel analitico. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que el empleo de este tipo de
disoluciones conlleva la hidrélisis parcial de la cocaina en su

metabolito BE, asi como la hidrdlisis de la 6-AM en morfina.
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- Tampones basicos: este tipo de disoluciones a pH basico
(generalmente disoluciones acuosas de NaOH) permiten la completa
digestion de la matriz sélida del pelo. Esto permite obtener una
mayor recuperacion de la extraccion, pero no todas las sustancias
son estables a pH basicos, ya que por ejemplo, la cocaina se
hidroliza espontanea y completamente a BE bajo estas condiciones
[127]. Por tanto, su aplicabilidad se ve reducida a sustancias como
las anfetaminas [128,129], THC y metabolitos [130,131], nicotina y
metabolitos [132-134] y farmacos como anabolizantes [135] y
antidepresivos [136].

- Digestion enzimatica: se emplean enzimas que permiten la rotura de
los puentes de hidrégeno y los puentes disulfuro, como pueden ser
B—glucuronidasa, la pronasa o la proteinasa K, que liberan las
sustancias retenidas en dichas estructuras. Se ha empleado este
tipo de digestion tanto para la determinacion de drogas [137-139]
como de farmacos [140] en pelo, ya que su uso es adecuado para
todo tipo de sustancias. Como inconveniente cabe destacar su
elevado coste y que pueden desnaturalizar (bajo ciertas condiciones)
los anticuerpos empleados en la determinacion de los compuestos

por técnicas de inmunoensayo [141].

La solubilizacion o la digestién del pelo suele realizarse acompafiada de una
incubacion con calor de los extractos o bien de una extraccion con ultrasonidos.
La incubacién con calor causa una mayor solubilizacion de los compuestos en
el disolvente y la ultrasonicacion causa una alta degradacion de la estructura

del pelo y por ello, favorecen el proceso de extraccion.

Asimismo, se ha observado que no todos los disolventes organicos penetran de
igual modo que las disoluciones acuosas en el interior de la fibra pilosa. La
extraccién utilizando metanol como disolvente organico (acompafiada de
ultrasonicacion o no) ha demostrado que permite una solubilizacion de las
moléculas, con una recuperacion similar a la obtenida con las disoluciones

acuosas [110].
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Un error comun durante el desarrollo de un procedimiento de extraccion de los
analitos de la matriz es el uso de un tiempo de extraccién demasiado corto que
no permita la total recuperacion de las sustancias presentes en la muestra de
pelo, especialmente en el caso de la solubilizacion de los analitos con
disolventes organicos. Musshoff et al. [127] observaron que los compuestos
menos polares (heroina y 6-AM) eran extraidos mas rapido que los compuestos
mas polares (morfina y codeina) (Figura 4). Debido a esto, es aconsejable
realizar siempre las pruebas de extraccion con muestras de pelo de
consumidores, y también es recomendable utilizar como control, una vez
desarrollado el método, y debido a las variaciones individuales, una segunda
extraccion de la muestra que se esta analizando, utilizando el mismo

procedimiento para comprobar la total recuperaciéon de los analitos de la matriz.
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FIGURA 4. Porcentaje de recuperaciéon de opiaceos extraidos en un cabello sometido a
una extraccion con metanol y bafio de ultrasonidos a 502C a diferentes tiempos
(modificado de Musshoff et al. [127]).

1.2.3.5. Procesos de purificacion

Debido a que el pelo es una matriz compleja, los extractos obtenidos
después de la extraccion de los analitos de la matriz del pelo deben ser
sometidos a un proceso de purificacion que elimine los interferentes y
concentre las sustancias para su posterior analisis. Aunque es posible

encontrar en la bibliografia algunos trabajos en los que el extracto metanolico
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es directamente inyectado en el cromatdografo de liquidos acoplado a
espectrometria de masas en tdndem (LC-MSMS) o el cromatégrafo de gases
acoplado a espectrometria de masas en tandem (GC-MSMS) [113,142-144], en
general, es recomendable hacer un paso previo de limpieza y concentracion de

los compuestos para eliminar impurezas e interferentes.

El proceso de purificacion al que se someten los extractos es similar al que se
emplea para la determinacion de drogas en sangre u orina. Los métodos mas
empleadas para este fin son la extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccion
en fase solida (SPE). La selectividad del proceso de purificacion afecta al
resultado final del andlisis, ya que una técnica selectiva proporciona extractos
mas limpios, aumentando la detectabilidad de los compuestos. Asimismo, es
importante que estas técnicas proporcionen una buena recuperacion de los
analitos de interés y una baja recuperacion de sus interferentes y, por lo tanto,
se debe encontrar una solucion de compromiso entre la selectividad y la

intensidad de la limpieza del procedimiento.

Generalmente, los métodos SPE son los mas usados debido a que producen
extractos mas limpios, tienen una mayor selectividad y reproducibilidad, y
evitan la formacién de emulsiones, comparados con los métodos de LLE [145].
Ademas, las extracciones con técnicas SPE permiten su automatizacion. Sin
embargo, como desventaja cabe destacar que los cartuchos de extraccién
empleados en SPE encarecen el andlisis. Wada et al. [146] y Vogliardi et al.
[147] publicaron en 2010 y 2015, respectivamente, extensas revisiones
bibliograficas con los principales métodos de extraccidbn empleados para los

diferentes tipos de sustancias.

También es posible encontrar publicaciones que emplean otro tipo de técnicas
para la purificacion de los extractos, como pueden ser la microextraccién en
fase soélida (SPME) y la impresion molecular polimérica (MIP). La SPME fue
inventada por Zang et al. [148], y admite su acoplamiento directo con un GC-
MSMS. Esta técnica permite la miniaturizacion y automatizacion de la
extraccion, asi como la preconcentracion y purificacion de los compuestos en
un solo paso. La SPME emplea una fibra de silice fundida y recubierta por una

fase estacionaria polimérica, que se introduce en un vial de espacio de cabeza
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donde se encuentra la muestra a analizar. Los compuestos forman un equilibrio
entre la muestra, la fase de vapor y la fibra de silice y, bajo unas determinadas
condiciones de tiempo y temperatura, los compuestos en la fase de vapor son
adsorbidos a la fibra de silice. Posteriormente, las altas temperaturas del propio
GC producen la desorcion de los mismos [149]. Se han publicado diversos
trabajos para la deteccién de cannabinoides, metadona, anfetaminas, y otras
drogas y medicamentos empleando esta técnica [149-157]. La técnica MIP
permite una extraccion selectiva de los compuestos de interés, a diferencia de
la purificacion con SPE, que se basa en interacciones no selectivas y, por
tanto, se produce la co-extraccion de sustancias interferentes junto con los
analitos de interés. Esta técnica se basa en el desarrollo de materiales
poliméricos que poseen cavidades de union con un tamafio, forma vy
funcionalidad complementarias a la molécula de interés o molécula plantilla,
actuando, por tanto, como anticuerpos sintéticos [158]. En los Ultimos afios se
han desarrollado metodologias para la determinacibn de cocaina y sus
metabolitos [159], ketamina y norketamina [160], LSD [161], nicotina [162] y
diazepam [163] en pelo empleando como técnica de purificacion la extraccion
con MIP.

1.2.3.6. Andlisis instrumental

El andlisis de pelo requiere el empleo de técnicas instrumentales que
permitan determinar las sustancias de manera inequivoca, cuantificarlas con
una adecuada precision y exactitud, y con suficiente sensibilidad para alcanzar
concentraciones en el rango de los picogramo por miligramo de pelo. Por ello,
las dos metodologias de eleccion en el analisis cuantitativo de pelo son la
cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas y la
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas en tandem. Sin
embargo, es frecuente el uso de técnicas inmunoquimicas como método de

barrido o screening.

Las técnicas inmunogquimicas que se basan en la reaccion entre un antigeno (el
compuesto a determinar) y un anticuerpo, permiten un analisis rapido y a bajo

coste de un gran numero de muestras. Sin embargo, presentan una
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sensibilidad y especificidad limitadas, que reducen su campo de aplicacién al
screening toxicologico, y requieren siempre una confirmacion de los resultados
positivos por técnicas con mayor especificidad como GC-MS o LC-MSMS. El
primer analisis de pelo se realiz6 empleando la técnica inmunoquimica de
radioinmunoensayo o RIA [23], pero en los ultimos afios se han desarrollado
otro tipo de ensayos inmunoquimicos como ELISA (ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas) o FPIA (inmunoensayo de polarizacion
fluorescente) [164-172].

La mayoria de los métodos utilizados en el analisis del pelo emplean la
espectrometria de masas como sistema de deteccion, ya que presenta un alto
grado de sensibilidad y fiabilidad. La deteccion se realiza mediante la relacién
masa/carga de los compuestos, lo que convierte a este detector en un
identificador practicamente inequivoco de las moléculas. El acoplamiento de
esta técnica de deteccion a la cromatografia de gases se produjo a finales de
los afios 50 del siglo pasado [173]. GC-MS es una técnica robusta, sensible y
selectiva, utilizada de forma rutinaria en los laboratorios de Toxicologia. La
fragmentaciéon de los compuestos utilizando impacto electrénico como sistema
de ionizacion, produce espectros de masas caracteristicos de los compuestos,
permitiendo la creacion de librerias y la realizacion de screening sistematico
[174]. Sin embargo, las sustancias poco volatiles o con baja estabilidad térmica
presentan serias dificultades para su andlisis mediante esta técnica, y
requieren procedimientos de derivatizacion para mejorar sus caracteristicas
cromatograficas, proporcionarles mayor volatilidad y estabilidad térmica, asi
como incrementar la especificidad del espectro de masas. El empleo de la
técnica de LC-MSMS es una alternativa para compuestos polares y
termolabiles, sin el paso previo de la derivatizacion, siendo por tanto un analisis
mas rapido y barato. Las aplicaciones de la LC-MSMS en la Toxicologia
Forense han sido multiples, desde anfetaminas, cocaina, THC, opiaceos, LSD,
benzodiazepinas, neurolépticos, etc, tanto para la identificacibn como la
cuantificacion de estas sustancias [90,115,116,121,125,129,140,159,175,176].
Ademas, en los ultimos afios los avances técnicos han permitido el empleo de
LC-MSMS para la realizacibn del screening toxicolégico [177]. Como

inconveniente, cabe destacar el alto precio de los equipos empleados de LC-
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MSMS, por lo que no estan disponibles en todos los laboratorios de
Toxicologia.
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1.3. APLICACIONES DEL ANALISIS DE PELO EN EL AMBITO DE LA
TOXICOLOGIA CLINICA Y FORENSE

El andlisis de pelo es una importante herramienta en el campo de la
Toxicologia, tanto clinica como forense, debido a sus caracteristicas
diferenciadoras en relacion con las demas muestras disponibles, como orina,
sangre, fluido oral, sudor, meconio, etc. Como se indicé previamente, las
drogas o medicamentos incorporados en la estructura del pelo permanecen en
su interior inalterados durante un largo periodo de tiempo vy, por ello, la ventana
de deteccion empleando esta matriz se amplia en gran medida. Esto permite
un estudio retrospectivo del historial de consumo de drogas y medicamentos.
En los Ultimos afios, se han ido incrementando los campos en los que es
posible aplicar el analisis de pelo para obtener informacion que con las

matrices biologicas tradicionales no seria posible conseguir.

El andlisis de pelo puede realizarse mediante segmentacion o no del mechén a
estudio. Sin segmentaciéon de la muestra puede establecerse si un individuo ha
consumido o no durante el periodo de tiempo correspondiente con la longitud
del mechon analizado, pero no el perfil cronolégico de dicho consumo. La
cronicidad del consumo se determina empleando los criterios de cut-off
establecidos por la SoHT [78], en funcién de las concentraciones encontradas.
Si los valores de concentracién son superiores a dicho cut-off se determina un
consumo cronico y si son inferiores, puede establecerse un consumo
esporadico. La monitorizacion del consumo de drogas utilizando pelo es mucho
mas sencilla que empleando las matrices biolégicas tradicionales (sangre y/u
orina), ya que en el caso del pelo sdlo se requiere una toma de muestra y un
analisis, mientras que en el caso de la sangre y de la orina deben tomarse 2-3
muestras por semana. Las matrices tradicionales presentan una menor ventana
de deteccion que el pelo y, por ello, los consumos esporadicos (consumos con
dias de abstinencia entre los mismos) pueden proporcionar resultados

negativos en los controles.

La segmentacion del mechon proporciona mayor informacion sobre el perfil de
consumo. El analisis por segmentos implica efectuar una toma de muestra

adecuada, siguiendo los criterios previamente sefialados para ello, resaltando
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la importancia de alinear correctamente las fibras de pelo durante la toma de
muestra e indicar la zona méas proxima al cuero cabelludo, para diferenciar la
zona proximal de la zona distal del mechdn. El analisis de segmentos amplia

los campos de aplicacion de esta matriz biologica, destacando:

- Tratamientos de desintoxicacion: En los tratamientos de desintoxicacion
es necesario realizar un control de seguimiento del tratamiento, lo que
implica el analisis de muestras bioldgicas. El pelo permite que la toma de
muestra sea mucho menos invasiva y la periodicidad de los analisis
menor que con las matrices biologicas tradicionales, debido a su amplia
ventana de deteccion. Es preferible la realizacion de un analisis por
segmentos, ya que éste permite confirmar el historial de consumo
previo, asi como el comienzo y mantenimiento del periodo de
abstinencia. El perfil esperable en este tipo de analisis, siempre que se
haya cumplido correctamente la abstinencia, implica la deteccidén en los
segmentos distales del consumo previo y una disminucion significativa
en las concentraciones encontradas en los segmentos proximales tras el
comienzo de la abstinencia. Sin embargo, debe tenerse en cuenta en la
interpretacion de estos resultados que es posible detectar
concentraciones elevadas durante varios meses tras la abstinencia,
debido a la diferencia de crecimiento y la distinta fase en la que se

encuentran cada una de las fibras del mechén analizado.

- Control laboral: La realizacion de pruebas de drogas y alcohol en el
ambito laboral permite evitar o, al menos, reducir en parte los accidentes
en el trabajo, ademas de aumentar la productividad. En Europa, a
diferencia de lo que ocurre en EEUU, no existe una legislacion
especifica para el control del consumo de drogas y alcohol en el lugar de
trabajo [178]; si bien, en algunos paises europeos y también algunas
compafiias privadas han establecido criterios para el control de los
trabajadores. La muestra de eleccion en el control del consumo de
drogas en este campo es la orina, aunque en los ultimos afios también
se han introducido los controles con fluido oral para minimizar la
intromision en la intimidad de los trabajadores. El pelo se emplea, sobre

todo, para el control en la seleccién previa de personal, en pruebas
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aleatorias de consumo y en la prueba de contraanalisis tras un positivo
en orina o fluido oral [179,180]. En los dos primeros casos puede
emplearse el andlisis de un solo segmento para obtener informacién
sobre la presencia o no de consumo y la cronicidad del mismo; mientras
que en las pruebas de contraanalisis suele realizarse un andlisis por
segmentos para validar o no la reclamacion del primer analisis y probar

la abstinencia durante un cierto periodo de tiempo.

Control de consumo abusivo de alcohol: EI consumo de alcohol esta
ampliamente aceptado en la mayoria de sociedades, pero causa un gran
namero de patologias y problemas asociados. El etanol es una sustancia
volatil que, como tal, no se incorpora al pelo; por ello, su determinacion
en esta matriz biolégica requiere el uso de otros marcadores de su
consumo como los metabolitos minoritarios etilglucurénido (EtG) y
ésteres etilicos de los acidos grasos (FAEEs) [181]. La SoHT ha
establecido unos niveles de cut-off para estas sustancias en pelo [182],
que permiten diferenciar entre individuos con un consumo excesivo y un
consumo social, y entre consumidores sociales y abstemios. También ha
establecido unos criterios para el andlisis, indicando la segmentacion del
mechon en 2 segmentos de 0-3 cm y de 3-6 cm para una mejor
interpretacion de los resultados. En general, la presencia de EtG implica
un consumo de alcohol, pero su ausencia no puede descartar el
consumo. El analisis de los FAEEs sOlo permite diferenciar entre
consumo excesivo y consumo social. Las concentraciones de estos
marcadores en pelo, no obstante, se pueden ver modificadas por
tratamientos cosméticos [72,74,76,77,183], que pueden afectar a la
interpretacion del caso; por ello la SoOHT aconseja no usar los resultados
de pelo para los marcadores de alcohol de manera aislada, sino en

conjunto con los demas factores que intervienen en el caso.

Control anti-doping: El control del uso de sustancias dopantes en los
deportistas se realiza de forma rutinaria en orina. Sin embargo, el
empleo del pelo puede resultar de utilidad para determinar aquellas
sustancias que se encuentran permanentemente prohibidas, dentro y

fuera de la competicion, como es el caso de los esteroides
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anabolizantes, los cuales incrementan la masa muscular, la fuerza y
agresividad, y mejoran la recuperacion de los atletas. El uso de
segmentos y la amplia ventana de deteccion de esta muestra permite
determinar el historial de uso y la frecuencia. Ademas, permite
diferenciar entre el uso de la nandrolona y otros 19 noresteroides, que
en orina presentan el mismo patron metabdlico y, por ello, no permite
diferenciarlos [184]. La SoHT establecié un consenso para el uso del
pelo como matriz de analisis de agentes dopantes en 1999 [185], en el
que se especifica que la toma de muestra y las determinaciones
analiticas empleadas deben cumplir los mismos criterios de exigencia
gue un andlisis de orina. Asimismo, en caso de un resultado positivo en
orina, un resultado negativo en pelo no puede excluir el positivo previo;
pero en caso de un resultado negativo en orina y otro positivo en pelo, el
resultado en pelo establecera la exposicion a la sustancia o sustancias

durante un periodo de tiempo previo a la toma de muestra de orina.

Exposicion a drogas intradtero: La exposicion a drogas, tabaco y/o
alcohol durante el embarazo puede causar problemas obstétricos
(aumento de abortos y partos prematuros), en el feto (malformaciones y
aumento de la mortalidad perinatal), en el neonato (aumento de la
mortalidad y morbilidad, alteracion de los pardmetros neonatales y
sindrome de abstinencia) y en su desarrollo posterior (retrasos en el
progreso fisico y psicolégico, dificultades en el aprendizaje e
hiperactividad) [186,187]. Por ello, es importante efectuar la
identificacion de los neonatos expuestos a estas sustancias durante el
embarazo lo antes posible, para mejorar el cuidado pre y neonatal,
realizando una intervencion médica y psicosocial temprana. La
exposicién se puede evaluar mediante la entrevista a la madre y el
analisis de matrices biolégicas. Mientras la entrevista materna presenta
un caracter subjetivo que infravalora el numero de casos, el analisis de
matrices biolégicas es una medida objetiva y directa de la exposicion
[188]. Dentro de las matrices biologicas, el meconio se ha establecido
como la matriz de eleccidbn ya que se forma a partir del segundo

trimestre de gestacion y se acumula hasta el momento del parto, lo que
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permite la determinacion de la exposicidbn especialmente el tercer
trimestre [188,189]. Sin embargo, en algunos casos el meconio no esta
disponible para el andlisis, ya que puede eliminarse en el Gtero o durante
el parto, o bien después del alta hospitalaria. Ademas, el meconio refleja
el consumo de los dltimos meses del embarazo, cuando es en el primer
trimestre donde se producen la mayoria de malformaciones; y al ser una
matriz acumulativa no permite evaluar el patron de consumo y su
evolucion durante la gestacion. En cambio, el analisis del pelo materno
presenta una ventana de deteccion similar o mayor a la del meconio, lo
que permite evaluar el patron de consumo durante todo el embarazo y la
severidad del mismo. Ademas con la segmentacion del mechén es
posible diferenciar el consumo durante los distintos trimestres y su

evolucion.

Restitucién del permiso de conduccion: El uso de drogas y/o alcohol
durante la conduccion origina un aumento de la mortalidad y morbilidad;
asi, en torno a un 40% de los conductores muertos en accidente de
circulacién durante el afio 2010 en Espafia mostraron un resultado
positivo a estas sustancias en los analisis toxicologicos [190]. La retirada
o denegacion del permiso de conduccion es una medida de intervencién
de las autoridades, aplicada sobre aquellos conductores reincidentes en
el consumo de sustancias estupefacientes o sobre aquellas personas
adictas no aptas para la conduccion. En estos casos puede ser
necesario demostrar abstinencia para obtener o restituir el permiso de
conduccioén vy, para ello, pueden emplearse controles médicos que
comprueben que se es apto para la conduccién y medidas de control
analitico que verifiquen la abstinencia durante un determinado periodo
de tiempo. La aplicacion de estas medidas de control analitico para
verificar la abstinencia no es muy habitual ni esta regulado en la mayoria
de los paises de la Unién Europea [184], pero si se emplea de forma
sistemética en Alemania e Italia [191-193]. En estos dos paises se
regula el uso de la orina y el pelo para realizar el control analitico. La
amplia ventana de deteccion de esta matriz permite el estudio del

historial de consumo a largo plazo, a diferencia de la orina, o que es una
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ventaja al reducir el nimero y la frecuencia de los analisis. En Alemania
se analiza el segmento proximal de 0-6 cm, mientras que en ltalia
segmentos de 0-3 cm y 3-6 cm son analizados para proporcionar una

evidencia objetiva de la abstinencia.

Andlisis postmortem: El pelo se recoge habitualmente durante la
realizacion de la autopsia y su andlisis puede ser util en el
establecimiento de la causa de la muerte, evidenciando los
antecedentes de uso de drogas y medicamentos. El andlisis de
segmentos es, por tanto, necesario para obtener el perfil cronoldgico de
consumo. La determinacién mediante el analisis de pelo de un historial
de consumo crénico de una droga puede explicar dafios y alternaciones
fisiolégicas observables durante la autopsia o el agravamiento de una
enfermedad preexistente hasta causar la muerte [44]. También permite
evidenciar el grado y los periodos de uso de drogas que causan
tolerancia en consumidores habituales, y pueden originar una sobredosis
tras un periodo de abstinencia (como los opioides). El establecimiento de
periodos de abstinencia y del grado de tolerancia permite una mejor
interpretacion de las concentraciones en sangre y de la causa de la
muerte. Asimismo, es posible evidenciar mediante el historial de
consumo una intoxicacibn continuada. Ademas, en los casos
postmortem también puede recogerse el pelo con la raiz, lo que
proporciona informacion sobre un envenenamiento agudo [194]. El
analisis de las raices también puede proporcionar informacion en casos
de descomposicion avanzada en los que otras matrices no estan
disponibles. La toma de muestra en casos postmortem debe realizarse

bajo unas condiciones especiales como se indico anteriormente.

Sumision quimica: Se denomina sumisién quimica a la administracion a
una persona de sustancias psicoactivas que modifican o anulan su
voluntad con fines delictivos (generalmente agresion sexual, pero
también robos e incapacitaciones) [195]. Sin embargo, también se
considera sumisién quimica al aprovechamiento por parte del agresor de
la victima que ha consumido voluntariamente sustancias incapacitantes

[196]. Las principales caracteristicas de las sustancias empleadas son
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solubilidad en medio acuoso, sabor y olor poco apreciables, accién
rapida a dosis bajas, vida media corta y efecto de sedacion y amnesia
[196]. Las mas empleadas son farmacos (benzodiacepinas, hipnoticos,
sedantes 0 anestésicos), drogas de abuso (cannabis, éxtasis, LSD, etc)
y, muy frecuentemente, alcohol [197]. En este tipo de agresiones, las
sustancias empleadas para cometer el delito se administran como dosis
Gnica y se eliminan rapidamente del organismo por su vida media corta,
ademas, la victima suele tardar horas o incluso dias en ser consciente
de la agresion y, por tanto, en realizar la denuncia. Debido a esto,
frecuentemente las matrices bioldgicas tradicionales, sangre u orina, no
estan disponibles o no son adecuadas para realizar los analisis
toxicoldgicos. Por ello, la amplia ventana de deteccion del pelo y el
andlisis por segmentos del mismo es una herramienta util en la
determinacién de la presencia de sustancias psicoactivas en el periodo
de la agresion [198]. El pelo se analiza cortandolo en varios segmentos
de 2 cm cada uno, correspondientes al momento de la sumision quimica
y a los meses previos, lo que permite diferenciar el uso de la sustancia
como una sola exposicion del uso crénico de la misma [184]. Es
aconsejable realizar la toma de muestra entre 4 a 6 semanas después
de la agresion, y debe tenerse especial cuidado en mantener
correctamente alineadas las fibras del mechdén de pelo durante la toma
de muestra y la segmentacion. Sin embargo, la determinacién de
resultados negativos en el segmento de la muestra de pelo
correspondiente al momento de la agresién, no puede descartar la

administracion de sustancias psicoactivas en dicho periodo.

Control de adherencia terapéutica a un tratamiento: El incumplimiento
terapéutico de un tratamiento farmacoldgico causa un aumento de la
mortalidad y morbilidad de los pacientes. Aunque la sangre suele ser la
matriz biolodgica de eleccion para determinar la adherencia terapéutica,
es posible el uso del pelo en aquellos casos en los que sea necesario un
estudio retrospectivo de la adherencia [199]. El anélisis de segmentos
permite establecer el patron de consumo vy, por tanto, en aquellos casos

en los que se observe una fluctuacion en las concentraciones de los
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segmentos consecutivos analizados, podra establecerse una falta de

adherencia al tratamiento.
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2. JUSTIFICACION Y
OBJETIVOS







El consumo de drogas representa un grave problema sanitario a nivel
mundial. En nuestra sociedad este problema queda constatado por la elevada
prevalencia de consumo tanto de las sustancias de abuso legales,
fundamentalmente alcohol y tabaco, como para las drogas de abuso ilegales,
como el cannabis y la cocaina. A estas sustancias de abuso clasicas se han
unido en los ultimos afios nuevas drogas cuyo consumo Yy distribucién no estan
regulados, pero que presentan efectos psicoactivos similares a los de las
drogas tradicionales, por lo que son empleados como sustitutos “legales” de las
mismas. También es bien conocido y frecuente el patrén de policonsumo entre
los usuarios de sustancias de abuso, con el consiguiente consumo de varias de
estas sustancias psicoactivas de forma simultdnea durante el mismo periodo de
tiempo. Todo ello genera la necesidad de disponer de métodos analiticos
multianalito sensibles y especificos en los laboratorios de Toxicologia que
permitan la determinacién de las principales drogas y farmacos de abuso
tradicionales, pero también de estas sustancias emergentes, en las distintas

matrices biologicas.

La utilizacibn de las matrices biologicas alternativas ha aumentado
considerablemente en los ultimos afios, ya que permiten complementar la
informacion obtenida con el andlisis de las matrices bioldgicas tradicionales
(sangre y orina) al presentar unas ventanas de deteccion diferentes a las de
estas matrices, y ademas posibilitan una toma de muestra menos invasiva y
mas sencilla. Entre las matrices alternativas destaca el pelo como una de las
mas utilizadas en el &mbito de la Toxicologia Clinica y Forense, ya que permite
realizar un estudio retrospectivo del consumo gracias a su amplia ventana de
deteccidén, de meses o incluso afios. Asimismo, esta matriz biolégica permite
establecer el perfil cronolégico de consumo mediante la segmentacion de la
muestra de pelo. Otras ventajas de la misma son su toma de muestra no
invasiva, que no necesita ser realizada por personal sanitario, y que tampoco
requiere medidas especiales para su almacenamiento y conservacion. Sin
embargo, los métodos analiticos necesarios para determinar drogas de abuso y
farmacos en pelo deben ser lo suficientemente sensibles para detectar las
bajas concentraciones de estas sustancias y sus metabolitos, generalmente del

orden de los pg/mg.
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En los Ultimos afios se ha incrementado el uso del pelo en numerosos ambitos,

ya previamente destacados en la Introduccion. Sin embargo, el andlisis de

muestras de pelo requiere de unas consideraciones especiales que afectan a

todo el proceso, incluyendo la toma de muestra, la segmentacion del mechon,

la eliminaciéon de la contaminacion externa o la extraccién de los analitos de la

matriz sélida. Todas estas etapas son criticas para la obtencién de unos

resultados analiticos validos y una correcta interpretacion de los mismos.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los objetivos de esta Tesis Doctoral han

sido los siguientes:

1. Objetivos generales:

a. Desarrollar métodos analiticos multianalito que permitan la

b.

determinacién simultanea de varios grupos de sustancias de
interés toxicolégico, empleando la misma alicuota de pelo y con
una sensibilidad adecuada para, como minimo, satisfacer los cut-
offs recomendados por la SoHT.

Analizar los factores que influyen en la interpretacion de los
resultados en pelo.

Explorar la aplicacién del analisis de pelo a la deteccion de la

exposicion intradtero a sustancias de abuso, farmacos y alcohol.

2. Obijetivos especificos:

a. Desarrollar y validar un método de screening y confirmacion para

la determinacion de las principales drogas de abuso (opioides,
cocaina y su principal metabolito, cannabis, anfetaminas, LSD y
ketamina) y farmacos de uso comun (benzodiazepinas,
antidepresivos e hipnoticos) mediante LC-MSMS.

Desarrollar y validar un método de confirmacion para la
determinacion de anfetaminas clasicas (anfetamina,
metanfetamina, MDMA y MDA) y drogas emergentes con efectos
estimulantes como catinonas y piperazinas sintéticas (metilona,
mecedrona, mefedrona, 3,4-metilendioxipirovalerona o MDPV, 4-
fluorometcatinona, 4-fluorometanfetamina, 1-(3-

clorofenil)piperazina o mCPP, y 3-trifluorometilfenilpiperazina o
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TFMPP), asi como los farmacos trazodona y fenazona (para
diferenciar consumo licito de ilicito de mCPP, ya que ambos
compuestos producen esta piperazina sintética como metabolito)
mediante LC-MSMS

Evaluar el efecto de la contaminacion externa y de los
tratamientos cosmeéticos en la interpretaciéon de resultados de
muestras de pelo de casos reales analizados en el periodo de
desarrollo de esta Tesis Doctoral.

Estudiar la utilidad del andlisis de cabello materno para detectar la
exposicion a drogas y farmacos intradtero, en comparacion con la
entrevista materna, y con el analisis de otras muestras biolégicas
(meconio, placenta y cordén umbilical).

Investigar la correlacién entre los resultados analiticos de pelo

materno con los paradmetros clinicos neonatales.
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Resumen: Se ha desarrollado y validado completamente un método de
screening dirigido en 50 mg de pelo, empleando cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de masas en tdndem (LC-MSMS) para 35 compuestos (A9-
tetrahidrocannabinol (THC), morfina, 6-monoacetilmorfina, codeina, metadona,
fentanilo, anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilendioxianfetamina, 3,4-
metilendioximetanfetamina, benzoilecgonina, cocaina, dietilamida de acido
lisérgico, ketamina, escopolamina, alprazolam, bromazepam, clonazepam,
diazepam, flunitrazepam, 7-aminoflunitrazepam, lorazepam, lormetazepam,
nordiazepam, oxazepam, tetrazepam, triazolam, zolpidem, zopiclona,
amitriptilina, citalopram, clomipramina, fluoxetina, paroxetina y venlafaxina). La
descontaminacion del pelo se realizé con diclorometano, y la incubacion con 2
mL de acetonitrilo a 50°C durante toda la noche. El procedimiento de extraccion
se realiz6 en dos pasos, en primer lugar una extraccion liquido-liquido con una
mezcla de hexano:acetato de etilo (55:45, viv), y en segundo lugar una
extraccion en fase solida (con cartuchos Strata-X). La separacion
cromatografica se realiz6 con una columna Atlantis T3 (2,1 mm x 100 mm, 3
pum) y como fases moviles se emplearon acetonitrilo y formiato aménico a pH 3,
con un tiempo total de analisis de 32 minutos, Se monitorizé una transicion por
compuesto en modo MRM. Para confirmar los resultados positivos, se realizd
una segunda inyeccion monitorizando 2 transiciones. El método fue especifico
(sin interferencias endogenas, n=9); el LOD fue 0,2-50 pg/mg y el LOQ 0,5-100
pg/mg; la linealidad oscilé entre 0,5-100 a 2000-20000 pg/mg; la imprecision
fue <15%; la recuperacion analitica 85-115%; la eficacia de la extraccién 4,1-
85,6%; y la eficacia total del proceso 2,5-207,7%; 27 compuestos mostraron
supresion iénica (hasta un -86,2%), 4 mostraron aumento de la sefal (hasta un
647,1%), y 4 no mostraron ningun efecto matriz; los compuestos mostraron
buena estabilidad tras 24-48 horas en el inyector. El método se aplicd al
andlisis de 17 muestras de casos forenses. En conclusion, un método sensible
y especifico de screening dirigido fue desarrollado y validado para 35
compuestos en 50 mg de pelo, incluyendo drogas de abuso (THC, cocaina,
opiaceos y anfetaminas) y farmacos (benzodiacepinas y antidepresivos),
asegurando valores de cut-off menores a los recomendados por la asociaciéon

internacional de analisis de pelo (Society of Hair Testing).
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Resumen: Los estimulantes tipo anfetamina (ATS) son el segundo grupo de
sustancias ilicitas mas consumidas a nivel mundial. Sin embargo, en los ultimos
afios nuevas drogas sintéticas (NPS) con efectos estimulantes han aparecido
en el mercado ilegal, las cuéles no pueden ser detectadas con los métodos
analiticos tradicionales. Un método de LC-MSMS para la determinacion en pelo
de ATS clésicos (anfetamina, metanfetamina, 3,4-metilendioximetanfetamina y
3,4-metilendioxianfetamina), catinonas sintéticas (metilona, mecedrona,
mefedrona, 3,4-metilendioxipirovalerona, (x)-4-fluorometanfetamina y 4-
fluorometcatinona), piperazinas sintéticas (1-(3-clorofenil)piperazina y 3-
trifluorometilfenilpiperazina), y farmacos (trazodona y fenazona) que producen
mCPP como metabolito, fue desarrollado y completamente validado. Las
muestras de pelo (30 mg) fueron incubadas en metanol acido (0,1% HCI) y se
realizé su extraccion por fase solida empleando cartuchos de modo mixto. La
separacion cromatografica fue realizada usando una columna analitica Atlantis
T3 (3 um; 2,1x50 mm), y formiato amodnico 2 mM pH 3 y acetonitrilo como fases
moviles. El método fue validado, incluyendo selectividad (sin interferencias
enddgenas ni exdgenas); linealidad (2-20 a 2000-4000 pg/mg); limites de
deteccion (0,2 a 5 pg/mg) y cuantificacion (2 a 20 pg/mg); exactitud (93,4-
109,4% de la concentracion tedrica); imprecision (%CV<11,6%); recuperacion
de la extraccién (40,5-92,1%); efecto matriz (24,1-227,2%); eficacia total del
proceso (9,8-165,7%) y estabilidad en el inyector (-14,5% de pérdida). El
método fue aplicado al analisis de 16 muestras de pelo. Se determiné la
presencia de anfetamina (n=7; 69,1-777,1 pg/mg), metanfetamina (n= 3; 120,4-
1538,9 pg/mg), MDA (n= 2; 27,8-135,4 pg/mg) y MDMA (n= 8; 73,4-3654,5
pg/mg). Ademas, se encontraron 10 resultados positivos para mCPP (341,7-
25008,9 pg/mg); pero en todos los casos también se identificé trazodona
(2085,3-567521,7 pg/mg), lo que probé que el consumo de mCPP habia

presentado un origen licito.
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Abstract

Amphetamine-type-stimulants (ATS) are the second most commonly used group of
illicit drugs worldwide. However, in the last years new psychoactive substances (NPS)
with stimulant effects have appeared in the illegal market, which are not detected with
traditional analytical methods. An LC-MSMS method for the determination in hair of
classical ATS (amphetamine, methamphetamine, 3,4-
methylenedioxymethamphetamine and 3,4-methylenedioxyamphetamine), synthetic
cathinones (methylone, methedrone, mephedrone, 3,4-methylenedioxypyrovalerone,
(+)-4-fluoromethamphetamine and 4-fluoromethcathinone), synthetic piperazines (1-
(3-chlorophenyl)piperazine and 3-trifluoromethylphenylpiperazine), and medicines
(trazodone and phenazone) that produce mCPP as metabolite, was developed and fully
validated. Hair samples (30mg) were incubated in acid methanol (0.1% HCI) and
extracted by a mixed-mode solid phase extraction. Chromatographic separation was
performed using an Atlantis T3 (3 um; 2.1x50 mm) analytical column, and ammonium
formate 2 mM pH 3 and acetonitrile as mobile phase. The method was validated,
including selectivity (no endogenous or exogenous interferences); linearity (2-20 to
2,000-4,000 pg/mg); limits of detection (0.2 to 5 pg/mg) and quantification (2 to 20
pg/mg); accuracy (93.4-109.4% of target concentration); imprecision (%CV<11.6%);
extraction recovery (40.5-92.1%); matrix effect (24.1-227.2%); process efficiency (9.8-
165.7%) and stability in the autosampler (-14.5% of loss). The method was applied to
the analysis of 16 hair samples. Amphetamine (n= 7; 69.1-777.1 pg/mg),
methamphetamine (n= 3; 120.4-1,538.9 pg/mg), MDA (n= 2; 27.8-135.4 pg/mg) and
MDMA (n= 8; 73.4-3654.5 pg/mg) were found. Moreover, 10 positive results for mCPP
were detected (341.7-25,008.9 pg/mg); however, in all cases trazodone identification

(2,085.3-567,521.7 pg/mg) probed a licit origin of mCPP.

Keywords: hair, amphetamine-type-stimulants, new psychoactive substances,

synthetic cathinones, synthetic piperazines.
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1. Introduction

Amphetamine-type-stimulants (ATS) include classical drugs of abuse such as
amphetamine, methamphetamine, methylenedioxyamphetamine (MDA) and
methylenedioxymethamphetamine (MDMA). These substances act as central nervous
system stimulants, increasing alertness, physical activity and libido; decreasing
appetite and inhibitions; and causing euphoria and/or hallucinations®. ATS are the
second most frequently group of illicit drugs used worldwide. However, its use
declined globally in 2010-2012, mainly in Western and Central Europez, in agreement

with the progressive popularization of the new psychoactive substances (NPS).

NPS were introduced in the drug market in recent years as “legal” substitutes of
classical drugs of abuse. In fact, only few of these new substances have been
scheduled in some countries in the last years3’4. Among NPS, synthetic cathinones and
synthetic piperazines are consumed as an alternative to classical ATS because they
mimic their stimulant effects. For example, synthetic piperazines such as 1-(3-
chlorophenyl)piperazine (mCPP) and 3-trifluoromethylphenylpiperazine (TFMPP) are
claimed to act like MDMA,; synthetic cathinones such as methylone and mephedrone
were described to have stimulant and partly entactogen effects analogous to MDMA;
and 3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV) was reported to have cocaine- and

amphetamine-like effects”.

Hair represents a useful alternative matrix in forensic toxicology as its analysis allows a
retrospective evaluation of drug use history, and its collection is easy and non-
invasive®’. This matrix has been used for forensic and clinical analysis of drugs of abuse
.. . . . . . 89 .
and medicines in a wide range of situations, such as workplace testing™~, gestational

exposurelo'lz, drug facilitated sexual assaults™** doping control**¢, drug abuse

18,19

history and withdrawal control®’, driving license regranting or postmortem

toxicologyzo'21

. However, limited amount of sample is frequently supplied for testing
and, consequently, multianalyte methods are recommended, saving time, costs and
amount of specimen required. Moreover, classical ATS and NPS with similar effects
could be detected in the same user, due to the long window of detection of hair

samples.
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The aim of this study was to develop and validate a method for the determination of
ATS, including classical drugs (amphetamine, methamphetamine, MDMA and MDA)
and NPS such as synthetic cathinones (methylone, methedrone, mephedrone, MDPV,
4-fluoromethcathinone (4-FMC) and (%)-4-fluoromethamphetamine (4-FMA)), and
piperazines (MCPP and TFMPP) in hair using LC-MSMS. Moreover, the medicines
trazodone and phenazone were included in the method as they produce mCPP as a

metabolite’>?3,

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Reagents

Amphetamine, methamphetamine, MDMA, MDA, methylone, methedrone,
mephedrone, mCPP, MDPV, TFMPP and trazodone standards at 1 mg/mlL, and
amphetamine-ds, methamphetamine-ds, MDMA-ds, MDA-ds, methylone-ds,
mephedrone-d;, mCPP-dg and TFMPP-d4 at 0.1 mg/mL in methanol were purchased
from Cerilliant™ (Round Rock, TX, USA). Phenazone in solid form was obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), and 4-FMA and 4-FMC in solid form from the
National Measurement Institute, Australian Government (Lindfield, Sydney, Australia).
Reagent grade formic acid (FA) 98-100%, reagent grade hydrochloric acid (HCl) 37%
and reagent grade ammonia solution 32% (v/v) (NH4;OH) were from Scharlau
(Sentmenat, Spain). Methanol HPLC grade (MeOH), 2-propanol (2-PROP) and reagent
grade dichloromethane (DCM) were from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), and LC-
MS acetonitrile (ACN) from Panreac (Castellar del Vallés, Spain). Water was purified
with a Milli-Q water system (Millipore, Le-Mont-sur-Lausanne, Switzerland). Strata X-C

cartridges (30 mg, 3 mL) were purchased from Phenomenex (Torrence, CA, USA).

2.2. Preparation of calibrators, quality controls (QC) and internal standard solutions

Individual solutions of 4-FMA and 4-FMC were prepared at 1 mg/ml in methanol. A
stock solution at 20 pug/mL in methanol was generated from the individual standards at
1 mg/mL. Working solutions were prepared by further dilutions in methanol at 6, 0.6,

0.06, 0.006 and 0.0006 ug/mL. An eight-point calibration curve (2-4,000 pg/mg) was
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generated by addition of 20, 50 or 100 L of the appropriate working solution to 30 mg
of blank hair samples. QC solutions at 20, 0.6, 0.12, 0.012 and 0.0024 ug/mL were
prepared in methanol from different stock solutions than those used for calibrators.
Low (6 pg/mg for methylone, methedrone, mephedrone and MDPV; and 30 pg/mg for
the rest of the analytes), medium (300 pg/mg) and high (1500 pg/mg) QCs samples
were prepared by the addition of 75 uL of the corresponding solution. An internal
standard (IStd) mixture containing amphetamine-ds, methamphetamine-ds, MDMA-ds,
MDA-ds, methylone-ds;, mephedrone-d;, mCPP-dg and TFMPP-d, at 10 ug/mL was
prepared by dilution of the individual I1Std stock solution in methanol. Working IStd
solution at 120 ng/mL was obtained by dilution, and 25 uL were added to hair samples.

All these solutions were stored at -20°C in the absence of light until use.
2.3. Hair samples

Hair samples for the preparation of the calibrators and quality control (QC) samples
were donated by the staff personnel. Moreover, 16 real specimens were analyzed in
order to demonstrate the applicability of the method. Seven hair specimens with a
previously positive result for classical amphetamine derivatives using the routine
method employed in our laboratory were reanalyzed using the present methodology.
Samples were received in our laboratory from 2009 to 2013, and gave positive results
to amphetamine (n= 7), methamphetamine (n= 3), MDA (n= 2) and MDMA (n= 7). In
addition, 9 hair specimens were collected in 2014 from patients under daily trazodone
treatment, 6 males and 3 females, with doses ranging between 50 to 500 mg/day. Hair
samples were collected from the vertex posterior of the head, as close as possible from
the scalp, indicating with a string the hair root, as recommended by the Society of Hair
Testing (SoHT)**. Specimens were stored at room temperature in an envelope until

analysis.
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2.4. Sample preparation

2.4.1. Decontamination process

Prior to analysis, hair samples were washed to remove external contamination. Each
hair sample was washed with 2 mL of dichloromethane three times during 2 min. After
that, samples were completely dried in a heater at 402C. The last wash solvent was
collected and dried under nitrogen at 352C in a TurboVap LV evaporator (Zymark,
Hopkinton, MA, USA), and injected into the LC-MSMS to confirm the total removal of

external contamination.

2.4.2. Hair incubation

Thirty milligrams of decontaminated hair were powdered in a ball mill (Precellys,
Montigny le Bretonneux, France). The powder was incubated with 2 mL 0.1% HCI in
methanol for 1 h at 60°C in a bath, after the addition of 25 uL IStd working solution.
The sample was centrifuged (4,000 rpm, 10 min) and the supernatant was evaporated
to dryness under nitrogen at 352C. After that, the residue was reconstituted in 2 mL of

2% FA in water to achieve the optimum pH for the solid phase extraction (SPE).

2.4.3. Clean-up

Strata X-C cartridges were selected for carrying out the SPE. Cartridges were
conditioned by sequential addition of 2 mL methanol and 2 mL water. After loading the
samples in acid solution, the cartridges were washed with 2 mL 2% FA in water and 2
mL MeOH:Water:FA (47.5:47.5:5; v:v:v), and then dried for 10 min under vacuum.
Analytes were eluted with 2 mL DCM:2-PROP:NH4,0OH (47.5:47.5:5; v:v:v), and
subsequently evaporated to dryness with nitrogen at 352C after addition of 25 uL
acidic methanol (0.1% HCI). Samples were reconstituted in 75 uL of initial mobile

phase, and 30 plL were injected into the LC-MSMS.

2.5. LC-MS/MS

The HPLC system was an Alliance 2795 Separation Module equipped with an Alliance
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series column heater/cooler (Waters Corp., Mildford, MA, USA). Gradient elution was
performed using an Atlantis® T3 (2.1 mm x 50 mm, 3 pm) reversed-phase analytical
column (Waters, Mildford, MA, USA), maintained at 352C. Ammonium formate 2mM
with 0.1% FA (pH= 3) (A) and ACN (B) were used as mobile phase at a flow rate of 0.3
mL/min. The gradient program was as follows: 0-3 min 0% B: 3-5 min from 0% to 20%
B; 5-6.8 min 20% B; 6.8-7.3 min from 20% to 25% B; 7.3-8.8 min 25% B; 8.8-9.3 min
from 25% to 30% B; 9.3-9.4 min return to initial conditions; and 9.4-13 min column re-
equilibration. A divert valve was set to direct the flow to the MS from 4 to 11 min, and

to waste the remaining time.

A Quattro Micro ™ API ESCI triple quadrupole (Waters Corp., Mildford, MA, USA) was
employed for detection. The instrument was operated in electrospray in the positive
mode (ESI+) to produce protonated molecules of the analytes with the following
optimized settings: capillary voltage 1.0 kV; source block and desolvation gas
(nitrogen) temperature 150 2C and 400 °C, respectively; desolvation and cone gas
(nitrogen) flow rate 800L/h and 60 L/h, respectively. Data were acquired in multiple
reaction monitoring (MRM) mode. A post-column infusion of each individual analyte at
10 uL/mL connected with a “T” valco to the chromatographic effluent (ammonium
formate 2mM with 0.1% of FA (pH= 3) and ACN, 50:50, v:v) was employed to select
multiple reaction monitoring (MRM) transitions, cone voltages and collision energies
for the target analytes and IStds (Table 1). Data acquisition was controlled with
MassLynx 4.1 software and processed with QuanLynx 4.1 software (Waters Corp.,

Milford, USA).

Table 1. MRM transitions, cone voltage (CV), collision energy (CE), retention time (Rt)
and internal standard (IStd) selected for each analyte.

Analyte MRM transition | CV CE Rt IStd
(V) | (ev) | (min)

136.1>119.0 9
Amphetamine 20 5.7 Amphetamine-ds
136.1>90.6 15
Amphetamine-ds 141.2>124.1 15 9 5.7
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182.3>164.2 22 13
4-FMC 5.3 Mephedrone-d;
182.3>149.2 19
208.4>160.2 17
Methylone 22 54 Methylone-d;
208.4>190.3 13
Methylone-d; 211.3>163.2 22 19 5.4
150.1>90.6 11
Methamphetamine 24 5.8 Methamphetamine-d;
150.1>119.0 17
Methamphetamine-d; 155.1>120.9 22 11 5.8
168.3>109.0 21
4-FMA 22 6.3 Methylone-d;
168.3>137.2 11
178.3>160.2 12
Mephedrone 20 6.5 Mephedrone-d;
178.3>145.1 18
Mephedrone-d; 181.4>163.3 22 13 6.5
180.3>105.1 20
MDA 15 5.9 MDA-ds
180.3>133.2 16
MDA-d; 185.1>168.1 15 9 5.9
194.4>176.3 13
Methedrone 20 6.4 Methylone-d;
194.4>161.2 19
194.0>163.0 12
MDMA 20 6.4 MDMA-ds
194.0>104.8 25
MDMA-dg 199.1>165.0 22 12 6.4
189.2>76.9 40
Phenazone 35 7.3 MDMA-ds
189.2>104.1 24
197.3>154.2 19
mCPP 32 7.5 mCPP-dg
197.3>118.9 25
mCPP-dg 205.3>158.2 36 21 7.5
276.3>126.2 27
MDPV 28 7.9 mCPP-dg
276.3>175.2 23
231.3>188.2 23
TFMPP 36 9.0 TFMPP-d,
231.3>118.9 31
TFMPP-d, 235.3>190.3 36 21 9.0
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372.2>176.6 24
Trazodone 35 9.6 TFMPP-d,
372.2>148.2 34

Underlined transitions were used for quantification. 4-FMC: (z)-4-fluoromethcathinone; 4-FMA:
(+)-4-fluoromethamphetamine; MDA:  3,4-methylenedioxyamphetamine; MDMA:  3,4-
methylenedioxymethamphetamine; mCPP:  1-(3-chlorophenyl)piperazine; MDPV:  3,4-
methylenedioxypyrovalerone; TFMPP: 3-trifluoromethylphenyl)piperazine

2.6. Validation

The method was validated with the assessment of the following parameters:
selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), imprecision,
accuracy, extraction recovery, matrix effect, process efficiency and stability in the

autosampler.

Endogenous and exogenous interferences were evaluated to test selectivity. Potential
endogenous matrix interferences were assessed by the analysis of blank hair samples
from 10 different sources fortified with the IStd mixture. Exogenous interferences
were assessed by the analysis of blank hair samples fortified with 38 common drugs of
abuse and medicines at 8000 pg/mg. The following drugs were tested: morphine,
codeine, 6-acetylmorphine, methadone, 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine (EDDP), cocaine, benzoylecgonine, ecgonine methyl ester,
cocaethylene, lysergic acid diethylamide (LSD), ketamine, norketamine, gamma-
hydroxybutyric acid (GHB), nicotine, cotinine, fentanyl, amitriptyline, paroxetine,
zolpidem, zopiclone, ibuprofen, omeprazol, acetaminophen, diclofenac, naproxen,
alprazolam, temazepam, lormetazepam, lorazepam, flunitrazepam, 7-
aminoflunitrazepam, clonazepam, diazepam, nordiazepam, oxazepam, triazolam,
nitrazepam and bromazepam. If analytes were not detected (<LOD), the method was

considered selective.

Linearity was verified by preparing 4 calibration curves analyzed on 4 different days. A
calibration range between 2 to 4,000 pg/mg was studied for each analyte. Acceptance
criteria included a coefficient of determination (rz) 20.99, and residuals <15% at each

concentration level, except at the LOQ, for which residuals <20% were accepted.
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The LOD was defined as the lowest concentration at which the two MRM transitions
monitored for each analyte could be identified with a signal-to-noise >3 with
acceptable chromatography, within £0.2 min of the mean calibrators retention time
and appropriate ion ratio”. LOD was determined by the analysis of fortified blank hair
samples (n=3) at decreasing concentrations. LOQ was defined as the lowest
concentration that could be quantified with a signal-to-noise 210, and adequate
precision (%CV <20%) and accuracy (% of target concentration +20%)%. LOQ was

evaluated by the analysis of 5 replicates.

Imprecision was evaluated by the calculation of the coefficient of variation (%CV) of
pooled within-day, between-day and total imprecision following Krouwer and
Rabinowtz” recommendations®®. Acceptable imprecision was achieved if %CV was
<15%. Accuracy was expressed as the percentage of the nominal concentration, and
was required to be within 85-115% of the target concentration. Imprecision and
accuracy were assessed at low, medium and high QC concentrations by the analysis of

5 replicates at each concentration on 4 different days (n= 20).

Extraction recovery, matrix effect and overall process efficiency were calculated at low
and high QC concentrations based on Matuszewski et al. recommendations?’.
Different blank hair samples were fortified before and after extraction, and also the
same QC concentrations were prepared in initial mobile phase. Extraction recovery
was calculated as percentage by comparing mean peak area in blank hair samples
fortified with the analytes before extraction (n= 6) with mean peak area in blank hair
samples fortified after extraction (n= 10). Matrix effect was evaluated as percentage by
comparing mean peak area in blank hair samples from 10 different sources fortified
after extraction with mean peak area when the analytes were prepared in mobile
phase (n= 6). Process efficiency was expressed as the ratio of mean peak area in blank
hair samples fortified before extraction (n= 6) divided by mean peak area in samples

prepared in initial mobile phase (n= 6) as percentage.

Analytes stability in the autosampler was assessed by reinjecting low (n= 5) and high
(n=5) QC samples after 72 h stored at 62C. Stability was evaluated by comparing

concentrations of freshly fortified hair samples (n=5) at each QC concentration with
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concentrations obtained after storage. Stability was considered acceptable if QC

samples quantified within £15% of freshly prepared QC samples.

3. Results

3.1. Validation

The method proved to be selective for endogenous and exogenous interferences,
meeting identification criteria. No quantifiable interferences with any extractable
endogenous compounds in hair were detected after the analysis of blank hair
specimens from 10 different individuals. Moreover, no potentially interfering peaks
were found after the analysis of blank hair samples fortified with common drugs of
abuse and medicines. Figure 1.A shows a MRM chromatogram of the quantifier

transitions for all the analytes in a blank specimen.

Linearity of the compound-to-IStd ratio versus the theoretical concentration was
verified in hair. Calibration curves fitted using least-squared regression with 1/x
weighting factor for all the analytes, except for MDMA, methedrone and 4-FMA, for
which data fitted better assuming a quadratic model. The curvature tested on a set of
4 calibration curves yielded coefficients of determination above 0.99 for all the
analytes, and residuals were within +20% of the target concentration at the LOQ and
+15% at the remaining concentrations. LOD ranged from 0.2 to 5 pg/mg, and LOQ from
2 to 20 pg/mg, depending on the analyte. Figure 1.B shows MRM chromatograms of
the quantifier transitions for all the analytes in a hair sample fortified at the LOQ. Table

2 includes calibration parameters, LOD and LOQ for all the compounds.

Imprecision and accuracy at the three QC concentrations met the acceptance criteria.
Within-day, between-day and total imprecision were <7.9%, <11.2% and <11.6%,
respectively. Accuracy ranged from 93.4 to 109.4% of the target concentration.

Imprecision and accuracy results are summarized in Table 3.
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Figure 1. MRM chromatograms of the quantifier transitions for all the analytes in a
blank hair sample (1.A) and in a blank hair sample fortified at the corresponding LOQ
(1.B).

Table 2. Limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ) and calibration
parameters for each analyte.

Analyte LOD LoQ Linearity Intercept + Slope r’ +SD
(pg/mg) | (pg/mg) | (pg/mg) SD(n=4) | SD(n=4) | (n=4)
Methamphetamine 5.0 20.0 20-4,000 Oi'lzlssz‘i 06?395;171 06?307124i
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20-4,000 -0.3420 + 0.1491 % | 0.9986 £

MDA >0 200 0.7296 0.0178 0.0014
2-4,000 0.1610 £ 0.2851+ | 0.9958 £

Methedrone 10 20 0.1098 | 0.0202 | 0.0015
20-4,000 -0.4004 + 0.6292 + | 0.9940 +

MDMA 10 200 1.5038 0.0524 0.0041
10-4,000 0.3951 ¢ 0.7242 + | 0.9967 £

mCPP >0 10.0 1.8515 0.0957 | 0.0019
2-4,000 2.6368 + 3.3449 + | 0.9989 +

MDPV 0.2 2.0 2.5566 0.9799 0.0004
10-4,000 1.1859 + 0.1540+ | 0.9977 £

Phenazone >0 10.0 1.1282 0.0630 | 0.0018
10-4,000 -1.9817+ 0.8505* | 0.9962 t

TFMPP 1.0 100 1.6012 0.1189 0.0038
10-4,000 7.9202 5.1231+ | 0.9972 %

Trazodone 0.2 10.0 15.0681 | 1.0153 | 0.0012
4-FMC: (£)-4-fluoromethcathinone; 4-FMA: (£)-4-fluoromethamphetamine; MDA: 3,4-
methylenedioxyamphetamine; MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; mCPP: 1-(3-
chlorophenyl)piperazine; MDPV: 3,4-methylenedioxypyrovalerone; TFMPP: 3-

trifluoromethylphenyl)piperazine

Table 3. Imprecision and accuracy at low (6 or 30 pg/mg, depending on the analyte),
medium (300 pg/mg) and high (1500 pg/mg) QC concentrations.

Analyte Within-day Between-day Total imprecision Accuracy (n=20;
imprecision (n= imprecision (n= % target concentration)

20; %CV) 20; %CV) (n=20; %CV)
Low | Medium | High | Low | Medium | High | Low | Medium | High | Low | Medium | High
Amphetamine | 2.9 2.9 31 | 69 2.3 50 | 74 3.7 59 |103.5| 109.4 | 105.2
4-FMC 4.9 34 30 | 74 9.5 11.2 | 8.9 10.1 11.6 | 97.7 104.5 103.0
Methylone 24 2.8 22 | 2.8 31 4.7 | 3.7 4.1 5.2 | 1093 | 107.3 102.2
MA 5.1 4.3 32 | 65 35 21 | 83 5.5 3.9 | 104.7 | 108.7 | 107.0
4-FMA 5.7 6.2 44 | 3.0 4.5 6.8 | 6.4 7.7 8.1 | 103.3 | 104.6 | 101.9
Mephedrone | 2.9 2.2 30 | 03 6.2 51 | 3.0 6.5 59 | 1093 | 102.7 99.0
MDA 3.6 3.5 32 | 46 4.7 5.3 | 5.8 5.8 6.2 | 104.7 | 100.9 99.2
Methedrone | 5.6 34 33 | 20 7.0 53 | 6.0 7.8 6.2 | 105.8 | 106.2 103.9
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MDMA 4.5 2.8 1.7 | 5.2 2.5 20 | 638 3.8 2.7 | 104.7 104.6 103.9
mCPP 4.0 4.0 23 | 2.2 1.8 26 | 4.6 4.4 34 | 96.9 101.7 102.9
MDPV 5.4 4.5 26 | 3.9 0.0 0.0 | 6.6 4.5 2.6 | 102.4 104.6 102.0
Phenazone 5.1 7.3 79 | 1.0 7.3 3.0 | 5.2 10.4 85 | 934 101.5 101.7
TFMPP 33 1.8 1.8 | 25 1.5 3.0 | 4.2 2.3 3.5 | 99.8 102.6 103.7
Trazodone 6.1 3.9 28 | 3.1 6.6 0.0 | 6.8 7.6 2.8 | 96.8 100.5 104.8

MA: Methamphetamine; 4-FMC: (%)-4-fluoromethcathinone; 4-FMA: (+)-4-fluoromethamphetamine; MDA: 3,4-
methylenedioxyamphetamine; MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; mCPP: 1-(3-chlorophenyl)piperazine;

MDPV: 3,4-methylenedioxypyrovalerone; TFMPP: 3-trifluoromethylphenyl)piperazine

Extraction recovery and process efficiency ranged from 40.5 to 92.1% and 9.8 to

165.7%, respectively. Matrix effect was observed for all the compounds, except for

MDA, mCPP, phenazone and trazodone, with signal enhancement ranging from 109.3

to 227.2% (%CV<19.6%; n= 10). mCPP, phenazone and trazodone showed ion

suppression (24.1 to 106.9%; %CV<17.3%; n= 10), and no matrix effect was observed

for MDA. Similar results were observed for the respective IStds, thus compensating the

possible imprecision and inaccuracy due to this effect. Data from these results are

presented in Table 4.

Table 4. Extraction recovery, process efficiency and matrix effect at low (6 or 30
pg/mg, depending on the analyte) and high (1500 pg/mg) QC concentrations.

Analyte Extraction recovery, Process efficiency, Matrix effect, n= 10
n=6 n=6 (%CV)
Low High Low High Low High
Amphetamine 75.3 89.9 163.4 155.4 217.1 172.9 (9.9)
P (11.9)
Amphetamine-ds 184.7 (13.5)
4-FMC 47.8 53.9 99.5 112.5 208.1(4.8) | 208.8 (6.7)
Methylone 70.8 74.4 111.3 81.3 157.1(5.0) | 109.3 (6.3)
Methylone-d; 153.6 (5.4)
Methamphetamine 72.9 70.7 165.7 147.9 227.2 209.1
P (13.9) (10.1)
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Methamphetamine-ds 227.5(10.9)
4-FMA 68.6 82.0 153.9 153.9 224.3 (5.7) | 187.7 (6.6)
Mephedrone 51.1 59.8 101.7 113.6 | 199.1(6.8) | 190.0 (7.4)
Mephedrone-d; 203.9 (7.3)
MDA 84.6 88.0 100.3 74.1 (1210%6) 75.8 (13.4)
MDA-d; 114.9 (17.9)
Methedrone 67.6 724 111.2 88.4 164.6 (7.2) (11202.61)
Methedrone-d; 153.6 (5.4)
MDMA 82.7 92.1 128.9 86.9 (11595..69) 94.4 (10.2)
MDMA-d; 131.3 (8.3)
mCPP 70.3 79.7 75.2 54.4 (1101669) 68.2 (14.0)
mCPP-dg 111.4 (14.1)
MDPV 75.8 85.0 106.7 108.8 140.7 (2.9) | 128.1(3.6)
Phenazone 53.1 60.4 20.3 29.9 38.3(14.8) | 49.6(6.3)
TFMPP 61.5 68.9 105.2 1171 171.0(7.4) | 169.9 (8.1)
TFMPP-dg 180.8 (8.1)
Trazodone 40.5 49.4 9.8 21.8 24.1(17.3) | 44.2(7.1)

Matrix effect= 100% means no matrix effect; 4-FMC: (+)-4-fluoromethcathinone; 4-FMA: (+)-4-
fluoromethamphetamine; MDA: 3,4-methylenedioxyamphetamine; MDMA: 3,4-
methylenedioxymethamphetamine; mCPP: 1-(3-chlorophenyl)piperazine; MDPV: 3,4-
methylenedioxypyrovalerone; TFMPP: 3-trifluoromethylphenyl)piperazine

All the analytes were stable in the autosampler for 72 h at 62C after the analysis of 5
replicates at 2 QC concentrations (low and high). Percentage of loss when compared to

fresh QC samples was lower than 14.5% in all cases (Table 5).
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Tabla 5. Stability at low (6 or 30 pg/mg, depending on the analyte), and high (1500
pg/mg) QC concentrations after 72 h in the autosampler at 62C. Data expressed as %
loss compared to fresh controls.

Analyte % loss
Low (n=15) High (n=5)
Amphetamine -10.9 -5.0
4-FMC 5.5 1.6
Methylone -4.7 3.1
Methamphetamine -2.8 -0.8
4-FMA 2.7 -11.1
Mephedrone -14.5 5.2
MDA -2.4 -6.4
Methedrone -12.2 5.2
MDMA -2.3 -3.7
mCPP -8.9 -2.5
MDPV 2.7 0.9
Phenazone -13.3 10.5
TFMPP 3.5 -8.0
Trazodone -3.5 6.6
4-FMC: (+)-4-fluoromethcathinone; 4-FMA: (+)-4-
fluoromethamphetamine; MDA: 3,4-methylenedioxyamphetamine;
MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; mCPP: 1-(3-
chlorophenyl)piperazine; MDPV: 3,4-methylenedioxypyrovalerone;
TFMPP: 3-trifluoromethylphenyl)piperazine

3.2. Application to real specimens

Sixteen real hair specimens were analyzed to probe the applicability of the present
method (Table 6). Samples with a previous positive result for classical ATS (samples 1-
7) gave a positive result for the same analytes. Seven specimens were positive for
amphetamine (69.1-777.1 pg/mg), 3 for methamphetamine (120.4-1,538.9 pg/mg), 2
for MDA (27.8-135.4 pg/mg) and 7 for MDMA (98.7-3,654.5 pg/mg). Moreover, a

positive result for mCPP was found in sample 7 (6,527.9 pg/mg), but the presence of
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trazodone (17,094.6 pg/mg) in this sample probe mCPP origin from consumption of
this prescription drug and not from a recreational use. Nine hair specimens (samples 8-
16) from patients under trazodone daily treatment showed positive results for
trazodone (2,085.3-567,521.7 pg/mg) and its metabolite mCPP (341.7-25,008.9
pg/mg). In addition, sample 16 showed a positive result for MDMA at low
concentration (73.4 pg/mg). Figure 2 shows MRM chromatograms of the positive

results found in sample 7.

Amphetamine . | MDMA m{CPP | Trazadone
o Amphetamine-ds ‘ . ' MDMA-ds ‘ mCPP-d, o TFMPP-d4

Figure 2. MRM chromatograms of the positive results found in sample 7 containing
amphetamine (383.7 pg/mg), MDMA (98.7 pg/mg), mCPP (6,527.9 pg/mg) and
trazodone (17,094.6 pg/mg).

Table 6. Concentrations (pg/mg) of the study analytes found in the 16 real hair
specimens.

Samples Concentration (pg/mg)
Amphetamine Methamphetamine MDMA MDA mCPP Trazodone

1 91.3 - 1,536.4 27.8 - -
2 777.1 1,538.9 3,654.5 135.4 - -
3 69.1 1,243.6 103.9 - - -
4 424.7 - 131.5 - - -
5 44.9 120.4 109.0 - - -
6 679.2 - 2231 - - -
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7 383.7 - 98.7 - 6,527.9 17,094.6
8 - - - - 25,008.9 567,521.7
9 - - - - 869.2 4,814.4

10 - - - - 3,411.4 25,835.4
11 - - - - 22,398.4 65,628.2
12 - - - - 4,942.6 11,096.6
13 - - - - 12,748.2 19,992.6
14 - - - - 8,000.9 23,089.8
15 - - - - 341.7 2,085.3

16 - - 73.4 - 963.3 3,211.0

MDMA: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; MDA: 3,4-methylenedioxyamphetamine; mCPP: 1-(3-
chlorophenyl)piperazine

4, Discussion

An LC-MSMS method for the determination in hair of classical ATS (amphetamine,
methamphetamine, MDMA and MDA), synthetic cathinones (methylone, methedrone,
mephedrone, MDPV, 4-FMC and 4-FMA), synthetic piperazines (mCPP and TFMPP),
and medicines that produce mCPP as metabolite (trazodone and phenazone) was
developed and fully validated. All the analytes eluted within 10 min, with a total run
time of 13 minutes. The studied parameters (selectivity, linearity, LOD, LOQ,
imprecision, accuracy, extraction recovery, matrix effect, process efficiency and

stability) yielded satisfactory results for the all compounds.

Several authors have reported the determination of synthetic cathinones and

5,20,23,28-36

piperazines in hair . However, the majority of these studies only included a

few number of these molecules?®?%%830,3234,3536

, whereas with this method it is
possible to determine not only 8 NPS but also 4 classical amphetamine derivatives.
Multianalyte methodologies are necessary in hair analysis because the amount of hair

6

available is frequently low”. In addition, some of the previously published

methodologies have been developed using GC-MS or GC-MSMS?73%3%3>  \which
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required a derivatization step, extending the time of analysis and also increasing the

cost. Only in one manuscript the determination of classical ATS were also included®".

The presence of classical ATS and NPS in hair samples of drug users can be expected,
because many users changed the illegal ones (classical ATS) for the unregulated NPS,
to avoid prosecution, or use both. Over the period 2009-2013 the number of NPS on
the global drug market increased more than double®, while the prevalence of classical
ATS decreased. Rust et al.” performed a retrospective study in hair samples, previously
tested positive for classical ATS, to determine the prevalence of new psychoactive
drugs. Fifty-nine positive results for NPS in 334 analyzed samples were found. Strano-
Rossi et al.>* applied their method for the determination of new synthetic
cannabinoids, cathinones and piperazines to 50 authentic hair samples from forensic
cases (driving license renewals, postmortem toxicological analyses and workplace drug
testing), and previously analyzed for the most common drugs of abuse (including
amphetamines). In this case samples with positive results for synthetic cathinones (n=
3) were negative for other drugs of abuse. All these findings remark the interest of

developing multianalyte methods for classical ATS and NPS, such this here described.

The LOQs achieved in the present method (5-20 pg/mg), using 30 mg of hair sample,
were lower or equal to those set for other multianalyte methodologies with similar
amounts of hair, employing LC-MSMS or GC-MSMS (5-100 pg/mg)5'29'31’33 . However,
Strano-Rossi et al.>* and Rust et al.” included a higher number of analytes compared
with this method. Nevertheless, their methods are more tedious, because they
employed two LC methods and a two-step extraction, respectively. In addition, our
method’s LOQs for classical ATS (amphetamine, methamphetamine, MDMA and MDA)
were 20 pg/mg, lower than SoHT cut-off recommendation (=200 pg/mg)37 to
guarantee chronic exposure. Therefore, the application of the present method to
previously positive real hair specimens probed chronic exposure to these substances in
6 cases, in which the concentration of at least one of these compounds was higher

than the SoHT cut-off.

The medicines trazodone and phenazone were included in the method because they

produce mCPP as main metabolite in the liver, by N-dealkylation of the nitrogen in the

138



piperazine ring23. Therefore, simultaneous determination of trazodone, phenazone and
mCPP allow distinguishing between therapeutic or recreational use. Trazodone users
had higher hair trazodone concentrations (2,085.3-567,521.7 pg/mg) than those of
mCPP (341.7-25,008.9 pg/mg). Phenazone was not detected in the analyzed real
specimens. A correlation between the given doses and mCPP hair concentrations was
found (r=0.796, p= 0.010); however, no correlation with trazodone concentrations was
determined (r= 0.411, p= 0,271). Stanaszek et al.”® also developed a methodology for
the determination of trazodone and mCPP in hair, and applied it to a patient under
treatment with this antidepressant. Both analytes were detected with similar
concentrations to those reported in the present manuscript. Therefore, a positive hair
result for mCPP could be falsely attributed to a recreational use if trazodone or
phenazone consumption is not discarded. Rust et al.> found mCPP as the more
prevalent drug detected (10.5%, 34 samples out of 334 analyzed samples). However,
only 5 of these samples showed also a positive result for trazodone, proving the
prevalence of this compound as a drug of abuse, but also the importance of

distinguishing between licit and illicit origin of this substance.
5. Conclusion

The present manuscript describes the successful development of an LC-MS/MS
method for the determination of amphetamine, methamphetamine, MDMA, MDA,
methylone, methedrone, mephedrone, MDPV, 4-FMC, 4-FMA, mCPP, TFMPP,
trazodone and phenazone in hair. The method was fully validated and applied to
authentic samples. Classical ATS were found in real specimens with a previous positive
result; however, only the NPS mCPP was detected. Method inclusion of prescription
drugs that produce mCPP as main metabolite is important to distinguish between licit

and illicit use.
Acknowledgement

E. Lendoiro and A. de Castro would like to thank Conselleria de Cultura, Educacién e
Ordenacion Universitaria, Xunta de Galicia, for their predoctoral (PRE/2011/072), and
post-doctoral (POS-B/2013/003) contracts, respectively.

139



References

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

(8]

[9]

[10]

M. Carvalho, H. Carmo, V.M. Costa, J.P. Capela, H. Pontes, F. Remiao, F. Carvalho,
M.L. Bastos. Toxicity of amphetamines: an update. Arch Toxicol. 2012, 86, 1167.
United Nations Office on Drugs and Crime. World Drug Report. 2014 (United
Nations publication, Sales No. E.14.XI1.7).

Department of Justice Drug Enforcement Administration. Schedules of
controlled substances: temporary placement of three synthetic cathinones into
Schedule |. Fed. Regist. 2011, 76, 65371.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction. Perspectives on
drugs: Controlling new psychoactive substances. 2014. Available at:

http://www.emcdda.europa.eu/topics/pods/controlling-new-psychoactive-

substances. Consulted 7% May 2015.

K.Y. Rust, M.R. Baumgartner, A.M. Dally, T. Kraemer. Prevalence of new
psychoactive substances: A retrospective study in hair. Drug Test. Analysis. 2012,
4, 402.

F. Pragst, M.A. Balikova. State of the art in hair analysis for detection of drug and
alcohol abuse. Clin. Chim. Acta. 2006, 370, 17.

M. Vincenti, A. Salomone, E. Gerace, V. Pirro. Application of mass spectrometry
to hair analysis for forensic toxicological investigations. Mass Spectrom. Rev.
2013, 32, 312.

C. Vignali, C. Stramesi, L. Morini, P. San Bartolomeo, A. Groppi. Workplace drug
testing in Italy: Findings about second-stage testing. Drug Test. Analysis. 2015, 7,
173.

E. Gallardo, M. Barroso, J.A. Queiroz. LC-MS: a powerful tool in workplace drug
testing. Drug Test. Analysis. 2009, 1, 109.

E. Lendoiro, E. Gonzalez-Colmenero, A. Concheiro-Guisan, A. de Castro, A. Cruz,
M. Lépez-Rivadulla, M. Concheiro. Maternal hair analysis for the detection of
illicit drugs, medicines and alcohol exposure during pregnancy. Ther Drug Monit.

2013, 35, 296.

140


http://www.emcdda.europa.eu/topics/pods/controlling-new-psychoactive-substances
http://www.emcdda.europa.eu/topics/pods/controlling-new-psychoactive-substances

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

F. Garcia-Bournissen, B. Rokach, T. Karaskov, G. Koren. Cocaine detection in
maternal and neonatal hair: implications to fetal toxicology. Ther Drug Monit.
2007, 29, 71.

E. Vinner, J. Vignau, D. Thibault, X. Codaccioni, C. Brassart, L. Humbert, M.
Lhermitte. Hair analysis of opiates in mothers and newborns for evaluating
opiate exposure during pregnancy. Forensic Sci Int. 2003, 133, 57.

P. Kintz, M. Villain, M. Cheze, G. Pepin. Identification of alprazolam in hair in two
cases of drug-facilitated incidents. Forensic Sci Int. 2005, 153, 222.

A. Salomone, E. Gerace, D. Di Corcia, G. Martra, M. Petrarulo, M. Vincenti. Hair
analysis of drugs involved in drug-facilitated sexual assault and detection of
zolpidem in a suspected case. Int J Legal Med. 2012, 126, 451.

P. Kintz, V. Cirimele, V. Dumestre-Toulet, B. Ludes. Doping control for nandrolone
using hair. J Pharmaceut Biomed. 2001, 24, 1125.

M. Bresson, V. Cirimele, M. Villain, P Kintz. Doping control for metandienone
using hair analyzed by gas chromatography-tandem mass spectrometry. J
Chromatogr B Biomed Sci Appl. 2006, 836, 124.

E. Papaseit, E. Corrales, C. Stramesi, O. Vall, A. Palomeque, O. Garcia-Algar.
Postnatal methadone withdrawal syndrome: hair analysis for detecting chronic
exposure. Acta Paediatr. 2010, 99, 162.

C. Stramesi, M. Polla, C. Vignali, A. Zucchella, A. Groppi. Segmental hair analysis
in order to evaluate driving performance. Forensic Sci. Int. 2008, 176, 34.

R. Kronstrand, I. Nystrom, M. Forsman, K. Kall. Hair analysis for drugs in driver’s
license regranting. A Swedish pilot study. Forensic Sci. Int. 2010, 196, 55.

J.F. Wyman, E.S. Lavins, D. Engelhart, E.J. Armstrong, K.D. Snell, P.D. Boggs, S.M.
Taylor. Postmortem Tissue Distribution of MDPV Following Lethal Intoxication by
“Bath Salts”. J Anal Toxicol. 2013, 37, 182.

R. Cordero, S. Lee, S. Paterson. Distribution of concentrations of cocaine and its
metabolites in hair collected postmortem from cases with diverse
causes/circumstances of death. J. Anal. Toxicol. 2010, 34, 543.

R.F. Staack, H.H. Maurer. Piperazine-derived designer drug 1-(3-

chlorophenyl)piperazine (mCPP): GC-MS studies on its metabolism and its

141



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

(30]

[31]

(32]

(33]

toxicological detection in rat urine including analytical differentiation from its
precursor drugs trazodone and nefazodone. J. Anal. Toxicol. 2003, 27, 560.

R. Stanaszek, W. Lechowicz. Determination of trazodone and its metabolite 1-(3-
chlorophenyl)piperazine (mCPP) in hair by the high performance liquid
chromatography method coupled with mass spectrometry (HPLC-ESI-MS).
Problems of Forensic Sciences. 2006, LXVI, 131.

G.A.A. Cooper, R. Kronstrand, P. Kintz. Society of Hair Testing guidelines for drug
testing in hair. Forensic Sci Int. 2012, 218, 20.

European Union Decision 2002/657/EC. Off. J. Eur. Commun. 2002, 221, 8.

J.S. Krouwer, R. Rabinowitz. How to improve estimates of imprecision. Clin Chem.
1984, 30, 290.

B.K. Matuszewski, M.L. Constanzer, C.M. Chavez-Eng. Strategies for the
assessment of matrix effect in quantitative bioanalytical methods based on
HPLC—MS/MS. Anal Chem. 2003, 75, 3019.

F. Sporkert, F. Pragst, R. Bachus, F. Masuhr, L. Harms. Determination of
cathinone, cathine and norephedrine in hair of Yemenite khat chewers. Forensic
Sci. Int. 2003, 133, 39.

LY. Kim, K.S. Jung, M.K. Kim, J.I. Lee, M.K. In. Simultaneous determination of
psychotropic  phenylalkylamine derivatives in  human hair by gas
chromatography/mass spectrometry. Rapid Commun. Mass Spectrom. 2007, 21,
1705.

R. Kikura-Hanajiri, M. Kawamura, K. Saisho, Y. Kodama, Y. Goda. The disposition
into hair of new designer drugs; methylone, MBDB and methcathinone. J
Chromatogr B Biomed Sci Appl. 2007, 855, 121.

A.A. Elian, J. Hackett, K.T. Donovan. Analysis of amphetamines and synthetic
cathinones in hair samples using LC-Tandem mass spectrometry and solid-phase
extraction. LC-GC Europe. 2014, 32, 458.

S. Pichini, M.C. Rotolo, J. Garcia, N. Girona, L. Leal, O. Garcia-Algar, R. Pacifici.
Neonatal withdrawal syndrome after chronic maternal consumption of 4-
methylethcathinone. Forensic Sci. Int. 2014, 245C, e33.

S. Strano-Rossi, S. Odoardi, M. Fisichella, L. Anzillotti, R. Gottardo, F. Tagliaro.

Screening for new psychoactive substances in hair by ultra high performance

142



[34]

[35]

(36]

[37]

liquid chromatography—electrospray ionization tandem mass spectrometry. J
Chromatogr A. 2014, 1372, 145.

M. Barroso, S. Costa, M. Dias, D.N. Vieira, J.A. Queiroz, M. Ldpez-Rivadulla.
Analysis of phenylpiperazine-like stimulants in human hair as trimethylsilyl
derivatives by gas chromatography—mass spectrometry. J Chromatogr A. 2010,
1217, 6274.

M. Martin, J.F. Muller, K. Turner, M. Duez, V. Cirimele. Evidence of mephedrone
chronic abuse through hair analysis using GC/MS. Forensic Sci. Int. 2012, 218, 44.
S.A.B. Shah, N.I.K. Deshmukh, J. Barker, A. Petréczi, P. Cross, R. Archer, D.P.
Naughton. Quantitative analysis of mephedrone using liquid chromatography
tandem mass spectroscopy: Application to human hair. J Pharmaceut Biomed.
2012, 61, 64.

Society of Hair Testing. Recommendations for hair testing in forensic cases.

Forensic Sci. Int. 2004, 145, 83.

143






Ana de Castro, Elena Lendoiro, Oscar Quintela, Marta Concheiro,
Manuel Lopez-Rivadulla, Angelines Cruz

Forensic Toxicology (2012) 30(2):193-198
DOI: 10.1007/s11419-012-0141-x

ISSN: 1860-8965

145



Resumen: La supuesta victima de un presunto caso de sumision quimica con
escopolamina solicité un analisis toxicologico de pelo. Los disolventes de
lavado obtenidos tras la descontaminacion de la muestra de pelo fueron
evaporados y guardados para su posterior analisis. El pelo fue incubado con 2
mL de tampodn fosfato 0,01M (pH 8,4) y los analitos fueron extraidos mediante
un procedimiento de purificacion liquido-liquido. Se realizé el analisis de los
extractos del pelo mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem, y se detectd la presencia de escopolamina a
concentraciones menores del limite de cuantificacion. Sin embargo, también se
detectd escopolamina en el Ultimo disolvente de lavado, con un ratio
lavado/pelo >4, lo que sugiere una contaminacién externa en lugar de un uso
sistémico de dicha sustancia. Estos hallazgos enfatizan la importancia de
analizar los disolventes de lavado para lograr una correcta interpretacion de los

resultados toxicologicos en pelo.
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Resumen

Antecedentes/Objetivos: ElI consumo de drogas de abuso durante el embarazo
es un grave problema de salud publica y supone un importante coste
econdmico para el sistema de salud. El objetivo de este trabajo fue comparar la
entrevista materna y el andlisis de pelo para la determinacion del consumo de
drogas durante el embarazo, y estudiar las relaciones entre la entrevista

materna, las concentraciones en pelo y los parametros clinicos neonatales.

Métodos: Doscientas nueve madres aceptaron participar en el estudio. Tras el
parto, fueron entrevistadas y se recolectd una muestra de pelo. Estas muestras
de cabello fueron segmentadas en los tres trimestres y fueron analizadas para
35 drogas y farmacos (opioides, cocaina, anfetaminas, A°-tetrahidrocannabinol
(THC), ketamina, metadona, antidepresivos, benzodiazepinas e hipnéticos; con
limites de cuantificacion 5-100 pg/mg), y para etilglucurénido (limite de
cuantificacion 10 pg/mg) mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tdndem. El analisis estadistico fue realizado con el

test X?y el test t.

Resultados: En la entrevista, el 4,3% de las madres declararon el uso de
drogas ilicitas durante el embarazo (cocaina 1,4%, THC 2,9% y opiaceos 1%),
el 3,3% declard el uso de farmacos (metadona 1,9%, benzodiazepinas 1,9% y
antidepresivos 0,5%), el 21,5% tabaco y el 13,7% alcohol. El andlisis de pelo
mostré una prevalencia del 15,4% para las drogas ilicitas (cocaina 12,4%, THC
3,8%, opiaceos 1% y ketamina 1%), del 22,5% para farmacos (metadona 3,3%,
benzodiazepinas 11%, antidepresivos 9,1%, zopiclona 1% y fentanilo 1,4%) y
del 3,9% para alcohol. El sindrome de abstinencia neonatal fue desarrollado
por el 8,1% de los neonatos, todos ellos nacidos de madres con elevadas
concentraciones de metadona en pelo (>926,2 pg/mg). Se encontré una
relacion con significancia estadistica entre el menor peso y la menor altura de
los recién nacidos de aquellas madres que se declararon fumadores en
comparacion con estos valores neonatales de los nifios de las madres no

fumadoras (p< 0,05).

Conclusiones: El analisis del pelo materno mostré una mejor sensibilidad para

detectar el uso de drogas durante el embarazo en comparacion con la
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entrevista materna, a excepcion del alcohol. En este estudio preliminar, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los neonatos
expuestos y los no expuestos a drogas o farmacos, a excepcion de para el

consumo de tabaco.
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4. DISCUSION






El pelo se ha convertido en una matriz biolégica de enorme relevancia
en el campo de la Toxicologia Clinica y Forense a lo largo de los ultimos treinta
afos, debido, fundamentalmente, a que permite realizar el analisis
retrospectivo del consumo de drogas y farmacos, a diferencia de las matrices
biologicas tradicionales. Pero, ademas de su amplia ventana de deteccion,
presenta otras caracteristicas ya previamente sefialadas, como la toma de
muestra no invasiva o el almacenamiento sencillo, que hacen de esta matriz

una herramienta muy 0til en numerosas aplicaciones toxicolégicas.

Como esta Tesis Doctoral se ha elaborado por la modalidad de compendio de
articulos, se realizarg, a continuacion, una discusion general, para resaltar los
aspectos mas destacables de los mismos. Dentro de la misma, se abordaran
algunos de los principales retos por afrontar en el analisis de muestras de pelo,
especialmente los relacionados con el desarrollo de las metodologias analiticas
y la interpretacion de los resultados obtenidos. Ademés, se discutird el papel
del andlisis del pelo materno en la deteccién y diagnéstico de la exposicion
prenatal a drogas y farmacos, comparando su utilidad con la proporcionada por
marcadores indirectos de consumo, como la entrevista materna, o con otros
marcadores objetivos, como el analisis toxicolégico de otras matrices

biolégicas.

4.1. DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS EN PELO
Una de las caracteristicas esenciales de las metodologias analiticas
desarrolladas en pelo es que deben poseer una elevada sensibilidad, ya que
los niveles de concentracion de drogas y farmacos detectados en esta matriz
biologica pueden encontrarse en el rango de los pg/mg, niveles
significativamente inferiores a los encontrados en las matrices biolégicas

tradicionales (ng/mL-pg/mL).

En esta Tesis Doctoral se han desarrollado y validado dos metodologias
analiticas en pelo. En primer lugar, se realiz6 un método de screening para la
deteccidn, confirmacion y cuantificacion de un amplio nimero de drogas y

farmacos de uso comun (Articulo 1). En segundo lugar, se desarroll6 un
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meétodo para la determinacion y cuantificacion de compuestos anfetaminicos, y
nuevas drogas sintéticas (NPS) con efectos estimulantes (catinonas vy
piperazinas sintéticas), incluyendo ademas dos farmacos que producen una
piperazina sintética como metabolito (Articulo 2). Ambas metodologias
emplearon la espectrometria de masas en tandem como sistema de deteccion,
la cual ha probado ser una técnica altamente sensible y adecuada para el
andlisis de este tipo de muestras [1-3], ya que permite alcanzar los bajos
niveles de deteccion requeridos. En ambos métodos fue posible establecer
unos limites de cuantificacion (LOQ) iguales o inferiores a los aconsejados por
la SOHT para la determinacion de exposicibn o consumo cronico a sustancias
de abuso, en su documento de consenso publicado en 2004 [4]. Estos limites
son de 200 pg/mg para opioides, 500 pg/mg para cocaina y 50 pg/mg para su
principal metabolito (BE), 200 pg/mg para anfetaminas y 100 pg/mg para THC.
Sin embargo, en el afio 2011 la SoHT publicé una nueva recomendacion [5],
rebajando el valor de LOQ para la confirmacion de THC, que se establecio en
50 pg/mg (el limite de detecciéon (LOD) del método de screening desarrollado),
mientras que se mantuvo en 100 pg/mg para el screening. El método de
screening aqui desarrollado presenta, por tanto, un LOQ adecuado para el
screening del THC, pero no para su confirmacion, mientras que para el resto de
sustancias incluidas en dicho método, los valores de LOQ son inferiores a los
recomendados por la SoHT para realizar su confirmacion.

Sin embargo, algunas aplicaciones del analisis de pelo requieren la deteccion
del consumo esporadico o, incluso, a dosis Unica, como los casos de sumision
quimica. En la bibliografia es posible encontrar referencias sobre los niveles de
concentracion detectados en pelo tras la exposicién controlada a una dosis
Unica de algunas sustancias, como codeina, benzodiazepinas, cotinina,
cocaina, ketamina o hipnoéticos (Tabla 1). Sin embargo, para muchas otras
sustancias no se han descrito este tipo de estudios, y las concentraciones tras
este tipo de exposicidon no son conocidas. Entre las sustancias incluidas en las
dos metodologias analiticas desarrolladas en esta Tesis Doctoral, es posible
detectar una Unica exposicibn a codeina, cocaina, zolpidem, ketamina y
lorazepam, tetrazepam, diazepam y nordiazepam, ya que su LOQ fue menor o

igual a los niveles descritos en la bibliografia. No obstante, son necesarios mas
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estudios, ya que para una misma sustancia las concentraciones encontradas

en cabello por los diferentes autores pueden diferir significativamente, como en

el caso del zolpidem [6-10] y el tetrazepam [11,12].

Tabla 1. Concentraciones encontradas en la bibliografia en

exposicién a dosis Unica de diferentes drogas y fdrmacos.

muestras de pelo con

Referencia | Técnica Muestra Sustancia Dosis | Concentracién
Analitica (mg) maxima
(pg/mg)
Wilkins, GC-MS Cabello Codeina 120 115-4000
1995 [13] (arrancado)
(n=2)
Gwent, GC-MS Barba (n=6) Cotinina 4 1800
1995 [14]
Nicotina <L0Q (30)
Callaghan, | RIA Barba (n=6) Codeina 60 -
1996 [15]
Herdenson, | GC-MS Cabello (n=1) | Cocaina 120- 282
1996 [16] deuterada 170
Rollins, GC-MS Cabello (n=19) | Codeina 120 30
1996 [17]
Negrusz, GC-MS Cabello (n=2) | CLO 2 <L0Q (10)
2000 [18]
7-AC 4,8
Negrusz, GC-MS Cabello (n=10) | FLU 2 <L0Q (2,5)
2001 [19]
7-AF 8
Negrusz, GC-MS Cabello (n=10) | CLO 3 <L0Q (20)
2002 [20]
7-AC 23
Kintz, 2004 | LC-MSMS | Cabello (n=4) | Zolpidem ¥ 4,4-67
(6]
7-AF ¥ 5,2
Lorazepam - 8
Kintz, 2004 | LC-MSMS | Cabello (n=3) | Lorazepam 2,5 <L0Q (1)
[21]
Villain, LC-MSMS | Cabello (n=2) | Bromazepam 6 4,7
2004 [22]
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Cabello (n=3) - 0,9-15
Pelo pubico -* 4,1
(n=1)
Villain, LC-MSMS | Cabello (n=3) | Zolpidem 10 1,8-9,8
2004 [7]
Villain, LC-MSMS | Cabello (n=2) | Zopiclona 7,5 5,4-9,0
2004 [8]
Cheze, LC-MSMS | Cabello (n=2) | CLOy 7-AC -* 19y41,2
2005 [23]
FLU y 7-AF _* <L0Q (2)y 4,2
Concheiro, | LC-MSMS | Cabello (n=2) | Tetrazepam 50 Cabello: 123-
2005 [11] 176
Barba (n=1)
Barba: 15
Laloup, LC-MSMS | Cabello (n=6) | Tetrazepam 50 17,3-59,7
2007 [12]
Diazepam 10 2,3-6,0
Nordiazepam Trazas-5,4
Bernert, LC-MSMS | Barba (n=16) Nicotina 4 1,4-70,8
2011 [24]
Cotinina 1,3-47,4
Xiang, 2011 | LC-MSMS | Cabello (n=14) | Estazolam 1-6 0,56-2,6
[25]
Cabello (n=2) | CLOy 7-AC - 1,31-15,5 y
33,47-45,30
Xiang, 2011 | LC-MSMS | Cabello (n=4) | Ketamina 10 2,0-28,4
[26]
Norketamina 2,1-38,2
Schrader, LC-MSMS | Barba (n=3) EtG 153- 74-242
2012 [27] 200 g
Cui, 2013 | LC-MSMS | Cabello (n=20) | Zolpidem 10 135-554,6
(9]
Shima, LC-MSMS | Cabello (n=1) | Zolpidem 10 214
2015 [10]

* Se desconoce la dosis administrada por tratarse de un caso de supuesta sumision quimica

CLO: Clonazepam; FLU: Flunitrazepam; EtG: Etilglucurdnido; RIA: Radioinmunoensayo; 7-AC: 7-
aminoclonazepam; 7-AF: 7-aminoflunitrazepam
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Una caracteristica comun de las dos metodologias analiticas desarrolladas es
que son métodos multianalito, es decir, permiten realizar la deteccion y
cuantificacion de sustancias con diversas propiedades psicoactivas y con
caracteristicas quimicas diferentes. La principal ventaja que aportan este tipo
de metodologias es el ahorro que suponen tanto en el coste del analisis como
en el tiempo necesario para realizarlo, asi como un mejor aprovechamiento de
la muestra disponible. Esto es especialmente relevante en el andlisis de
muestras de pelo, debido al largo y tedioso proceso analitico al que deben ser
sometidas, incluyendo la segmentacion del mechon de pelo, el procedimiento
de lavado para realizar la descontaminacion de las muestras, la extraccion de
los analitos de la matriz sdélida, la purificacion de los extractos y el analisis
instrumental. Ademas, es frecuente que la cantidad de muestra de pelo
disponible para la realizacién de los analisis toxicolégicos sea baja (50-100
mg), menor a la aconsejada en las recomendaciones de la SoHT sobre la toma
de muestra [4,5], e insuficiente para realizar mas de uno o dos procedimientos
analiticos. Por ello, realizar el andlisis del mayor nimero de sustancias en el
mismo proceso analitico y empleando la misma muestra es muy aconsejable
en el desarrollo de métodos analiticos para muestras de pelo. En la Tabla 2 se
muestran las sustancias incluidas en los métodos multianalito en pelo

publicados hasta la fecha.
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Tabla 2. Métodos multianalito para la determinacién de drogas y/o farmacos de uso

comun en pelo.

Referencia

Técnica
Analitica

Cantidad
pelo
(mg)

Sustancias

LOQ
(pg/mg)

Cordero,
2007 [28]

GC-MS

50

MOR, 6-AM, COD,
hidrocodeina

COC, BE, EME, CEt
Diazepam, nordiazepam

MA, MDMA, MDA

100-200

Kim, 2007

[29]

GC-MSMS

20

A, MA, MDA, MDMA, MDEA
Catinona, metcatinona
Fentermina, fenfluramina
Selegelina, mesacalina
Ketamina

4-bromo-2,5-
dimetoxifenetilamina

20-100

Klys, 2007

(30]

LC-MSMS

20

MOR, 6-AM, COD
COC, BE CEt

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

50-200

Hegstad,
2008 [31]

LC-MSMS

20

Nicotina, cotinina

MOR, 6-AM, COD

COC, BE

A, MA, MDMA
Benzodiazepinas

Zolpidem, zopiclona
Carisoprodol, meprobamato

Buprenorfina, metadona

5-750

Moore, 2008
(32]

GC x GC-MS

10

MOR

Fentanilo, carisoprodol,
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oxicodona, propoxifeno,
tramadol

Diazepam

Metadona

Pelander,
2008 [33]

LC-TOF-MS

150-250

Tramadol, metadona, COD,
oxicodona

A, MA, MDMA
Alprazolam
Zolpidem
Antiepilépticos
Antidepresivos
Antipsicéticos
Betabloqueantes
Lidocaina

Paracetamol

100-200

Wu,
(34]

2008

GC-MS

25

MOR, 6-AM, COD
A, MA, MDA, MDMA, MDEA

Ketamina, norketamina

50-100

Bucelli, 2009
(35]

LC-MSMS vy
LC-MS®

20-50

MOR, 6-AM, COD
COC, BE, EME

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

20-250

Guthery,
2010 [36]

GC x GC-
TOF-MS

20

MOR, 6-AM, COD
A, MA, MDA, MDMA
Metadona

Benzodiazepinas

Cualitativo

Kronstrand,
2010 [37]

LC-MSMS

20

MOR, 6-AM, COD
COC, BE

A, MA, MDA, MDMA

7-270
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Benzodiazepinas
Metadona, buprenorfina

Oxicodona, tramadol,
fentanilo, propoxifeno

THC

Merola, 2010
(38]

GC-MS

10

COC, CEt
A
Ketamina
Metadona

THC

20-370

Nielsen,
2010 [39]

UPLC-TOF-
MS

10

MOR, 6-AM, COD

COC, BE

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

Benzodiazepinas
Hipnoticos
Antidepresivos
Metadona, buprenorfina
Ketamina

Farmacos

50-2000

Dominguez-
Romero,
2011 [40]

LC-TOF-MS

20

MOR, COD, Heroina
COC, BE

A, MA

THC, CBD
Diazepam
Metadona
Ketamina

Farmacos

15-250

Favretto,

LC-HRMS

2,5

MOR, 6-AM, COD

100-500

176




2011 [41]

COC, BE

A, MA, MDA, MDMA, MDEA,
MDPA

Benzodiazepinas
Zolpidem
Antidepresivos
Olanzapina

Metadona, EDDP,
buprenorfina, norbuprenorfina

Ketamina, norketamina

Miyaguchi,
2011 [42]

LC-HRMS

0,2

COC, BE

A, MA, MDA, MDMA,
dimetilanfetamina

Ketamina, norketamina

50-500

Aleksa, 2012
[43]

GC-MS

10

MOR, 6-AM, COD
COC, BE, CEt, norcocaina
A, MA, MDA, MDMA

Oxicodona, oximorfona,
hidrocodona, hidromorfona,
meperidina

Metadona

400-600

Broecker,
2012 [44]

LC-QTOF-
MS

20

MOR, 6-AM, COD,
dihidrocodeina, acetilcodeina

COC, BE, EME, CEt
A, MA, MDA, MDMA, MDEA
Benzodiazepinas

Metadona, EDDP

9-21

Di Corcia,
2012 [45]

UPLC-
MSMS

50

MOR, 6-AM, COD
COC, BE

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

20-80
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THC

Metadona, buprenorfina

Rust, 2012 | LC-MSMS 2,5 Catinonas sintéticas LOD= 10-
[46] ) 50

Piperazinas sintéticas

Metilfenidato

Ketamina
Zhu, 2012 | Nano-LC- 2 MOR, COD, 6-AM 0,2-1,25
[47] Chip-MSMS

COC, BE, CEt, norcocaina

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

PCP

Metadona
Sergi, 2013 | LC-MSMS 100 MOR, COD, 6-AM 1,8-16
(48]

COC, BE, norcocaina

A, MA, MDA, MDMA, MDEA

Ketamina

PCP

Mescalina
Chang, 2014 | LC-MSMS 10 MOR, COD, 6-AM 2-5
(49]

A, MA, MDA, MDMA

Ketamina, norketamina,

dehidronorketamina
Elian, 2014 | LC-MSMS 10 A, MA, MDA, MDMA 100
(50]

Butilona, etilona, flefedrona,

mefedrona, metilona,

mecedrona, metcatinona

MDPV, pirovalerona
Gottardo, LC-QTOF- 100 Cannabinoides sintéticos 10-20
2014 [51] MS Catinonas sintéticas

Feniletilaminas
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Imbert, 2014
(52]

LC-MSMS

50

MOR, COD, 6-AM, heroina,
etilmorfina

COC, BE, EME, CEt, norcocaina,
AEME

A, MA, MDA, MDMA, MDEA
Catinonas sintéticas
m-CPP

Metilfenidato

50

Koster, 2014
(53]

LC-MSMS

50

MOR, COD, 6-AM, heroina
COC, BE

A, MA, MDA, MDMA, MDEA
Metilfenidato

THC

Metadona, EDDP

Nicotina, cotinina

30-800

Maublanc,
2014 [54]

LC-MSMS

50

Benzodiazepinas
Sedantes
Antipsicéticos
Antihistaminicos
Hipndticos
Tramadol
Propoxifeno
Metadona
Buprenorfina
Ketamina

LSD

Escopolamina

0,5-10

Montesano,
2014 [55]

UPLC-
MSMS

10

MOR, COD, 6-AM

2-5000
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COC, BE

A, MA, MDA, MDMA
Metadona, Norbuprenorfina
Ketamina
Escopolamina

PCP

Hipnoticos
Benzodiazepinas
Antihistaminicos
Antidepresivos
Antipsicéticos
Barbituricos
Sedantes

Relajantes musculares

Strano-Rossi, | LC-MSMS 30 Catinonas sintéticas 5-20
2014 [56]
Piperazinas sintéticas

Cannabinoides sintéticos

Ketamina

A: Anfetamina; AEME: anhidroecgoninametiléster; BE: Benzoilecgonina; CBD:
Cannabidiol; CEt: Cocaetileno; COC: Cocaina; COD: Codeina; LSD: Dietilamida de acido
lisérgico; EME: Ecgoninametiléster; EDDP: 2-etilene-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina;

MA: Metanfetamina; mCPP: 1-(3-clorofenil)piperazina; MDA:
Metilendioxianfetamina; MDEA: Metilendioxietilanfetamina; MDMA:
Metilendioximetanfetamina; MDPV: Metilendioxipirovalerona; MDPA:

Metilendioxipropilanfetamina; MOR: Morfina; PCP: 1-(1-fenilciclohexil)piperidina);
THC: Ag—tetrahidrocannabinol; 6-AM: 6-monoacetilmorfina

Tanto la cromatografia liquida [30,31,33,35,37,39-42,44-56] como la
cromatografia gaseosa [28,29,32,34,36,38,43] han sido empleadas para la
realizacion de la separacion de los compuestos en métodos multianalito. Sin

embargo, el uso de la cromatografia liquida es mayoritario en este tipo de
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meétodos, ya que permite el andlisis simultaneo de un mayor numero de
compuestos, sin necesidad del paso previo de derivatizacion. En esta Tesis
Doctoral todos los métodos desarrollados han empleado la cromatografia
liguida como técnica de separacion.

En la mayoria de los métodos multianalito de la bibliografia se incluyen las
principales drogas de abuso clasicas (opioides, cocaina y sus metabolitos, y
anfetaminas) [28,30,31,35,37,39-41,43-45,47,48,52,53,55], a excepcion del
THC, que solo se determina en 5 de estos métodos [37,38,40,45,53].
Kronstrand et al. [37] utilizan dos técnicas de deteccion diferentes (GC-MS para
el THC, y LC-MSMS para el resto de los compuestos), mientras que Merola et
al. [38] emplean la misma muestra de pelo, pero la someten a dos
incubaciones diferentes (hidrélisis acida e hidrdlisis basica) para la extraccion
de los analitos de la matriz. S6lo Dominguez-Romero et al. [40], Di Corcia et al.
[45] y Koster et al. [53] determinan el THC junto con el resto de las drogas
incluidas en sus metodologias, realizando la misma incubacién y empleando el
mismo método de deteccion. En el método de screening desarrollado en esta
Tesis Doctoral también se incluyeron opioides, cocaina y sus metabolitos,
anfetaminas y THC, asi como otros farmacos de uso comun, empleando la
misma incubacion y el mismo método de extraccion y de andlisis para las 35
sustancias detectadas, utilizando la misma alicuota de pelo. Los métodos
multianalito mencionados anteriormente que permiten la deteccion de THC
[40,45,53], incluyen un menor numero de sustancias, pero presentan un
tratamiento de la muestra menos tedioso. Di Corcia et al. [45] realiza una
inyeccion directa del liquido de incubacion, mientras que Dominguez-Romero
et al. [40] y Koster et al. [53] filtran dicho extracto previamente a la inyeccion. El
método de screening de esta Tesis Doctoral incluy6 la extraccion del liquido de
incubacion, lo que ha permitido incluir un mayor nimero de sustancias en el
screening, y prolongar la vida de la columna cromatografica (mas de 5000

inyecciones).

El LOQ obtenido para el THC por estos tres autores (30-40 pg/mg) es inferior al
obtenido en el método de screening desarrollado en esta Tesis Doctoral (100

pg/mg), pero, por contra, para el resto de sustancias incluidas en los métodos
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(como opioides, anfetaminas, cocaina y metabolitos, benzodiacepinas,
metadona o ketamina) los LOQ fueron mayores. Ademas, sélo Koster et al. [53]
emplean la misma metodologia para la confirmacion de los resultados
positivos, mientras que Di Corcia et al. [45] y Dominguez-Romero et al. [40]
analizan las muestras con un método de confirmacion diferente al método de

screening.

En relacién a la determinacion de las NPS y anfetaminas clasicas, se han
publicado pocas metodologias para su determinacion en pelo, y la mayoria de
los métodos analiticos desarrollados soélo permiten la identificacion y
cuantificacion de una [57-61] o de un numero reducido de sustancias [62-67].
El método multianalito desarrollado en esta Tesis Doctoral permite la
identificacion y cuantificacion de anfetaminas clasicas y de una seleccion de
catinonas y piperazinas sintéticas, ademas de dos farmacos que se
metabolizan a la piperazina mCPP. La determinacion conjunta de las
anfetaminas clasicas y de las drogas emergentes con efectos estimulantes
permite estudiar la prevalencia de estas nuevas drogas y el perfil de consumo
de los usuarios de estas sustancias, los cuales pueden modificar sus hébitos y
dejar de consumir las anfetaminas clasicas por las nuevas drogas emergentes,
o alternar el consumo de ambos grupos. En la bibliografia es posible encontrar
s6lo tres publicaciones que incluyan alguna NPS y anfetaminas clasicas
empleando la misma metodologia analitica para su determinacion [29,50,52].
Sin embargo, Kim et al. [29], Elian et al. [50] y Imbert et al. [52] presentan un
LOQ para estas sustancias muy superior al obtenido con el método analitico
desarrollado en esta Tesis Doctoral (20-100 pg/mg, 100 pg/mg y 50 pg/mg,
respectivamente, frente a 2-20 pg/mg), lo que impide la detecciéon de consumos
esporadicos de estas sustancias.

La extraccion de los analitos de la matriz solida es uno de los principales
factores que influyen en la obtencién de una adecuada sensibilidad, y que, por
tanto, debe ser estudiada durante el desarrollo de metodologias en pelo. Este
factor es especialmente significativo en las metodologias multianalito, ya que la
eleccion del disolvente y las condiciones de incubacién deben ser adecuadas

para la extraccion de todos los compuestos. Ademas, las condiciones elegidas
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no deben producir la modificacion quimica de los compuestos, ni la

modificacion de los ratios entre el principio activo y sus metabolitos.

El estudio de la eficacia de la extraccion es dificil de realizar en muestras de
pelo, ya que es una matriz sélida y se carece de patrones o muestras de pelo
de referencia con concentraciones certificadas para muchas de las sustancias
de interés toxicologico. En estas circunstancias pueden emplearse muestras
reales de consumidores para la realizacién de estos experimentos, pero el uso
de estas muestras s6lo permite el estudio de un nimero limitado de sustancias
(a las que haya estado expuesto el consumidor), y no es posible establecer un
valor de referencia de la concentracién. Algunos autores han empleado
muestras de pelo de personas no expuestas que someten a ultrasonicacion en
disoluciones acuosas con altas concentraciones de las sustancias de interés
para que se unan a la superficie del cabello [35,67,68]. No obstante, esta
técnica no esté avalada por la SoHT, ya que la incorporacion de las moléculas
en la fibra de pelo se realiza de forma superficial, y no en el interior de la fibra
como ocurre en las muestras reales, lo que origina que siempre se obtenga
buenas recuperaciones. Debido a esto, la mayoria de los autores optan por
emplear para estos estudios muestras de pelo de no consumidores que
fortifican a diferentes niveles de concentracion, lo que permite evaluar la
estabilidad de los analitos en las condiciones a las que son sometidas las
muestras de pelo para realizar la extracciéon de la matriz, pero no la eficacia
real de la extraccidon de las moléculas de dicha matriz. En cualquier caso, para
mejorar la extraccion de los analitos de la matriz es aconsejable pulverizar la
muestra, ya que permite incrementar la interaccion entre la superficie del pelo y
el disolvente de extracciobn. Ademads, el uso de esta técnica favorece la
homogeneidad de la muestra, y no altera quimicamente a las drogas

incorporadas en el pelo.

En el desarrollo de las metodologias analiticas incluidas en esta Tesis Doctoral
se han ensayado la pulverizacién y la incubacion en distintos disolventes para
realizar la extraccion de los compuestos de interés de la matriz de pelo. En el
primer método desarrollado (método de screening) fueron evaluados varios

disolventes para la incubacion de las muestras, entre los que destacan HCI 0,1
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4.1. Desarrollo de metodologias analiticas en pelo

N, NaOH 0,01 N, acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH). Como se puede
observar en la Figura 1, la solucién basica (NaOH 0,01 N), a pesar de ofrecer la
mejor recuperacion para el THC, no fue adecuada para la mayoria de las
sustancias, probablemente porque provoca su degradacion quimica. La
solucion acida (HCI 0,1 N) ofrecié la mejor recuperacion para la mayoria de las
sustancias incluidas en el método; sin embargo, para algunos compuestos
como 6-AM, THC, zopiclona y nordiazepam, la recuperacion obtenida con este
disolvente fue la menor. Los disolventes orgéanicos ensayados (ACN y MeOH)
permitieron obtener buenas recuperaciones para todos los compuestos,
aungue la extraccion del citalopram y la metadona en MeOH fue escasa (<2%),
posiblemente porque los extractos obtenidos con el este disolvente
presentaban mas interferencias que los obtenidos empleando ACN. Por este
motivo, finalmente se selecciond el ACN como liquido de incubacién. En los
métodos multianalito es comun el uso de disolventes organicos para realizar la
incubacion, especialmente MeOH [30,31,40,43,45,53] y mezclas de
MeOH:ACN:Formiato amonico [37,39,44,47,55].

EHCI0,IN
m NaOH 0,01N
WACN

B MeOH

Figura 1. Recuperacion obtenida por los disolventes de incubacidn empleados en el
desarrollo del método de screening para 12 de las sustancias incluidas en el método
descrito en esta Tesis Doctoral (BE: benzoilecgonina; MDMA: metilendioxianfetamina;
MOR: morfina; THC: A’-tetrahidrocannabinol; 6-AM: 6-acetilmorfina).
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Posteriormente a la extraccion de los analitos de la matriz del pelo, se realizo la
purificacion de los extractos mediante una extraccion liquido-liquido, seguida
de una extraccion en fase sdlida con cartuchos Strata-X. Empleando ACN
como disolvente de incubacion y los dos procedimientos de extraccion, se
obtuvieron eficacias de extraccion con valores comprendidos entre 4,1 y
85,6%. En concreto, 18 compuestos (morfina, fentanilo, BE, anfetamina, THC,
LSD, escopolamina, 7-aminoflunitrazepam (7-AF), alprazolam, bromazepam,
diazepam, triazolam, tetrazepam, zolpidem, zopiclona, citalopram, paroxetina y
venlafaxina) presentaron valores de eficacia de la extraccion inferiores al 50%.
La realizacion de dos procedimientos de extraccion no evitd que 31 de los 35
compuestos presentaran efecto matriz, 27 de ellos con valores de supresion
de la sefal de -24,6% a -86,2% (morfina, codeina, 6-AM, escopolamina,
zopiclona, 7-AF, cocaina, zolpidem, venlafaxina, LSD, fentanilo, citalopram,
paroxetina, amitriptilina, metadona, triazolam, fluoxetina, tetrazepam,
clomipramina, nordiazepam, oxazepam, alprazolam, clonazepam, lorazepam,
flunitrazepam, lormetazepam y diazepam). Sin embargo, en todos los casos se
alcanzaron niveles de LOQ suficientemente bajos para la obtencion de una

adecuada sensibilidad.

En la optimizacion del disolvente de extraccion durante el desarrollo del método
para NPS y anfetaminas clasicas, se ensayaron tampon borato pH= 9, MeOH y
disoluciones acidas en MeOH (0,1%, 0,5%, 1% y 5% de HCI) como disolventes
de incubacion. Tanto con el tampdén borato como con el MeOH, las
recuperaciones obtenidas para todos los compuestos fueron unas 5 veces
menores a las obtenidas con las disoluciones acidas de metanol, dado el
caracter basico de las sustancias incluidas en el método. Entre las disoluciones
acidas, la recuperacion 6ptima fue obtenida con la mezcla de HCI al 0,1% en
metanol para todas las sustancias, a excepcién de la metilona, que presentd
mejores recuperaciones con un porcentaje HCl del 0,5%, como se puede
observar en la Figura 2. Disoluciones acidas, tanto mezclas de MeOH con HCI
[29,58,64] como tampon fosfato a pH acido [52,62], han sido frecuentemente

empleadas para la determinaciéon de NPS y/o anfetaminas clasicas.

185



4.1. Desarrollo de metodologias analiticas en pelo

También en este caso, después de la incubacion con HCI al 0,1% en metanol,
se realizd una purificacion de los extractos mediante una extraccion en fase
sdlida con cartuchos de intercambio cationico (Strata-X-C), obteniendo valores
de eficacia de la extraccion superiores al 50% para todos los analitos, a
excepcion de la trazodona (40,5% al nivel del control de calidad (QC) bajo y
49,4% al nivel de QC alto). Ademas, solo tres de los compuestos, mCPP,
fenazona y trazodona, mostraron un efecto matriz negativo, con una supresion

de la sefal de hasta un -75,9%.

B MeOH+0,1% HCI
B MeOH+0,5% HCI
B MeOH+1% HCI
B MeOH+5% HCI

Figura 2. Recuperacién obtenida por las disoluciones de incubacién (metanol con 0,1%,
0,5%, 1% y 5%) empleadas en el desarrollo del método de NPS para 8 de las sustancias
incluidas en el método (mCPP: 1-(3-clorofenil)piperazina; MDMA:
metilendioximetanfetamina; TFMPP: 3-trifluorometilfenilpiperazina; 4-FMC: 4-
fluorometcatinona).
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4.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN PELO

La correcta interpretacion de los resultados toxicologicos de las
muestras de pelo requiere de la valoracion de mdultiples factores, tales como la
incorporacion de las drogas en el pelo y el papel de la contaminacién externa,
la variacion interindividual en el ratio de crecimiento, el color del pelo y el efecto
de los tratamientos cosméticos. Se trata, pues, de un tema complejo, y
actualmente se considera la interpretacion de los resultados uno de los
mayores retos en el correcto analisis toxicolégico del pelo.

4.2.1. Efecto de la contaminaciéon externa

La incorporacion de las drogas en el pelo se realiza siguiendo un modelo
complejo con tres rutas principales, como se indico en la introduccion de esta
Tesis Doctoral. La incorporacion desde la sangre es la que permite realizar un
estudio retrospectivo del consumo. Sin embargo, la incorporacién a través del
sudor y las secreciones sebaceas y principalmente la exposicién pasiva, que
constituyen la contaminacion externa, son los principales causantes de una
errénea interpretacion de los resultados, bien por un aumento en las
concentraciones o bien por la obtencién de resultados falsos positivos. La
minimizacién del efecto de la contaminacion externa puede realizarse mediante
la realizacion de lavados sucesivos, el calculo de ratios entre las
concentraciones de metabolitos y principio activo, y el empleo de niveles de
corte o cut-offs.

La mayoria de los autores [69-73], y también la SOHT en sus recomendaciones
[4,5], aconsejan el lavado de las muestras de pelo previamente a su andlisis y
el estudio posterior de los lavados, o al menos del ultimo lavado realizado, con
la finalidad de comprobar la ausencia de las sustancias analizadas en este
liquido. Aun asi, algunos autores no realizan ningun lavado previo en
procedimientos analiticos de screening [39,51], y solo en caso positivo realizan
un nuevo analisis de confirmacion, en el que se incluye el procedimiento de
lavado, lo que encarece y prolonga el analisis. Los principales métodos de

lavado encontrados en la bibliografia incluyen sucesivos lavados con

187



diclorometano (DCM) [34-36,43,45,49,53], con acetona [32], combinacion de
lavados con agua y lavados con acetona [38,42,44,65], y combinacién de
lavados con isopropanol y tampén fosfato [31,37,48]. También es posible
encontrar lavados con jabones o dodecilsulfato sédico (agente tensoactivo
anionico presente en ciertos jabones) [40,41,47]; sin embargo, este tipo de
lavado no permite el analisis de las disoluciones de lavado y, por ello, no son
aconsejables o, al menos, debe realizarse un lavado orgénico posteriormente

gue pueda ser analizado.

En los procedimientos descritos en esta Tesis Doctoral, el protocolo de lavado
escogido fue la realizacion de lavados sucesivos con DCM y el analisis del
altimo lavado tras la adicion de la cantidad correspondiente de patron interno.
El DCM esta considerado como un disolvente de lavado apropiado, ya que
permite eliminar la contaminacion superficial de la fibra de pelo, sin extraer las
sustancias incorporadas en su interior [74]. En todos los casos analizados de
con el método de screening, tanto los de rutinaria del laboratorio (Articulo 1)
como los estudiados para evaluar el consumo de drogas durante el embarazo
(Articulo 4), se han obtenido niveles de concentracion en el ultimo lavado que
cumplen el criterio de establecido por Baumgartner et al. [75] y por Tsanaclis et
al. [76]. Es decir, el ratio entre la concentracion encontrada en el dltimo lavado
y la concentracion del interior del pelo fue menor a 0,1, y por tanto se considera
que la contaminacion externa fue totalmente eliminada en todos los casos
analizados. Lo mismo fue observado en los casos analizados con el método

para la determinacién de NPS y anfetaminas clasicas.

Como excepcidn, cabe destacar el trabajo presentado en esta Tesis Doctoral
sobre un supuesto caso de sumision quimica con escopolamina (Articulo 3), en
el que las concentraciones encontradas fueron muy superiores a las
detectadas en el interior del pelo. Concretamente, los ratios entre las areas de
los lavados y las areas del interior del pelo fueron superiores a 4,6, lo que
indica la contaminacion externa con escopolamina de las muestras analizadas.
Este caso, en el que la contaminacion externa fue deliberadamente provocada
por la presunta victima, pone de manifiesto la relevancia del analisis de los

lavados para evitar falsos positivos. En la bibliografia es posible encontrar
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ejemplos de falsos positivos por contaminacion externa [77-83], especialmente
a aquellas sustancias que se consumen fumadas como el cannabis, heroina,
cocaina, metanfetamina, etc [77-79], pero también por el simple manejo de
estas sustancias o la exposicion a un ambiente contaminado por parte de
individuos no consumidores [80-83]. Sin embargo, la posibilidad de una
contaminacion ambiental con escopolamina es muy reducida, ya que su
administracion es por via oral y la manipulacion necesaria para su consumo es
minima. Ademas, en todos los casos consultados en la bibliografia, la
contaminacion fue deliberadamente realizada por el laboratorio para evaluar
diferentes protocolos de eliminacion de la misma, y no se han encontrado otros
casos similares con una contaminacion realizada por el propio sujeto para

obtener intencionadamente un falso positivo.

Otro mecanismo para minimizar el efecto de la contaminacion externa es la
deteccion de metabolitos, y el estudio de ratios entre estos metabolitos y los
principios activos correspondientes. Segun el criterio establecido por la
SAMHSA, un ratio de BE/cocaina mayor de 0,05 se corresponde con un
consumo activo de cocaina [84]. Como se puede observar en la Tabla 3, todos
los casos analizados con el método de screening desarrollado en esta Tesis
Doctoral con un resultado positivo para estas sustancias (> LOQ) presentan un
ratio mayor de 0,21. Ademas esta organizacion establece un ratio de 6-
AM/morfina mayor de 1,3 para asegurar el consumo de heroina, y como se
puede observar en la Tabla 4, todos los casos analizados con el método de
screening y que presentaron un resultado positivo (> LOQ) muestran un ratio
mayor de 4,0. Sin embargo, para otras sustancias no existen 0 no estan

establecidos unos ratios similares que permitan establecer un consumo activo
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Tabla 3. Ratio entre la concentracion de benzoilecgonina (BE) y cocaina en los casos
positivos a estas sustancias analizados con el método de screening desarrollado en
esta Tesis Doctoral.

CASO Cocaina BE Ratio
(pg/mg) BE/Cocaina
(pg/mg)
S1 535,0 509,0 0,95
S2 88,1 85,4 0,97
S3 307,9 326,0 1,06
S6 467,9 467,5 1,00
S7 117,4 120,7 1,03
S8 424,0 432,7 1,02
S9 6103,5 6101,0 1,00
S10 137,0 134,6 0,98
M1 T1 379,9 365,6 0,96
M1 T2 247,8 234,8 0,95
M1 T3 158,7 142,6 0,90
M2_T1 50604,8 46668,1 0,92
M2_T2 17192,4 14661,7 0,85
M2_T3 8860,3 7075,9 0,80
M5 _T1 41,0 40,2 0,98
M5_T2 41,8 41,7 1,00
M5_T3 26,8 24,6 0,92
M51_T1 566,9 464,6 0,82
M51_T2 501,0 452,3 0,90
M51_T3 337,3 251,9 0,75
M62_T1 119,4 137,8 1,15
M62_T2 65,4 52,3 0,80
M62_T3 33,3 17,1 0,51
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M73_T1 372,8 2479 0,66
M73_T2 192,9 162,6 0,84
M73_T3 140,8 137,3 0,98
M76 478,5 358,8 0,75
M97_T1 153,8 152,7 0,99
M108 171,2 36,5 0,21
M116 47,8 31,8 0,67
M149 68,2 40,9 0,60
M150 130,3 107,3 0,82
M162 69,9 51,0 0,73
M183 86,4 56,3 0,65
M190 286,2 208,6 0,73
M199 907,0 592,0 0,65
M211 533,8 344,4 0,65
M214_T1 1161,0 864,7 0,74
M214_T2 1383,4 1029,4 0,74
M214_T3 558,3 424,9 0,76
M216_T1 1080,2 785,3 0,73
M216_T2 711,7 335,7 0,47
M216_T3 335,7 229,5 0,68
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Tabla 4. Ratio entre la concentracion de 6-monoacetilmorfina (6-AM) y morfina entre
los casos positivos a 6-AM analizados con el método de screening desarrollado en esta
Tesis Doctoral.

CASO 6-AM Morfina Ratio
(pg/mg) (pg/mg) 6-AM/morfina
S5 18265,1 3869,6 4,7
M2_T1 15657,1 2397,8 6,5
M2_T2 7335,8 1814,8 4,0
M2_T3 6061,3 1274,6 4,8
M216_T1 1814,0 297,9 6,1
M216_T2 1955,3 323,3 6,0
M216_T3 1634,9 327,6 5,0

Por ultimo, es posible emplear cut-offs que permitan establecer los niveles de
concentracion que aseguran el consumo crénico con el fin de minimizar el
efecto de la contaminacién externa. Estos niveles han sido establecidos para
las principales drogas de abuso por la SoHT en sus sucesivas
recomendaciones [4,5]. En la aplicacion del método para la identificacién de
consumo de sustancias psicoactivas durante el embarazo (Articulo 4) se han
empleado estos niveles de corte para diferenciar un consumo cronico durante
la gestacion (concentraciones superiores al cut-off establecido por la SoHT), un
consumo esporadico (concentraciones entre el cut-off de la SoHT y el LOQ del
método analitico) y la ausencia de consumo o0 exposicion (niveles inferiores al
LOQ o resultados negativos). En este estudio, 8 mujeres fueron consumidoras
cronicas de cocaina y 18 fueron consumidoras esporadicas durante el
embarazo; 6 fueron consumidoras crénicas de cannabis y 2 esporadicas; y las
consumidoras de anfetaminas (h= 1) y de heroina (n= 2) fueron todas

consumidoras croénicas.

Por tanto, la minimizacion del efecto de una posible contaminacion externa en
el analisis de muestras de pelo debe realizarse como una combinacion del

analisis del ultimo lavado, la presencia de metabolitos y su ratio con el
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compuesto sin metabolizar, y el uso de niveles de corte que permitan

establecer el consumo cronico o esporadico de dichas sustancias.

4.2.2. Efecto de la variabilidad interindividual en el ratio de crecimiento

del pelo

El ratio de crecimiento del pelo presenta una variacion interindividual que
afecta a la interpretacién de los resultados analiticos obtenidos al realizar
analisis retrospectivo del consumo, especialmente, en el andlisis segmental de
las muestras de pelo. La SOHT ha establecido un ratio medio de crecimiento de
1 cm/mes [4,5] pero, como puede observarse en la Tabla 4, los valores medios
observados en la bibliografia oscilan entre 0,86 y 1,12 cm/mes. Ademas, como
evidencié Harkey [85], es posible observar ratios de crecimiento extremos de

hasta 3,36 cm/mes.

Tabla 4. Ratios de crecimiento del cabello humano encontrados en la bibliografia.

Referencia Rango del ratio de crecimiento
del pelo (cm/mes)
Minimo | Maximo Media
Harkey [85] 0,6 3,36 -
Myers et al. [86] 0,84 1,15 0,98
Barman et al. [87] - - 0,94
Pecoraro et al. [88] 0,76 0,96 0,86
Miyazawa et al. [89] 0,84 1,37 1,12
Potsch [90] 0,65 2,2 1,4
Pragst et al. [91] 0,6 1,5 -
Van Neste [92] 0,95 1,12 1,04
Lee et al. [93] - - 1,04
Tajima et al. [94] 0,73 1,48 1,11
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Ademas, el ratio de crecimiento del pelo también varia en funcién del origen
anatomico de la muestra, siendo el cabello de la zona del vértex posterior el
que presenta un mayor ratio en comparacion con otras localizaciones
anatomicas como pubis, axila, brazos y piernas [95]. Asimismo, el porcentaje
de pelo en fase de crecimiento o fase anagena también varia en funcion de la
localizacion anatémica del pelo [85]. En general se han observado mayores
concentraciones de drogas en las muestras de pelo corporal que las
encontradas en el cabello, fundamentalmente por su mayor porcentaje de pelo
en fase de reposo o fase teldgena, la mayor exposicion al sudor y al sebo, la
menor exposicion a la luz y a tratamientos cosmeéticos, y presentar un ratio de

crecimiento més lento que el cabello [96-100].

En los nifios menores de un afio el ratio de crecimiento del pelo es muy
cambiante, oscilando entre un 0,6 cm/mes al nacimiento, aumentando
posteriormente a 0,9-1,5 cm/mes, y estabilizandose finalmente en 1 cm/mes al
afio de vida [101]. Esta variacién en el ratio de crecimiento, y la posible
contribucion de la exposicidn intradtero en las concentraciones detectadas en
el cabello durante el primer afio de vida, dificultan enormemente la

interpretacion de estos resultados en los nifios menores de un afo.

Las posibles variaciones en el ratio de crecimiento deben tenerse en
consideracion durante la interpretacién del resultado analitico para ajustar
correctamente la franja temporal que ha sido analizada y realizar correctamente
el estudio retrospectivo de consumo. Ademas, la toma de muestra debe
realizarse cortando el mechén lo mas proximo al cuero cabelludo, ya que si no
los céalculos realizados para determinar la franja temporal de cada segmento
seran erréneos. LeBeau et al. [102] observaron que incluso aquellas personas
expertas en la toma de muestra dejaban remanentes de pelo de hasta 1,6 cm,

con una media de 0,7 cm, en el cuero cabelludo tras la toma de muestra.

4.2.3. Efecto del color de pelo

La incorporaciéon de las drogas y sus metabolitos a la fibra del pelo se

realiza por union a componentes que conforman las células pilosas, siendo la
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melanina una de las moléculas por la que estas sustancias presentan una
mayor afinidad, como se describié en la introduccion. Debido a los mayores
niveles de melanina en los pelos oscuros, el pelo pigmentado tiene una mayor
afinidad por esta unién, y por tanto el pelo de color oscuro presentard mayores
concentraciones de estas sustancias que el pelo claro [103-107]. Sin embargo,
este efecto de variacién en la incorporacion de las sustancias en funcion del
color de pelo esta altamente influenciado por la basicidad de las moléculas que
se incorporan, y se ha observado que en las sustancias no bésicas este efecto
no se aprecia [105,108-110].

4.2.4. Efecto de los tratamientos cosméticos

Tratamientos cosméticos como tintes, mechas o permanentes causan un
dafio en la fibra capilar, aumentan su porosidad y eliminan parte o la totalidad
del pigmento natural del pelo, lo que provoca una disminucion de las
concentraciones de drogas y/o farmacos incorporados en el interior de la fibra
capilar, y puede alterar las relaciones entre el principio activo y sus metabolitos
por hidrolisis de los mismos [111,112]. Por ello, es recomendable documentar
previamente a la toma de muestra los tratamientos cosméticos realizados [69],
y considerar que las concentraciones detectadas tras el analisis hayan podido

sufrir una disminucion por el tratamiento cosmético.

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se analizaron dos mechones del
cabello de un policonsumidor de drogas y farmacos con el método de
screening. Un mechén no habia sido tratado cosméticamente, mientras que el
otro mechdén presentaba una decoloracién, pero ambos se recogieron
simultdneamente. Como puede observarse en la Tabla 5, el mechon no tratado
cosmeéticamente fue positivo a heroina (con presencia de morfina, codeina y 6-
AM) y cocaina (con presencia de cocaina y BE), con concentraciones
superiores a los cut-offs de la SOHT para la determinacién de consumo cronico
[4,5]; y también presentd resultados positivos (con valores superiores al LOQ
del método analitico) a zolpidem, citalopram paroxetina, metadona, fentanilo,

anfetamina, alprazolam y nordiazepam en los tres segmentos analizados. En
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cambio, el mechon tratado cosméticamente fue positivo a citalopram,
paroxetina y metadona (solo el segmento 1 presento valores superiores al LOQ
para estos dos compuestos), anfetamina, alprazolam, morfina, codeina, 6-AM,
cocaina y BE en los tres segmentos, con valores de concentracion inferiores a
las encontradas en el mechdn no tratado. El célculo del porcentaje de la
diferencia (% de diferencia) entre el pelo no tratado y el tratado
cosméticamente indicado en la Tabla 5 se realizé segun la siguiente formula:

(Conc pelo no tratado — Conc pelo tratado) 100
*

% de diferencia =
0 4 Conc pelo no tratado

Los % de diferencia mostraron valores entre 47 y 100%, pero para la mayoria
de los compuestos (zolpidem, citalopram, paroxetina, codeina, morfina,
metadona, BE, cocaina, nordiazepam y fentanilo) este valor fue superior al
80%. En la bibliografia es posible encontrar estudios sobre el efecto de
distintos tratamientos cosméticos en las concentraciones de drogas como
cocaina [111,113-116], opioides [111,113,117], anfetaminas [118-120],
cannabis [111], benzodiazepinas [114] y etilglucuronido [121-124]. Sin
embargo, no se han realizado estudios para otros farmacos presentes en el
pelo analizado en esta Tesis Doctoral, como antidepresivos e hipnéticos, que
presentaron diferencias superiores al 96%. Para el resto de las sustancias,
segun la bibliografia, los % de diferencia determinados para cabellos sometidos
a decoloraciéon por mechas fueron de 24,6-66,2% para la cocaina y de 36,4-
67,3% para la BE [111,113,114], inferiores a los encontrados en este estudio
(94,9% y 95,6%, respectivamente). Lo mismo sucede con los valores para la
anfetamina, los cuales fueron superiores (53,7-74%) a los encontrados en la
bibliografia (20-39%) [118,119]. En cambio para los opioides, los valores de %
de diferencia en el cabello analizado (83,9-90,6%, 92,3-93,6% y 47-77,5% para
morfina, codeina y 6-AM, respectivamente) fueron similares a los establecidos
en la bibliografia, concretamente 67,4-94% para la morfina, 57,5-100% para la
codeina y 65,9-93% para la 6-AM [111,113,114,117]. Por Jultimo, el
nordiazepam presentd un % de diferencia del 100% en este caso, mientras que

Yegles et al. [114] encontraron disminuciones del 67,7%.
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La pronunciada disminuciéon en las concentraciones de las sustancias
incorporadas en este cabello pueden atribuirse al uso de tratamientos
cosméticos mas agresivos (como las mechas), que producen una mayor
disminucién en las concentraciones que otros tratamientos menos agresivos
como el tinte, como probaron Jurado et al. [111]. A pesar de estas elevadas
diferencias, el consumo crénico de heroina y cocaina pudo ser confirmado en
ambas muestras (con o sin tratamiento cosmético), ya que en ambos casos las
concentraciones fueron superiores al cut-off establecido por la SoHT para la
determinacion de consumo cronico. Ademas, el % de diferencia de la 6-AM fue
incrementandose al aumentar la distancia a la raiz (47,0%, 64,2% y 77,5% en
los segmentos 1, 2 y 3, respectivamente), y aunque este aumento no se
observé para el resto de las sustancias, podria atribuirse a que el pelo con
mayor antigiedad presenta mayor dafio y un aumento de la porosidad, lo que

favorece la eliminacion de las sustancias incorporadas a su interior.

De las 209 muestras de pelo de mujeres que fueron analizadas con el método
de screening para determinar la exposicion a drogas y farmacos intraatero
(Articulo 4), méas de la mitad (53,6%, n= 112) habian sido sometidas a algun
tratamiento cosmeético (tinte o mechas), y un 29,2% (n= 61) presentaron al
menos un resultado positivo a alguna de las sustancias incluidas en el método
de screening. Sin embargo, el porcentaje de resultados positivos fue similar en
ambos tipos de cabello, tratados o no tratados cosméticamente, pues un 14,8%
(n= 31) de los resultados positivos se obtuvieron en pelos que habian sido
tratados cosméticamente, y un 14,4% (n= 30) de los resultados positivos en
pelos no tratados. Ademas, no hubo diferencias en el porcentaje de cabellos
que habia sido sometidos a tratamientos cosméticos y los que no entre los
casos con concentraciones superiores al cut-off de la SoHT para la
determinacién de consumo crénico de drogas de abuso. Concretamente, de los
12 casos con concentraciones superiores al cut-off de la SoHT, 7 de las
muestras habian sufrido algun tratamiento cosmético y 5 no. Asimismo, de los
26 casos con resultados positivos a drogas de abuso y con valores de
concentracion inferiores al cut-off de la SoHT, 11 habian sido tratados

cosméticamente y 15 no.
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Tabla 5. Concentraciones detectadas en dos mechones (con y sin tratamiento
cosmético de decoloracion) del mismo individuo analizados con el método de
screening desarrollado en esta Tesis Doctoral, y el porcentaje de diferencia encontrado
en el pelo tratado cosmético en relacién al pelo no tratado.

Pelo sin tratamiento cosmético Pelo con tratamiento cosmético % de
diferencia
Segmento | Compuesto Concentracion | Segmento | Compuesto Concentracidn
(pg/mg) (pg/mg)

S1 (2cm) Zolpidem 121,7 S1 (2cm) Zolpidem - 100,0%
Citalopram 15086,5 Citalopram 193,8 98,7%
Paroxetina 362,0 Paroxetina 5,6 98,4%
Morfina 2025,6 Morfina 326,5 83,9%
Codeina 888,7 Codeina 68,6 92,3%
6-AM 5490,4 6-AM 2911,1 47,0%
Metadona 192,8 Metadona 19,7 89,8%
Fentanilo 12,5 Fentanilo - 100,0%
Anfetamina 130,7 Anfetamina 60,5 53,7%
BE 16676,1 BE 741,2 95,6%
Cocaina 19583,3 Cocaina 1005,7 94,9%
Nordiazepam | 7,1 Nordiazepam | - 100,0%

S2 (2cm) Zolpidem 150,4 S2 (2cm) Zolpidem - 100,0%
Citalopram 9112,8 Citalopram 110,2 98,8%
Paroxetina 140,5 Paroxetina <LOQ -
Morfina 2615,4 Morfina 285,5 89,1%
Codeina 873,3 Codeina 55,7 93,6%
6-AM 7920,1 6-AM 2835,8 64,2%
Metadona 151,3 Metadona <LOQ -
Fentanilo 28,3 Fentanilo - 100,0%
Anfetamina 172,8 Anfetamina 45,0 74,0%
BE >20000 BE 338,3 -
Cocaina >20000 Cocaina 584,3 -
Nordiazepam | 11,7 Nordiazepam | - 100,0%
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S3 (2cm) Zolpidem 140,1 S3 (2cm) Zolpidem - 100,0%
Citalopram 7308,2 Citalopram 101,6 98,6%
Paroxetina 96,3 Paroxetina <LOQ -
Morfina 2333,0 Morfina 219,1 90,6%
Codeina 696,6 Codeina 45,5 93,5%
6-AM 8841,5 6-AM 1993,1 77,5%
Metadona 166,3 Metadona <L0Q -
Fentanilo 9,1 Fentanilo - 100,0%
Anfetamina 182,1 Anfetamina 67,7 62,8%
BE >20000 BE 295,4 -
Cocaina >20000 Cocaina 537,3 -
Nordiazepam | 12,5 Nordiazepam | - 100,0%

4.2.5. Correlacion dosis/concentracion en pelo

Todos estos factores que pueden influir en los resultados analiticos en
pelo (variaciones interindividuales en el ratio de crecimiento y en el color del
pelo, la forma de consumo de las sustancias, el grado de contaminacion
externa, los tratamientos cosméticos, etc) dificultan la interpretacion de los
resultados y no permiten establecer una buena correlacion entre las dosis
consumidas y los resultados cuantitativos detectados en pelo [125-128]. Si bien
algunos autores han encontrado ciertas correlaciones intraindividuales, suele

existir una alta variabilidad interindividual [129-131].

Ropero-Miller et al. [129] realizaron un estudio controlado en el que
administraron a 8 individuos dosis bajas la primera semana y dosis altas la
segunda, alternando cada dia cocaina por via subcutanea (75 mg/70 kg y 150
mg/70 kg, respectivamente) con codeina por via oral (60 mg/70 kg y 120 mg/70
kg, respectivamente). Encontraron para cada individuo una correlacion entre la
dosis administrada de estas sustancias y las concentraciones encontradas en
pelo, ya que la concentracion media detectada a dosis bajas fue
aproximadamente la mitad de la encontrada a dosis altas. Sin embargo,

observaron una elevada variabilidad interindividual en la disposicion de cocaina
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y codeina en pelo, y en las concentraciones maximas detectadas para ambos
compuestos a las dosis estudiadas. Este mismo comportamiento fue observado
por Scheidweiler et al. [130] en un estudio similar. Polettini et al. [131]
realizaron la administracion controlada de metanfetamina a 7 voluntarios que
recibieron dosis bajas (10 mg) y altas (20 mg) 4 veces durante 1 semana,
observando también correlaciones intraindividuales, ya que la concentracion en
pelo a dosis alta fue el doble de la encontrada a dosis baja. Sin embargo,
tampoco en este caso fue posible establecer correlaciones interindividuales, ya
gue los valores de concentracion maxima y de area bajo la curva fueron muy

diferentes para cada individuo.

En cambio, Kintz et al. [125] no pudieron establecer una correlacion entre las
dosis recibidas (30-800 mg/dia) y las concentraciones de opioides detectados
en el pelo de 20 individuos incluidos en un programa de mantenimiento de
heroina (coeficiente de correlacion (r= 0,346), a pesar de realizarse la
administracion de la heroina bajo condiciones controladas. No obstante,
observaron que aquellos compuestos con una mayor vida media en plasma
presentaron mejor correlacion con la dosis (r= 0,12; 0,25 y 0,64 para heroina,
6-AM y morfina, respectivamente). Musshoff et al. [132], en un estudio en el
gue se evaluaron las mismas sustancias, encontraron una mejor correlacion
entre las dosis recibidas (10 a 1000 mg/dia) y las concentraciones de opioides
en el pelo de 46 individuos incluidos en un programa de mantenimiento de
heroina (r= 0,66). Como en el estudio anterior, aquellas sustancias con una
mayor vida media en plasma presentaron mejores valores de correlacion (r=

0,42; 0,59 y 0,69 para heroina, 6-AM y morfina, respectivamente).

En la aplicacion del método para NPS y anfetaminas clasicas desarrollado en
esta Tesis Doctoral (Articulo 2) se analizaron 9 muestras de pacientes a
tratamiento crénico con el antidepresivo trazodona. Se analizaron los 2 cm
proximales de cada mechoén ya que los pacientes habian recibido las mismas
dosis diarias (de 50 a 500 mg) durante al menos los dos meses previos a la
toma de muestra. No se pudo establecer una correlacion significativa entre las
dosis diarias administradas y las concentraciones de trazodona detectadas

(Figura 3), pero si se encontré dicha correlacion entre las dosis diarias y las
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concentraciones del metabolito mCPP (Figura 4), si bien el nimero de casos
analizados fue reducido. El grado de correlacion encontrado fue similar al
calculado por Welp et al. [126] para las dosis diarias declaradas por 95
individuos y las concentraciones de cocaina, heroina, metadona y derivados
anfetaminicos en sus muestras de pelo (r= 0,45-0,59, dependiendo del
compuesto). Estos autores mejoraron el grado de correlacion (r= 0,63-0,87)

cuando incluyeron el color del pelo, el sexo y la raza en el célculo.

TRAZODONA

600000
7S

5 500000

y =533.53x- 14486

400000 r=0.411,p=0.271

300000

200000

Concentracién (pg/m

100000

0 « & ¢ o
0 100 200 300 400 500 600

Dosis diaria (mg)

Figura 3. Estudio de la correlacién entre las dosis de trazodona recibidas y las
concentraciones de este compuesto encontradas en el analisis de 9 cabellos de
pacientes a tratamiento diario con este antidepresivo.
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Figura 4. Estudio de la correlacidon entre las dosis de trazodona recibidas y las
concentraciones del metabolito mCPP encontradas en el andlisis de 9 cabellos de
pacientes a tratamiento diario con dicho antidepresivo.
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4.3. APLICACION DE LOS ANALISIS DE PELO: EXPOSICION A DROGAS
INTRAUTERO
Los andlisis de pelo han sido utilizados en el estudio de la exposicion
prenatal a drogas de abuso, farmacos, alcohol y tabaco debido a que esta
matriz bioldgica presenta una amplia ventana de deteccion y permite un estudio
retrospectivo del consumo. La exposicion a estas sustancias durante el
embarazo puede causar problemas tanto en la madre como en el feto. Asi
estan descritas complicaciones obstétricas tales como infecciones y abortos;
problemas en el desarrollo fetal, tales como retraso en el crecimiento
intrauterino, prematuridad, malformaciones, dafios neurofisiolégicos y sindrome
de abstinencia; y problemas a largo plazo en el nifio, tales como disfunciones
conductuales [133-139].
En esta Tesis Doctoral se han analizado muestras de pelo materno de 209
mujeres con el método de screening previamente desarrollado (Articulo 1). Los
resultados analiticos fueron comparados con la informacion proporcionada por
las madres en el cuestionario estructurado que respondieron después del
parto, y con los parametros clinicos neonatales (Articulo 4), demostrando la

eficacia de esta muestra para determinar la exposicion intrautero.
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En la Tabla 6 se muestra una revision bibliografica de los trabajos en los que se
emplea el pelo como matriz biolégica para la determinacion de la exposicion
intrattero a drogas, farmacos, alcohol y tabaco. En estos estudios se compara
la eficacia de la deteccion de drogas en pelo con la de otras matrices biolégicas
(tradicionales y alternativas) y/o con la entrevista personal a la madre. El
andlisis de pelo suele asociarse con un mayor numero de resultados positivos
cuando se compara con el resto de matrices bioldgicas [140-144,147-
151,153,158,160,161,163,164,166,170-173,176,178] y, especialmente, cuando
se compara con la entrevista personal
[142,147,148,150,151,153,160,161,163,164,170-174,176,178]. Esto es debido
a que el pelo presenta una ventana de deteccion mayor al resto de matrices
biolégicas empleadas (meconio, orina, sangre, etc), y a que las mujeres tienden
a negar o subestimar su consumo al contestar a las entrevistas personales,

debido a que temen las repercusiones legales o sociales [179,180].

En el estudio presentado en esta Tesis Doctoral también se ha detectado una
mayor exposicion intradtero mediante el andlisis de pelo comparado con la
entrevista personal para todas las drogas y farmacos incluidos en la
metodologia analitica, a excepcion del alcohol. Ademas, para 175 de estos
casos se recogieron también muestras de meconio, placenta y cordon
umbilical, que fueron analizadas para determinar el consumo de heroina,
cocaina y metadona [181]. El pelo ha proporcionado los mayores niveles de
prevalencia para las tres sustancias, o que ha permitido establecer a esta
matriz biolégica como la mas sensible para detectar la exposicién intradtero. La
subestimacion del consumo de alcohol mediante el andlisis de pelo también fue
observada por otros autores [168,175,178], y puede ser atribuida a la ingesta
esporadica de alcohol durante el embarazo que es mas facilmente admitido
por las madres en la entrevista personal que el consumo de otras sustancias de
abuso, debido a su mayor aceptacion social. Ademas, las concentraciones
detectadas en pelo para un consumo social de EtG son mucho menores (7-30
pg/mg) a las detectadas para otras drogas, debido a las caracteristicas
quimicas de este compuesto (sustancia acida y muy polar) que dificultan su

incorporacion en esta matriz biologica. Por ello, Morini et al. [168]
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recomendaron el meconio como la matriz de eleccién para la determinacion de

la exposicion prenatal a alcohol.

El andlisis de pelo materno proporciona una estimacion directa del consumo
materno durante el embarazo y una estimacion indirecta de la exposicion fetal.
El cabello neonatal ha sido empleado por diversos autores [140,141,143-
145,147,149,152,154-157,162,165,167-169], pero presenta una serie de
desventajas con respecto al pelo materno como la pequefia cantidad de
muestra disponible para el analisis (frecuentemente sélo estan disponibles
unos pocos miligramos) y el rechazo por parte de los padres a la recogida de
esta muestra por razones estéticas o culturales [179]. Ademas, el pelo neonatal
comienza a formarse en los Ultimos 3 0 4 meses de embarazo, por lo que su
analisis refleja la exposicion del dltimo trimestre, y por tanto, su ventana de
deteccidén puede ser menor a la del meconio [180]; asimismo, no presenta un
ratio de crecimiento constante durante la etapa prenatal [182], lo que dificulta la
estimacion temporal del consumo. Como se puede observar en la Tabla 6, el
ndamero de casos detectados de consumo de sustancias de abuso durante el
embarazo es menor cuando se emplea cabello neonatal que cuando se emplea
cabello materno [140,141,144,162].

En la mayoria de los trabajos previamente publicados se realiza la
determinacibn de una sola sustancia o0 grupo [140-142,145-
150,152,153,157,158,162,165,167,169,177], y pocos determinan varias
sustancias simultdneamente [151,154-156,159,164,166,170-174,176]. El uso
de métodos analiticos multianalito es especialmente relevante en los analisis
de pelo, como se sefal6 previamente, ya que generalmente la cantidad de
muestra recogida es baja y el uso de estos métodos permite obtener mas
informacion sobre los habitos de consumo, empleando la menor cantidad de
muestra posible y reduciendo costes. En esta Tesis Doctoral se obtuvo
informacion sobre el consumo de drogas de abuso (cocaina, opiaceos,
anfetaminas, cannabis, LSD, escopolamina y ketamina) y farmacos de uso
comun (metadona, antidepresivos, benzodiacepinas e hipnéticos) durante el
embarazo, empleando la misma alicuota de pelo materno (50 mg) y el mismo

meétodo analitico. Sin embargo, para la determinacion de la exposicion a
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alcohol mediante el analisis del EtG fue necesario el andlisis de una segunda

alicuota de pelo (50 mg), que sélo estuvo disponible en 51 casos.

Asimismo y siempre que la cantidad de cabello recogida fue suficiente para
realizar la segmentacioén (n= 88), se determind la exposicion en cada uno de
los tres trimestres del embarazo mediante el andlisis segmental de las
muestras. El analisis segmental permite evaluar la evolucién del consumo a lo
largo del embarazo, y pocos autores lo han realizado [141,158,159,176,178],
pese a que los problemas originados por este consumo son diferentes en
funcion del trimestre en el que se produzca [136].

La seleccién de los casos incluidos en este estudio (N= 209) se realiz6 de
forma aleatoria, lo que ha permitido establecer una estimacion de consumo del
15,4% para las drogas de abuso (12,4% cocaina, 3,8% THC, 1% opiaceos y
1% ketamina) y del 22,5% para los farmacos (11% benzodiazepinas, 9,1%
antidepresivos y 3,3% metadona), entre las mujeres que habian dado a luz en
el &rea de Vigo de Mayo a Julio de 2011. En cambio, es frecuente encontrar en
la bibliografia estudios donde se analizaron poblaciones concretas, como
poblaciones de riesgo o0 con antecedentes de consumo [140-
145,147,149,151,152,154-156,158,159,162,165,167,169,176,177], y donde se
incluyeron un menor niamero de casos [140-145,147,149,151,152,154-159,162-
165,168,169,171,172,175,177,178]. La seleccion aleatoria y el numero de
casos estudiados han permitido evaluar las posibles correlaciones entre los
valores analiticos en pelo de drogas y farmacos, los parametros clinicos de los
neonatos y las respuestas maternas a la entrevista. Este tipo de correlaciones
estdn pobremente estudiadas en la bibliografia, especialmente para el
consumo de farmacos durante el embarazo [155,156,159,165,176], a pesar de
la alta incidencia detectada en este estudio para estos compuestos y los
problemas que su consumo puede originar en el desarrollo fetal [136,139]. Sin
embargo, no fue posible establecer una correlacién significativa entre los
valores analiticos en pelo para ninguna de las sustancias analizadas y la clinica
neonatal. La Unica correlacion estadisticamente significativa encontrada se
establecio entre la declaracion de consumo de tabaco de las madres en la

entrevista y los pardmetros clinicos de tamafio y peso de los recién nacidos.
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Por tanto, el pelo ha probado ser la matriz que permite obtener la mejor
estimacion de la exposicion prenatal a drogas y farmacos (a excepcion del
alcohol), ya que permite identificar adecuadamente a los neonatos expuestos vy,
con ello, mejorar su tratamiento y seguimiento. Esta matriz permite estudiar la
prevalencia a lo largo de todo el embarazo mediante el andlisis de segmentos y
establecer el perfil de consumo durante toda la gestacion. Su uso en el primer
trimestre del embarazo puede también permitir detectar e intervenir en estos
casos de forma temprana para minimizar las consecuencias del consumo

materno en el feto.
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5. CONCLUSIONES/
CONCLUSIONS







1. A screening LC-MSMS method was developed and validated for the
simultaneous identification and quantification of thirty-five licit and illicit
drugs and metabolites in hair. The method showed to be specific and
sensitive, achieving at least the SoHT cut-off recommendations for
opiates, amphetamines, cocaine and cannabis. THC was included for the
first time in a screening methodology in hair using the same extraction

procedure and detection technique as the rest of compounds.

2. A confirmation LC-MSMS method was developed and validated for the
determination of four classical amphetamines and eight new synthetic
drugs with stimulant effects in hair. Moreover, two medicines (trazodone
and phenazone), which produce mCPP as a metabolite, were also
included to distinguish between licit and illicit use of this synthetic
piperazine. The method was specific and sensitive, achieving LOQs
lower than the SoHT cut-off recommendations for amphetamine
derivatives. The method was applied to nine hair specimens from
patients under trazodone daily treatment, and a significant positive
correlation between the given doses and mCPP concentrations in hair

was observed.

3. Different parameters that may influence interpretation of hair results were
assessed. Specifically, the effect of external contamination and hair
cosmetic treatments was evaluated. The case report dealing with an
alleged drug-facilitated sexual assault with scopolamine emphasized the
importance of the decontamination procedure and the analysis of the
wash solvents in the interpretation of hair results. The analysis of a hair
specimen with and without bleaching showed a dramatic decreased of
drug concentrations for the thirteen substances detected. However,
comparing results obtained after the analysis of a wide number of
specimens from the study to evaluate in utero drug exposure, similar
number of positive results was obtained between cosmetic treated and

non-treated hair.
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4. Usefulness of hair analysis for the determination of in utero drug
exposure was evaluated by testing 209 maternal hair samples. Maternal
hair showed to be more sensitive than maternal interview to detect drug
use during pregnancy for all the analyzed drugs of abuse and medicines,
except for alcohol. A total prevalence of 15.4% for drugs of abuse was
found, being cocaine the most frequent detected drug, but not the most
reported in the interview. For medicines, a total prevalence of 22.5% was
found, mainly benzodiazepines and antidepressants; and for alcohol a
prevalence of 3.9% was detected. No statistically significant differences
were found in the neonatal outcomes between exposed and non-
exposed newborns to the drugs included in the analytical methodology.
However, statistically significant lower newborn weight and length were

found in neonates from declared smokers compared with non-smokers.
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El principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo y validaciéon de
métodos multianalito en pelo. Concretamente, se ha desarrollado y validado un
método de screening que permite la determinacién simultanea de las principales
drogas de abuso (opioides, cocaina y su principal metabolito, cannabis, anfetaminas,
LSD y ketamina) y farmacos de uso comun (benzodiazepinas, antidepresivos e
hipnéticos) mediante LC-MSMS. También se ha desarrollado y validado un método
analitico para la determinacidn simultdnea de anfetaminas clasicas, drogas
emergentes con efectos estimulantes y dos farmacos que producen mCPP como
metabolito, mediante LC-MSMS. En ambos métodos se han obtenido limites de

cuantificacién al menos iguales a los recomendados por la SoHT.

Otro de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido la evaluacion de diferentes
factores que pueden influir en la interpretacién de los resultados analiticos en pelo,
especialmente el efecto de la contaminacion externa y de los tratamientos

cosméticos en diferentes casos reales.

Finalmente como ultimo objetivo se ha estudiado la utilidad del pelo como matriz
biolégica para el estudio de la exposicion fetal a drogas de abuso y farmacos,
mediante el analisis de 209 muestras de pelo materno. El analisis del cabello materno
presentd mayor sensibilidad para la deteccion de la exposicidon intradtero que la
entrevista materna (a excepcion del alcohol). Asimismo, el cabello materno permitid
identificar un mayor nimero de casos positivos en comparacidon con otras matrices

bioldgicas.
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