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RESUMEN

El abuso de drogas puede ocurrir en cualquier etapa de la vida, pero aproximadamente la
mitad de las mujeres que consumen estas sustancias se encuentran en edad fértil. La exposicion
a estas sustancias durante el embarazo puede dar lugar a complicaciones obstétricas, neonatales
e incluso en etapas posteriores de la vida. Por tanto, es de gran importancia disponer de los
métodos adecuados para la deteccion de la exposicion intrautero a sustancias de abuso. La
identificacion de la exposicidn intratitero a estas sustancias mediante la entrevista materna suele
subestimar el consumo debido al estigma social asociado al consumo de drogas durante el
embarazo, asi como al miedo a las consecuencias legales que este hecho puede acarrear. Por
ello, es necesario disponer de metodologias analiticas que permitan la identificacion objetiva
de la exposicion a estas drogas mediante su deteccion en muestras bioldgicas, siendo el meconio
la muestra de eleccion, por su larga ventana de deteccion y por tratarse de un marcador directo

de la exposicion fetal, a diferencia del pelo materno.

Por tanto, el principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar la utilidad del analisis
del meconio como muestra bioldgica de referencia para la identificacion de la exposicion
prenatal a drogas y/o sustancias de abuso, especificamente a tabaco, psicofarmacos

(antidepresivos y benzodiacepinas) y Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS).

Para ello se desarrollaron 3 metodologias analiticas sensibles y precisas basadas en el uso
de la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS),
para el anélisis de nicotina y sus principales metabolitos (cotinina y trans-3’-hidroxicotinina),
farmacos antidepresivos y benzodiacepinas (incluye aquellos mas usados en la practica clinica
en Espafia, junto con sus principales metabolitos), y algunas de las NPS mas consumidas

(concretamente, 6 compuestos que se encuentran dentro del grupo de las catinonas sintéticas).

Una vez desarrollados y completamente validados, dichos métodos analiticos fueron
aplicados al andlisis de muestras de meconio procedentes de neonatos nacidos en el periodo

2012 - 2015 en el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela y de Vigo.
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Mediante el analisis de dichas muestras se evalu¢ la utilidad del meconio como matriz biologica
para el estudio de la exposicion fetal a tabaco y farmacos. Para ello se compararon los resultados
obtenidos en el andlisis de meconio con los observados en los indicadores mas cominmente
usados para detectar la exposicidn intrautero a sustancias (entrevista materna y analisis de pelo

materno).

El andlisis de meconio present6 igual o mayor sensibilidad que la informacién aportada por
la madre para la deteccion de la exposicion intrattero, excepto para las benzodiacepinas. En
cuanto a la comparativa con el pelo materno, a pesar de que su andlisis resulto ser un método
mas sensible que el del meconio, se recomienda el analisis complementario de ambas muestras,
ya que el meconio permitid detectar casos no identificados por el pelo y, ademas, proporciona

informacion directa sobre la exposicion fetal.

Finalmente, se evalud la correlacion entre los resultados en meconio y la posible afectacion
de los principales parametros antropométricos (longitud, peso y perimetro craneal) y de la
puntuacion en el test de Apgar del neonato. No se encontraron diferencias significativas entre
neonatos expuestos y no-expuestos para ninguno de los parametros estudiados, excepto para el

peso al nacer.



SUMMARY

Drug abuse can occur at any stage of life, but about half of the women who use these
substances are on childbearing age. Exposure to these substances during pregnancy can lead to
obstetric, neonatal, and even complications later in life. Therefore, it is of great importance to
have the adequate tools for the detection of intrauterine exposure to substances of abuse. The
identification of in utero exposure to these substances through maternal interview usually
underestimates consumption due to the social stigma associated with drug use during
pregnancy, as well as the fear of the legal consequences that this fact may cause. Thus, it
becomes necessary to have analytical methodologies that allow the objective identification of
exposure to these drugs through their detection in biological samples, being meconium the
sample of choice, for its long detection window and because it is a direct marker of the fetal

exposure, unlike maternal hair.

Therefore, the main objective of this Doctoral Thesis was to evaluate the usefulness of
meconium analysis as the biological reference matrix for the identification of prenatal exposure
to drugs and/or substances of abuse, specifically to tobacco, psychoactive drugs

(antidepressants and benzodiazepines) and New Psychoactive Substances (NPS).

For that reason, three sensitive and specific analytical methodologies were developed using
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for the analysis of nicotine
and its two main metabolites (cotinine and trans-3'-hydroxycotinine), antidepressant drugs and
benzodiazepines (including those most commonly used in the clinical practice in Spain, and
their main metabolites), and some of the most consumed NPS (specifically, 6 compounds

belonging to the group of synthetic cathinones).

Once developed and fully validated, these analytical methods were applied to the analysis
of real meconium samples from neonates born at the University Hospitals of Santiago de
Compostela and Vigo from 2012 to 2015. Usefulness of meconium as a biological matrix for
the study of fetal exposure to tobacco and psychoactive drugs was evaluated by the analysis of

these real samples. For that purpose, the results obtained by meconium analysis were compared
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with those observed by the most used indicators to detect in utero exposure to drugs (maternal

interview and maternal hair analysis).

Meconium analysis showed to be similar or more sensitive than maternal information for
the detection of intrauterine exposure, except for benzodiazepines. Regarding the comparison
with maternal hair, although maternal hair analysis was more sensitive than meconium analysis
for the detection of in utero psychoactive drugs exposure, complementary analysis of both
biological matrices is recommended, since meconium allowed to detect positive cases not

identified by maternal hair and, in addition, it provides direct information on fetal exposure.

Finally, the possible correlation between the results in meconium and the affectation of the
anthropometric neonatal parameters (length, weight and head circumference) and the Apgar
score was evaluated. No significant differences were found between exposed and unexposed

neonates for any of the parameters studied, except for birth weight.
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1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CONSUMO DE DROGAS EN MUJERES EMBARAZADAS O EN EDAD

FERTIL

El consumo de drogas produce un importante impacto negativo sobre la salud y el bienestar
de las personas, y representa un grave problema a nivel mundial, tal y como lo acreditan los
datos de distintos estudios epidemiologicos. Asi, se estima que el 5,4% de la poblacion mundial
adulta (entre 15 y 64 afios) consumi6 drogas al menos una vez durante el ano 2017, segin un
estudio reciente realizado por la United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC). Esa
cifra supone un incremento del 30% con respecto a los datos del 2009 (4,8%) [1]. Las
principales drogas ilegales consumidas en el mundo en los tltimos afios fueron el cannabis, los
opioides, las anfetaminas, el éxtasis y la cocaina [1, 2]. A nivel de la Union Europea el consumo
de drogas en algin momento de la vida alcanzé el 29% de toda la poblacion mayor de 15 afios,
y fue del 16,6% en el grupo de los adultos jovenes (entre 15 y 34 afos) en 2019 [2]. En concreto
en Espafia, esas cifras son todavia mas elevadas, ya que aproximadamente un tercio de la

poblacion ha consumido drogas ilegales en algin momento de su vida [3].

El consumo de drogas puede tener lugar en cualquier momento de la vida pero, dado que
predomina en adolescentes y adultos jovenes, la mayor parte de las mujeres que consumen
drogas se encuentran en edad fértil (de los 15 a los 44 afios) [4,5]. La sustancia de abuso mas
consumida durante el embarazo es el tabaco, seguida del alcohol, el cannabis y el resto de
drogas ilicitas [6,7], siendo ademas frecuente el policonsumo. Asi, en el estudio de Cook et al.
(2017), el 50% de las embarazadas consumidoras de drogas combiné el consumo dos o mas

sustancias [7].

Los principales factores psicosociales que aumentan el riesgo del consumo de drogas de

abuso durante el embarazo son [8,7]:

— Madre joven (menor de 25 afios)

13



ANGELA LOPEZ RABUNAL

— Bajo nivel educativo y/o econémico
— Trastornos psiquiatricos
— Antecedentes familiares de consumo de drogas

La informacion sobre la prevalencia del consumo de sustancias de abuso durante el
embarazo es limitada, pero se estima que entre el 4% y el 7,4% de las mujeres embarazadas
consume drogas ilegales [7]. En EEUU, segiin The National Survey on Drug Use and Health
(NSDUH), en 2019 el 18,4% de las mujeres embarazadas consumieron una o mas sustancias de
abuso (incluyendo el alcohol y/o tabaco) en el Gltimo mes, bajando la prevalencia al 5,8% al

estudiar solo el consumo de drogas ilicitas [9].

A pesar de que en Espafia no existe ninglin informe oficial sobre el consumo de drogas
durante el embarazo, si se han realizado varios estudios en los que se evalu6 dicho consumo.
Un ejemplo es el “Proyecto Meconio”, llevado a cabo entre los afios 2002 y 2004 en la ciudad
de Barcelona en poblacion de bajo nivel socioeconémico, en el que se encontr6 que en el 7,9%
- 10,9% de los embarazos estudiados el recién nacido estuvo expuesto prenatalmente a drogas
de abuso [10,11]. Ademaés, en un estudio realizado en el Hospital de Can Misses de Ibiza en
2010, el 1,9% de las madres admiti6 haber consumido drogas durante el embarazo, subiendo
dicha prevalencia al 15,9% al analizar muestras biologicas (pelo materno) [12]. Por tltimo, en
un trabajo elaborado en la Universidad de Santiago de Compostela en colaboracion con el
Complejo Hospitalario Universitario de Vigo en 2011, el 15,4% de las muestras de pelo materno
analizadas fue positiva a alguna droga de abuso [13]. Estos datos indican que el consumo de
drogas (legales e ilegales) durante el embarazo es comun y, por tanto, puede provocar multiples

problemas sociales y de salud, tanto para la madre como para el nifio [14].

A continuacién se analizaran en profundidad la prevalencia del consumo en el embarazo
del tabaco, los psicofarmacos y las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS, por sus siglas en

inglés), sustancias objeto de estudio de esta Tesis Doctoral.
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1.1.1.Tabaco

En el afio 2015, el 24,9% de la poblacion mundial mayor de 15 afos era fumadora. En
la poblacion femenina dicha prevalencia era del 9,5% a nivel mundial, pero asciende al 19,5%

cuando se puso el foco en Europa [15].

Entre los factores de riesgo para el tabaquismo en mujeres embarazadas destacan,
ademds de los ya mencionados (embarazo a edades tempranas, bajo nivel educacional y/o
socioecondmico, y enfermedades psicologicas como la depresion), que el embarazo sea no

planeado y la convivencia con fumadores [16-19].

El consumo de tabaco durante el embarazo varia entre el 12 y el 25% a nivel mundial,
dependiendo del pais [7]. En Canada, entre el 10,5 y el 13% de las mujeres fumé durante el
embarazo en el 2009 [7]; mientras que en EEUU, segun la NSDUH del 2019, el 17,2% de las
mujeres no embarazadas admiti6 haber fumado en el Gltimo mes frente al 8,7% de las mujeres
embarazadas. Esta prevalencia, pese a ser menor, sigue siendo considerable y un riesgo a tener
en cuenta. Ademas, la prevalencia del consumo de tabaco disminuye cuanto mayor es la edad
y el nivel econdmico, y a lo largo del embarazo (14,8%, 7,2% y 7,5% en el primer, segundo y

tercer trimestre, respectivamente) [9].

A nivel europeo el consumo de tabaco en la poblacion general se situa en torno al 20%
[20]. En Espafia entre el 22,5% y el 29,8% de las mujeres en edad fértil admiten haber
consumido tabaco [21]. En cuanto al consumo durante el embarazo, el 26,2% de las madres
espanolas admitio haber fumado durante el embarazo en un estudio realizado en el periodo
comprendido entre 1978 y 2002 [22]. No obstante, la mayoria de estudios realizados en
embarazadas son de ambito autondémico. Asi, en Andalucia entre los anos 2007 y 2012,
aproximadamente el 20% de las mujeres embarazadas consumia tabaco, si bien la prevalencia
del consumo descendia a lo largo del embarazo [18]. En Aragon, en un estudio realizado en la
provincia de Zaragoza en el afio 2009 se observo que el 37,3% de las mujeres espafiolas y el
19,1% de las inmigrantes fumaba antes del embarazo, disminuyendo esos porcentajes al 21,9%
y 8,7% (respectivamente) al final del embarazo [23]. En la Comunidad de Madrid, entre los
afnos 2000 y 2006, el 21,5% de las mujeres fumaron durante el embarazo [24]. En Cantabria, el
31,2% de las mujeres embarazadas consumieron tabaco en el afio 2002, abandonando dicho

consumo al inicio del embarazo el 20,6% de ellas [25].
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En cuanto a Galicia, en un estudio realizado en el 2016, el 27,9% de las mujeres
gallegas declard haber fumado en los 6 meses previos al embarazo, bajando la prevalencia al
11,9% durante el embarazo. De igual modo disminuy? la prevalencia de mujeres que afirmaron
estar expuestas al humo de tabaco ambiental (del 26,8% antes al 10,1% durante el embarazo)
[26]. Finalmente, en un estudio realizado entre el 2012 y el 2014 en el Area Sanitaria de
Santiago de Compostela, el 27,8% de las mujeres admitié haber fumado al inicio del embarazo
y el 15,7% continu6 fumando durante, al menos, el primer trimestre, por lo que el 12,1%

abandono el habito tabaquico [19].

1.1.2. Psicofarmacos

La depresion y los trastornos de ansiedad son las enfermedades mentales mas comunes
en el mundo. En el afio 2015, el 4,4% de la poblacion mundial sufria depresion, siendo su
prevalencia mayor en mujeres que en hombres (5,1% y 3,6%, respectivamente). De igual
manera ocurre con los trastornos de ansiedad, una enfermedad presente en el 3,6% de la
poblacion mundial, sobre todo en mujeres (4,6% vs. 2,6% en hombres) [27]. Estas
enfermedades mentales presentan su mayor prevalencia en mujeres en edad fértil [28,29] vy, al
contrario de lo que se creia, el embarazo no posee un efecto protector sobre ellas [30,31].
Aproximadamente, entre el 10% y el 20% de las mujeres embarazadas sufren depresion [29,32-
34], presentando valores similares la prevalencia de los trastornos de ansiedad durante el

embarazo (=15%) [35-37].

En el caso de los psicofarmacos usados en el tratamiento de estas enfermedades
(antidepresivos y benzodiacepinas) se debe tener en cuenta tanto su uso bajo prescripcion
médica como sin ella, sobre todo para las benzodiacepinas. La proporciéon de mujeres a
tratamiento tiende a ser mayor para los tranquilizantes y sedantes que para otras sustancias [38];
de hecho, los hipnosedantes son la inica sustancia de abuso cuyo consumo es mayor en mujeres

que en hombres [21].

El consumo de farmacos antidepresivos en algiin momento del embarazo varia entre
el 2% y el 10% segln el pais en el que se haya realizado el estudio de prevalencia [31]. En
varios estudios realizados en Canada a finales de los afios 90 y principios de los afios 2000, se
observd que entre el 6,6% y el 7,8% de las mujeres tomaba farmacos antidepresivos antes de

quedarse embarazada, disminuyendo dicho porcentaje a lo largo del embarazo. Ademas,
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después del parto, la prevalencia volvia a valores previos al embarazo (7% - 7,9%) [39,40]. En
EEUU, en el mismo periodo de tiempo, la prevalencia del consumo de antidepresivos durante
todo el embarazo registré una mayor oscilacion, siendo del 2,8% - 8,1% [29,30,41-43]. En los
paises europeos, los consumos reportados son menores. Asi, en los Paises Bajos, a principios
de los afios 2000, antes del embarazo el 2,9% de las mujeres estaba a tratamiento con
antidepresivos, descendiendo al 1,8% al final del embarazo [44]. En Reino Unido, en el mismo

periodo de tiempo, la prevalencia en mujeres embarazadas fue del 3% [45].

Las cifras de prevalencia del consumo de las benzodiacepinas durante el embarazo son
muy variables, oscilando segtn un estudio realizado a principios de los afios 90, entre el 0,3%
y el 22,5%, dependiendo del pais [46]. En EEUU, a finales de los afos 90 y principios de los
afios 2000, entre el 1,3% y el 3,9% de las mujeres embarazadas consumid benzodiacepinas en
algiin momento del embarazo [30,41], mientras que en Noruega en el mismo periodo de tiempo,

dicha prevalencia fue del 1,5% [47].

Mientras que en Espafia no hay datos especificos en mujeres embarazadas, pero el
consumo entre la poblacién general es elevado. Asi, el 26,8% de las mujeres ha consumido
hipnosedantes alguna vez en su vida frente al 18.3% de los hombres. Ademas, entre el 6,5% y
el 13% de las mujeres en edad fértil han consumido hipnosedantes en el ultimo afio. No
obstante, cuando dicho consumo se realiza sin receta, la prevalencia disminuye al 1,2 - 1,6%,
pero va acompanado de otras sustancias de abuso en el 40,1% de los casos [21]. En Galicia,
siguiendo la tendencia de otros paises, tanto el consumo de antidepresivos como el de
benzodiacepinas disminuyen durante el embarazo. Segiin datos del 2016, en los 6 meses previos
al embarazo, el 3,4% y 3,6% de las mujeres declararon que tomaban dichos farmacos
(antidepresivos y benzodiacepinas, respectivamente), mientras que solo el 1,3% y el 1,8%,

respectivamente, lo declaré durante el embarazo [26].

1.1.3. Nuevas Sustancias Psicoactivas

La UNODC define las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS) como "sustancias de
abuso, ya sea en forma pura o en preparado, que no son controladas por la Convencién Unica
de 1961 sobre Estupefacientes ni por el Convenio sobre Sustancias Sicotrépicas de 1971, pero

que pueden suponer una amenaza para la salud publica" [48]. Se trata, en general, de sustancias
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con efectos similares a los de las drogas ilegales clasicas (cuyo uso esta regulado por dichos

tratados), y que han sido recientemente introducidas en el mercado de las sustancias recreativas.

Hay un nimero muy amplio de sustancias incluidas dentro del término NPS, que se
agrupan en funcién de sus efectos o del grupo farmacolédgico al que pertenecen. En los ultimos
afios destacan, por su consumo, los cannabinoides sintéticos, seguidos de las catinonas
sintéticas, las benzodiacepinas sintéticas y otros compuestos como los opioides (nuevos
opioides sintéticos y andlogos del fentanilo) [1,49]. Se trata, ademas, de un mercado en continua
expansion. Asi, en 2020, la European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
(EMCDDA) monitoriz6 820 NPS, de las que 53 se detectaron por primera vez en 2019 y 38 en
2020 [49].

En los ultimos afios se ha empezado a estudiar la prevalencia del consumo de NPS en
los paises de la Union Europea. Los datos mas recientes en adultos jovenes son del afio 2018:
en Polonia el 1,8% consumio NPS, en Finlandia el 0,2% consumi6 catinonas sintéticas, en Italia

el 0,6% consumi6 cannabinoides sintéticos y en Lituania ese porcentaje fue del 0,3% [2].

En Espafia, el 1% de la poblacion adulta consumié NPS en el afio 2017 [3] pero, segun
la encuesta EDADES del 2019/2020, un 81.1% de la poblacion nunca habia oido hablar de este
tipo de sustancias. Ademas, en el caso particular de las mujeres en edad fértil, entre el 0,8 y el
1% consumidé NPS en algiin momento de su vida, bajando esta prevalencia al 0,1% en el caso
especifico de la mefedrona. Ademas, entre los consumidores de NPS es muy comun el

policonsumo, ya que la gran mayoria (84,7%) declar6 haber consumido otras drogas [21].

1.2. TRANSFERENCIA DE SUSTANCIAS DE LA MADRE AL FETO A TRAVES DE LA PLACENTA

Los posibles efectos en el feto del uso de drogas y/o sustancias de abuso durante el
embarazo dependen de la capacidad de dichas sustancias para atravesar la barrera que separa al
feto de la madre, la placenta. La placenta (Figura 1) es un 6rgano que sirve de intermediario
entre la circulacion sanguinea materna y la fetal, es decir, en ella se produce el intercambio de
gases respiratorios, nutrientes y sustancias de deshecho. Ademds, es un o6rgano
metabolicamente activo que produce las hormonas necesarias para el mantenimiento del

embarazo e interviene en el metabolismo de algunas sustancias [50,51].
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La placenta humana es un 6rgano de origen materno-fetal y es de tipo hemocorial, es decir,
el tejido fetal esta en contacto directo con la sangre materna. En el lado materno, la placenta
esta recubierta por la placa decidual o decidua, mientras que la cara fetal esta recubierta por la
placa coridnica o corion, que a su vez esta cubierta por el amnios. Entre ambas placas se
encuentra el espacio intervelloso. La decidua forma tabiques hacia los espacios intervellosos
sin llegar a tocar el corion, es decir, fragmenta la placenta en unas vellosidades denominadas
cotiledones. Cada cotiledon contiene un arbol de vellosidades donde se ramifican las arterias
umbilicales procedentes del feto, mientras que los vasos sanguineos maternos atraviesan la
decidua y bafian el espacio intervelloso. Por tanto, la sangre materna y la fetal se encuentran
separadas Unicamente por el corion. Es en estas microvellosidades donde tiene lugar el

intercambio de sustancias entre la madre y el feto [52-56].

Vasos sanguineos
Membranas coripnicas Cotiledon Amnios Microvellosidades  Decidua maternos

Cuello uterino Espacio intervelloso WVasos sanguineos

| maternos |

Placenta

Figura 1. Barrera Placentaria. Licencia Creative Commons

(Modificado de https://denstoredanske.lex.dk/moderkage, bajo licencia “Etiqueta de Dominio Publico 1.0”)

La transferencia placentaria de las sustancias quimicas, incluidas las drogas y/o sustancias
de abuso, depende de distintos factores, y puede tener lugar mediante 4 mecanismos distintos

[57,58]:

— Difusion simple o pasiva: consiste en el paso de sustancias a través de la membrana

sin gasto de energia, y es el mecanismo empleado por la mayoria de los compuestos
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que atraviesan la placenta [50,57]. Segun la ley de Fick (Figura 2), la difusion simple
depende del gradiente de concentracion, la superficie de intercambio y el coeficiente
de difusion del compuesto en particular [17,50,58]. En el caso del gradiente de
concentracion, las sustancias pasan de la zona con mayor concentracion a la de menor
[59]. La superficie de intercambio depende de la extension y grosor de la placenta, que
varia a lo largo del embarazo [59]. En la ultima etapa del embarazo se reduce el grosor
de la placenta y aumenta su supetficie, pasando de un area de intercambio de unos 3 m?
a los 7 meses de embarazo a 12 m® en el final del embarazo [52]. Por lo tanto, en los
ultimos meses de embarazo aumenta el intercambio de sustancias entre la circulacion
sanguinea materna y la fetal [60]. También afecta al intercambio la distancia entre la
sangre fetal y la materna, es decir, el espesor de la placenta, y, a medida que la gestacion

avanza, ambas circulaciones se aproximan [53].

_, A
/=%

J: Ratio de difusion o flujo
D: Coeficiente de difusion
AC: Diferencia de concentraciones

4: Espesor de la membrana

Figura 2. Ley de Fick

Difusion facilitada: aunque este mecanismo tampoco gasta energia, requiere de la
presencia de un carrier o transportador. Este sistema se puede saturar a altas
concentraciones y alcanza muy rapidamente el equilibrio en ambos lados de la
membrana. Solo las drogas con una estructura similar a compuestos endégenos usan

este mecanismo [52].

Transporte activo: también requiere de la presencia de transportadores, pero en este
caso se produce un gasto de energia. El transporte puede tener lugar en contra del
gradiente de concentracion y, al igual que ocurre con la difusion facilitada, solo las
drogas con una estructura similar a compuestos endégenos atraviesan la placenta por

transporte activo [52,59,61].
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— Otros mecanismos: son mucho menos frecuentes y entre ellos destaca la pinocitosis, es

decir, la formacion de invaginaciones de la membrana placentaria en el lado materno

para la posterior liberacion de las sustancias en el lado fetal [59].

La Figura 3 ilustra los diferentes mecanismos de transferencia placentaria.

COMPARTIMENTO MATERNO

Difusion @

simple v

Difusion

@ facilitada

y

./_-\I‘P
\k_/' ADP o Pinocitosis
@
g
[ ]
COMPARTIMENTO FETAL

Transporte
activo

Figura 3. Mecanismos de transporte a través de la barrera placentaria

Ademas, aunque practicamente cualquier sustancia puede atravesar la placenta [59], esta

capacidad depende en gran medida de sus caracteristicas fisicoquimicas, entre las que se

incluyen:

— Peso molecular: a menor peso molecular, més facil serd la difusion a través de la

barrera placentaria [58]. Los compuestos con un peso molecular menor o igual a 600

Da atraviesan la barrera con facilidad, y la mayoria de drogas y fArmacos presentan un

peso molecular entre 250 y 400 Da [4].

— Liposolubilidad: la permeabilidad de la placenta es similar a la de otras membranas

lipidicas, de tal manera que las sustancias liposolubles atravesaran la placenta mas

facilmente que las hidrosolubles [59,60].

— Grado de ionizacion: esta caracteristica depende del pH de la sangre materna y la fetal

[59,58]. Las moléculas sin carga atraviesan la placenta sin dificultad, por lo que las
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bases y los acidos débiles (pKb > 8,5 y pKa < 4,3 respectivamente) atravesaran la
barrera placentaria facilmente [59]. Ademas, el pH de la sangre fetal es relativamente
acido en comparacion con el de la sangre materna; por ello, las drogas basicas tienden
a alcanzar mayores concentraciones en sangre fetal porque atraviesan la barrera
placentaria en su forma no ionizada y quedan “atrapadas” en la circulacion fetal al

ionizarse [52,62]

— Union a proteinas: el grado de union a las proteinas plasmaticas también afecta al paso
de sustancias a través de la placenta [52], ya que solo atraviesan la barrera placentaria
las moléculas libres [58]. Ademas, hay que tener en cuenta que a lo largo del embarazo
se pueden producir cambios que disminuyen la concentracion de proteinas plasmaticas
o que afectan a su capacidad de union [62], lo que provoca un incremento del paso de

las sustancias al feto.

Sin embargo, como la mayoria de las drogas o sustancias de abuso son moléculas pequefias
y liposolubles, el factor limitante en la velocidad de su transferencia placentaria es el flujo
sanguineo [60,63]. Ademas, la concentracion de estas sustancias en la sangre fetal también

dependera de la biotransformacion placentaria y la eliminacion fetal [61].

1.3. EFECTOS DEL USO DE DROGAS Y/O SUSTANCIAS DE ABUSO DURANTE EL EMBARAZO

Como se ha descrito previamente, la mayoria de las mujeres que consumen drogas y/o
sustancias de abuso se encuentran en edad fértil [64,65]. El abuso de sustancias durante el
embarazo estd asociado con una importante morbilidad materna y fetal, y puede conducir a
graves complicaciones obstétricas, en el desarrollo fetal e incluso durante la nifiez. Las mujeres
embarazadas que consumen drogas experimentan una gran variedad de problemas de salud,
algunos especificamente causados por el uso de drogas, pero muchos otros debido a sus
antecedentes sociales, que se ven exacerbados por dicho consumo [66]. Algunos de los efectos
adversos mas importantes que puede producir el consumo de drogas durante el embarazo son:
parto prematuro, desprendimiento de placenta, mala perfusiéon y mal funcionamiento de la
placenta (insuficiencia placentaria), muerte fetal, aborto espontaneo, sufrimiento fetal, mayor
riesgo de infecciones de transmision sexual (gonorrea, hepatitis, sifilis, VIH), mal estado

nutricional materno, etc [5,6,64,67-69].
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Analizando mas en profundidad los efectos sobre el feto, uno de los principales es la

teratogénesis, es decir, la alteracion morfologica o funcional del feto por la exposicion

intrattero a sustancias externas al organismo. Los factores que determinan la susceptibilidad

del feto para el desarrollo de efectos teratogénicos son [4]:

La naturaleza del agente teratogénico: existen compuestos con mayor potencial

teratogénico que otros.

El estadio de la gestacion: el momento del embarazo en el que se produce la exposicion

al agente teratogénico va a determinar cudl sera el efecto sufrido por el feto. Existen 3

periodos de susceptibilidad:

Periodo de “todo o nada”: comprende las dos primeras semanas postconcepcion.
La exposicion durante esta etapa puede dar lugar a dos posibles situaciones: o bien
se repara el dafio y el embridon sigue su desarrollo normal, o bien mueren
demasiadas células pluripotenciales y el embrion no sobrevive (aborto

espontaneo).

Organogénesis: abarca los dias 15 a 60 postconcepcion. Es el periodo de mayor
vulnerabilidad y en el que se producen las malformaciones mas severas. Cada
organo y sistema tiene su propio periodo critico, que coincide con el de mayor

diferenciacion de sus células.

Periodo fetal: del dia 60 postconcepcion al fin del embarazo. En esta etapa la
exposicion a teratégenos puede producir retardo en el crecimiento fetal,
disfuncién del Sistema Nervioso Central (SNC), alteraciones del comportamiento

o incluso la muerte del feto.

La dosis: la dosis teratdgena se encuentra entre la dosis umbral y la dosis letal. A medida

que aumenta la dosis, aumenta la frecuencia de los efectos adversos y, por lo tanto,

aumenta también su gravedad. Las exposiciones cronicas habitualmente tienen un

mayor potencial teratogeno que las exposiciones agudas a similares dosis.

La susceptibilidad de la madre y el feto: dependiendo de la capacidad de transporte

placentario, absorcion, metabolismo, distribucion y receptores para el agente

teratogénico de la madre y el feto, el efecto serd mayor o menor.
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Otro efecto importante del uso de sustancias durante el embarazo es el retraso del
crecimiento intrauterino (RCIU) o crecimiento intrauterino retardado (CIR), el cual conduce a
una disminucion de los pardmetros de crecimiento (menor peso al nacer y menor longitud y
perimetro craneal). Otros efectos también observados son la baja puntuacion en el test de Apgar
y la prematuridad. Ademas, se debe prestar especial atencion al posible desarrollo del sindrome
de abstinencia neonatal (SAN), que supone una situacion clinica complicada en el recién
nacido, y que cursa con sudoracion, hiperirritabilidad, hipertonia, nerviosismo, respuesta de
sobresalto exagerada, taquicardia, convulsiones, etc [5,64,67-69]. No obstante, el diagndstico
del SAN debe realizarse teniendo en cuenta que el uso de multiples drogas altera el patron de

abstinencia [70].

1.3.1 Efectos del tabaco

El tabaquismo durante el embarazo estd asociado con un mayor riesgo de
complicaciones obstétricas que, ademés, dependeran del trimestre de embarazo en el que tenga
lugar dicha exposicion. Asi, mientras que en el primer trimestre se incrementa el riesgo de

aborto espontaneo, en el segundo y tercero es mas probable que se produzca un RCIU [69].

La exposicion intrautero a la mayor parte de las drogas y/o sustancias de abuso solo
puede darse de forma directa por el consumo activo de la madre. Sin embargo, el tabaco es una
excepcion, ya que la madre puede ser fumadora pasiva, es decir, por exposicion al humo
ambiental de tabaco procedente de personas fumadoras cercanas a ella, como por ejemplo su
pareja. La prevalencia del consumo de tabaco en los padres es similar a la del resto de la
poblacion masculina y no se modifica en ninglin trimestre del embarazo de sus parejas [71, 72].
Dicho consumo de tabaco por parte del padre también puede ser perjudicial para el embarazo y

para el neonato [72-74].

Los efectos adversos del tabaquismo durante el embarazo pueden producirse sobre la
mujer embarazada (problemas obstétricos), sobre el neonato en el momento del nacimiento, e

incluso sobre el neonato en etapas posteriores de su vida (nifiez).
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1.3.1.1. Efectos obstétricos del tabaco

El consumo de tabaco durante el embarazo puede afectar tanto a la capacidad

reproductiva de una mujer (infertilidad) como a la capacidad de llevar el embarazo a término

sin sufrir complicaciones durante el proceso [75]. Las principales dificultades obstétricas que

surgen por fumar durante el embarazo son:

Placenta previa: ocurre cuando la placenta crece en la parte baja del utero, de tal
forma que obstruye total o parcialmente el cuello del utero. La hipoxemia
inducida por el monoéxido de carbono presente en el tabaco produce un
alargamiento y estrechamiento de la placenta, por lo que al ocupar esta una
superficie mayor se aumenta considerablemente el riesgo a sufrir placenta previa,

ya que es mas probable que invada el cuello del utero [75,76].

Desprendimiento de la placenta: es la separacion prematura de la placenta de
la pared uterina. En las mujeres embarazadas fumadoras se produce un descenso
en los niveles plasmaticos de acido ascorbico y cobre (importantes en la sintesis
y mantenimiento del colageno) que puede afectar a la elasticidad de las
membranas fetales y aumentar asi el riesgo de desprendimiento de placenta.
Ademés, el consumo de tabaco reduce la respuesta inmunitaria, aumentando el
riesgo a sufrir inflamaciones, y se pueden producir alteraciones degenerativas de
las membranas, que también aumentan el riesgo de desprendimiento. Si el
consumo de tabaco se abandona durante los primeros meses de embarazo, el
riesgo a sufrir desprendimiento de placenta es similar al de las mujeres

embarazadas no fumadoras [75,76].

Embarazo ectépico: embarazo en el que el 6vulo fecundado se implanta fuera
del utero, normalmente en las trompas de Falopio. El consumo de tabaco esta
relacionado con la Enfermedad Inflamatoria Pélvica (EIP), uno de los principales

factores de riesgo del embarazo ectopico [75].

Rotura Prematura de Membranas (RPM): consiste en la rotura de las
membranas y la consiguiente pérdida del liquido amnidtico antes del inicio del
parto. Si se produce antes de la semana 37 de gestacion se denomina “Rotura
Prematura de Membranas Pretérmino” (RPMP). El consumo de tabaco

durante el embarazo afecta a la RPM y RPMP del mismo modo que al
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desprendimiento de placenta (infecciones, alteraciones de las membranas y
reduccion del 4cido ascorbico y cobre en plasma), y el cese del consumo de

tabaco en los primeros meses de embarazo también es beneficioso [75,76].

— Parto prematuro: el tabaquismo durante el embarazo aumenta el riesgo de suftir
un parto prematuro (nacimiento 4 semanas antes de la fecha de parto estimada),
pero si dicho habito se abandona durante los primeros meses de embarazo el
riesgo es similar al de las mujeres embarazadas no fumadoras [76]. Fumar
aumenta el riesgo de sufrir parto prematuro al aumentar la produccién de
prostaglandinas en las membranas fetales [75]. Asimismo, el cadmio presente en
el humo del cigarrillo afecta a las respuestas del calcio y la oxitocina (implicados

en la fisiologia del parto), aumentando el riesgo de parto prematuro [73].

— Aborto espontaneo: se considera aborto espontaneo cuando el feto muere antes
de la semana 20 de embarazo. Los compuestos toxicos presentes en el tabaco,
como son la nicotina y el monéxido carbono, pueden aumentar el riesgo a sufrirlo

[75].

— Muerte perinatal: incluye las muertes que se producen desde la semana 28 de
embarazo hasta una semana después del parto. Esta relacionada con el bajo peso
al nacer, la placenta previa y el desprendimiento de placenta. Por tanto, un
aumento en el riesgo de sufrir dichas complicaciones conlleva un aumento del

riesgo de muerte perinatal [75,76].

— Sindrome de Muerte Subita Infantil (SMSI): es la muerte repentina de un nifio
menor de 1 afio, aunque normalmente ocurre a los 2-3 meses de vida. Es la causa
mas comun de muerte en infantes en paises desarrollados. Tanto fumar durante
el embarazo como después aumentan el riesgo. No obstante, es dificil diferenciar
el riesgo asociado al consumo de tabaco en cada momento, ya que es bastante
comun que las madres que han fumado durante el embarazo contintien haciéndolo

después del parto [75].

Curiosamente, el tabaco presenta un “efecto protector” en el caso de la
preeclampsia (hipertension arterial materna que aparece después de la vigésima semana de
embarazo), pudiendo llegar a descender un 30% el riesgo a sufrirlo en comparacion con las

mujeres no fumadoras [77]. No obstante, este “efecto protector” esta relacionado con la edad,
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produciéndose solo en menores de 30 afios [77]. Existen diversas teorias que explican dicho
efecto, como son que el volumen del plasma se expande menos en las mujeres embarazadas
fumadoras que en las no fumadoras, la presencia del tiocianato en el plasma (uno de los
compuestos quimicos presentes en el tabaco), que tiene propiedades hipotensoras, que la
nicotina inhibe la produccion fetal del tromboxano A2, que es un potente vasoconstrictor
involucrado en la preeclampsia [75,78], o que el monoxido de carbono previene la constriccion
vascular [77]. Ademas, fumar disminuye los niveles de tirosina quinasa-1, fundamental para la

patogénesis de la preeclampsia [77].

1.3.1.2. Efectos del tabaco sobre el neonato

El principal efecto de la exposicion intrattero al tabaco en el neonato es el bajo
peso al nacer junto a una reduccion de la longitud del neonato (en especial la longitud del

fémur) y de su perimetro craneal, todo ello consecuencia de un RCIU.

Se considera bajo peso al nacer cuando el neonato presenta un peso inferior a
2500 g. Los hijos de madres fumadoras tienen un mayor riesgo de sufrir bajo peso al nacer, y
pesan una media de 150 - 250 g menos que los de madres no fumadoras [74,76,79,80]. Ademas,
a mayor consumo de tabaco, menor serd el peso al nacer [79]. La reduccion del peso en los
nifios de madres fumadoras tiene lugar por diversos mecanismos en los que actian los

principales compuestos presentes en el tabaco:

— La nicotina causa vasoconstriccion uterina al inducir la liberacion de
catecolaminas en la madre, lo que reduce el flujo sanguineo a la placenta,
produciendo hipoxia fetal [20,71,75,81]. Ademas, inhibe los sistemas
colinérgicos placentarios, lo que reduce el transporte transplacentario de

aminoacidos, que a su vez afecta al crecimiento fetal [79,81].

— El mondxido de carbono desplaza al oxigeno en su union a la hemoglobina,
dando lugar a un aumento de los niveles de carboxihemoglobina en la circulacion
fetal y, por lo tanto, a una reduccion de la oxigenacion fetal. Todo ello produce
una hipoxia fetal que afecta al crecimiento [20,71,75,81]. Ademas, el monoxido

de carbono es un potente vasoconstrictor [73].
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Segun algunos autores, esta reduccion del tamafio fetal reflejada en un bajo peso
al nacer también puede deberse a un mecanismo de supervivencia, ya que el consumo de tabaco
durante el embarazo produce hipoxia fetal, y un menor tamano del feto reduce la demanda de

oxigeno [82].

El abandono del hébito tabaquico en los primeros meses del embarazo resulta
beneficioso para el crecimiento del feto, ya que se han encontrado valores de peso al nacer
similares entre los neonatos de madres no fumadoras y los neonatos de madres que dejaron de
fumar cuando se enteraron de que estaban embarazadas [75,80]. Ademads, se comprobo que el
momento en el que consumo de tabaco tiene mayor efecto perjudicial sobre el peso del recién

nacido es el tercer trimestre [20,80].

Finalmente, el consumo de tabaco durante el embarazo también puede producir
SAN, sobre todo en casos en los que la madre fumaba mas de 20 cigarrillos al dia durante el
embarazo. Los sintomas mdas frecuentes del SAN al tabaco son las alteraciones
neuroconductuales (temblores, reflejo de Moro aumentado, deterioro de la orientacion...),

gastrointestinales y visuales [83].

1.3.1.3.Efectos del tabaco en la nifiez

Ademas de los problemas obstétricos y en el neonato, el consumo de tabaco
durante el embarazo también puede producir efectos adversos en etapas posteriores de la vida
del recién nacido. El efecto adverso mas destacado del tabaquismo durante el embarazo es la
adiccion a la nicotina de la descendencia en la etapa adulta, es decir, los hijos de madres
fumadoras presentan un mayor riesgo de ser fumadores [81,84]. Existen varias explicaciones a
esta relacion; para empezar, las madres que fuman durante el embarazo es muy probable que lo
continuen haciendo después del parto, de tal manera que los nifios estaran expuestos al humo
del tabaco siendo fumadores pasivos, lo que facilitara que, llegada una edad, pasen a consumir
tabaco y desarrollar una adiccion a la nicotina. Pero esta relacion también estd afectada por
componentes genéticos y fisioldgicos, ya que la nicotina que llega al feto puede afectar

directamente a su desarrollo neuronal, principalmente a las vias de los neurotransmisores [84].

Otro de los efectos adversos que se puede producir en etapas posteriores de la vida
por la exposicion intrautero a tabaco es un aumento del riesgo a sufrir Trastorno por Déficit

de Atencion e Hiperactividad (TDAH) durante la nifiez [75,81,85]. Ademas, se ha observado
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que, al contrario que con el resto de efectos adversos del tabaquismo durante el embarazo sobre
el neonato, el abandono de este hdbito en los primeros meses de embarazo no elimina el riesgo.
Esto es debido a que en el primer trimestre se produce parte del desarrollo neuroldgico fetal,
por lo que tanto la exposicion al tabaquismo durante todo el embarazo como el cese en los

primeros meses presentan riesgo de producir TDAH infantil [85].

El tabaquismo en mujeres embarazadas también aumenta el riesgo de
hospitalizacion durante los primeros afnos de vida por infecciones en la vias respiratorias bajas

y a presentar mayor sintomatologia respiratoria durante la nifiez (sibilancias, asma...) [74,75].

Por ultimo, la asociacion entre el consumo de tabaco durante el embarazo y el
cancer infantil es més controvertida. En efecto, a pesar de que el tabaco posee productos
carcinogénicos que atraviesan la barrera placentaria (benceno y nitrosaminas), no se ha
encontrado una asociacion significativa en estudios epidemioldgicos realizados en humanos

[75].

1.3.2. Efectos de los psicofarmacos

Como se ha mencionado anteriormente, las mujeres embarazadas también presentan
riesgo de sufrir trastornos mentales como la depresion o la ansiedad. A la hora de tratar dichas
patologias en una embarazada se deben valorar minuciosamente la gravedad de la enfermedad

junto con los beneficios y riesgos de la medicacidon usada para su tratamiento [86-88].

Entre un 31% y 40% de las mujeres embarazadas que consumen benzodiacepinas
también estan a tratamiento con antidepresivos [88,89]. No obstante, como en el tratamiento de
estas patologias también se prescriben habitualmente otros farmacos (antiepilépticos,
antipsicoticos) [45,88,90], es complicado aislar el efecto de los antidepresivos y

benzodiacepinas sobre el feto del resto de cofactores [88,91].

1.3.2.1. Farmacos Antidepresivos

El suicidio es el principal riesgo de una depresion no tratada y es una de las
mayores causas de muerte en mujeres embarazadas [92]. Otros de los riesgos de una depresion

no tratada durante el embarazo son la mala nutricidn, el consumo de sustancias de abuso (como
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el tabaco o el alcohol) y la no asistencia a las citas con el ginecdlogo para el control del

embarazo [86,92].

El uso de farmacos antidepresivos para tratar la depresion durante el embarazo
es altamente recomendable, pero dicho consumo no esta exento de riesgos. Los antidepresivos
pueden atravesar la barrera placentaria y, de esta forma, llegar al feto y producirle dafios [88,92].
Algunos estudios sugieren que el uso de antidepresivos durante el embarazo aumenta el riesgo
de aborto espontaneo, parto prematuro y bajo peso al nacer [44,45,92-94]. Mientras que otros
estudios apuntan a que dichos efectos adversos estdn mas asociados con la enfermedad que con
los farmacos usados en su tratamiento [86,88,95] ya que, por ejemplo, en el caso del bajo peso
al nacer puede asociarse al consumo de antidepresivos, pero también a la depresion, que
provoca pérdida del apetito y una peor nutricion materna [94]. El efecto adverso que estd
claramente relacionado con el consumo de antidepresivos durante el embarazo, concretamente
con los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), es el “Sindrome
Serotoninérgico”. Esta afeccion se debe a un exceso de serotonina y suele producir dificultad

respiratoria, problemas gastrointestinales, cambios del tono muscular, hipotermia, etc [94,96].

Por todo ello, el uso de farmacos antidepresivos en mujeres embarazadas continua
siendo un tema controvertido, ya que no existen datos definitivos y concluyentes sobre su
seguridad. Ademas, la mayoria de ellos se encuentran en la categoria C de la Food and Drug
Administration (FDA) (existe evidencia de riesgo fetal en animales, pero no hay estudios en
humanos), aunque la paroxetina ha sido reclasificada a la categoria D (existe evidencia de riesgo
fetal en humanos, pero en algunos casos se permite su uso porque los beneficios superan los

riesgos) [97].

1.3.2.2. Benzodiacepinas

La ansiedad durante el embarazo tampoco esta exenta de riesgo para el normal
desarrollo del embarazo y del feto [98], ya que se relaciona con un mayor riesgo de parto
prematuro y/o complicado (prolongado, con necesidad de aparataje como el forceps...), bajo
peso al nacer y un menor perimetro craneal [99]. Por lo tanto, se recomienda el uso de

benzodiacepinas y/o tratamientos alternativos no farmacologicos para su control.

Las benzodiacepinas, al igual que los fArmacos antidepresivos, pueden cruzar la

barrera placentaria con facilidad [89,90,100], sobre todo en los Ultimos meses de embarazo
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[101], y afectar asi al normal desarrollo del feto. Algunos de los efectos adversos relacionados
con el uso de benzodiacepinas durante el embarazo son: aborto espontdneo, parto prematuro,
bajo peso al nacer y baja puntuacion en el test de Apgar [89,90,101]. Tradicionalmente, el uso
de benzodiacepinas durante el embarazo se ha relacionado con un mayor riesgo del neonato a
sufrir malformaciones congénitas como el paladar hendido, pero numerosos estudios a lo largo
de los afios han cuestionado dicho efecto adverso [102,103]. El consumo de benzodiacepinas
durante la ultima etapa del embarazo también se relaciona con el Sindrome Hipotonico del
Recién Nacido (SHRN), que se caracteriza por un estado de aletargamiento (baja puntuacion

en el test de Apgar), hipotonia muscular, dificultad respiratoria, hipotermia, etc [89,100,104].

Con el estudio de cada benzodiacepina por separado, en lugar de como grupo
farmacologico, se ha podido observar que algunas son mas seguras que otras en su uso en
mujeres embarazadas. Mientras que el alprazolam es recomendable evitarlo tanto durante el
embarazo como en la lactancia, el uso de diazepam durante el embarazo parece ser seguro (no
asi durante la lactancia) [100]. Al igual que ocurria con los fArmacos antidepresivos, la mayoria

de las benzodiacepinas se encuentran en las categorias C y D de la FDA [101].

1.3.2.3.Sindrome de Abstinencia Neonatal

El SAN es un trastorno complejo resultado de la interrupcidon brusca de la
exposicion del neonato a sustancias a las que desarrollé dependencia mientras estuvo expuesto
durante el embarazo por consumo materno [105,106]. Se caracteriza por numerosos sintomas,
siendo los mas habituales: convulsiones, irritabilidad, lloro excesivo, mala nutricion debida a
una dificultad para alimentarse, problemas gastrointestinales, fiebre, etc [96,104,105,107].
Dependiendo de la sustancia a la que el neonato haya estado expuesto estos sintomas empezaran
entre las 12 horas y los 3 dias de vida, y se expresaran con mayor o menor intensidad. Esta
variabilidad supone un reto para los clinicos a la hora de diagnosticar el SAN. Ademas, el
frecuente policonsumo en las madres usuarias de sustancias de abuso durante el embarazo

complica aun mas dicho diagnostico [107].

Inicialmente, el SAN solo se relacionaba con el consumo de opioides durante el
embarazo, pero en los ultimos afios se ha comprobado que la exposicion intraitero a otras
drogas y/o sustancias de abuso también puede causarlo [107]. Asi, tanto el uso de farmacos

antidepresivos [45,88,105] como el de benzodiacepinas [99,100,104,105] durante el embarazo
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estan relacionados con el SAN, sobre todo si dicho consumo tuvo lugar en el tercer trimestre
y/o cerca del momento del parto [99,101]. En los farmacos antidepresivos se debe a un exceso
de serotonina y noradrenalina (relacionado con los ISRS) y con los inhibidores selectivos de la
recaptacion de noradrenalina (IRSN) o a un fenémeno de rebote colinérgico (antidepresivos
triciclicos, ATC). En el caso de las benzodiacepinas se produce por una mayor liberacién de

acido y-aminobutirico [105].

Para evitar el SAN, el uso de medicamentos antidepresivos y benzodiacepinas
debe suspenderse gradualmente [97,99], pero teniendo en cuenta que su suspension durante el
ultimo mes del embarazo, ademés de reducir la apariciéon de sintomas en el recién nacido,

también puede aumentar el riesgo de depresion posparto y/o ansiedad en la madre [86].

1.3.3. Efectos de las Nuevas Sustancias Psicoactivas

El consumo de NPS en la poblacion es relativamente reciente, por lo que alin no se
conocen en profundidad sus potenciales efectos adversos, y mucho menos en sectores
especificos de la poblacion como las mujeres embarazadas. Debido a que son drogas
sintetizadas para mimetizar los efectos de las drogas clasicas (cocaina, anfetaminas, opioides y
cannabis), sus efectos adversos también son similares a los de dichas sustancias de abuso.

Estudiando en profundidad cada grupo de NPS, sus principales efectos adversos son:

— Cannabinoides sintéticos: en la poblacion general su consumo produce afectacion
cardiaca, gastrointestinal, neuropsiquidtrica y renal. Los sintomas que aparecen con
mayor frecuencia son taquicardias, hipertension, ndauseas, vomitos, temblores,
irritabilidad, nerviosismo, ansiedad y dafio renal agudo [108]. Especificamente en las
mujeres embarazadas su consumo también puede aumentar el riesgo a sufrir eclampsia
(convulsiones en la mujer embarazada que aparecen después de la vigésima semana de

gestacion) [109].

— Catinonas sintéticas: el consumo de estas drogas se asocia con numerosas
complicaciones médicas y psiquidtricas entre las que se encuentran: taquicardias,
hipertension, problemas gastrointestinales, Sindrome Serotoninérgico, alucinaciones,
agresividad, etc [108]. En los recién nacidos expuestos a estas sustancias se ha

observado RCIU y SAN [64,109]. Ademas, se ha comprobado que el consumo de khat
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(planta de la cual se extrae la catinona) durante el embarazo esta relacionado con un
menor peso del recién nacido debido a que reduce el flujo sanguineo utero-placentario

y tiene efectos anorexigenos [110-112].

— Derivados del fentanilo y otros opioides sintéticos: su uso se relaciona con una
disminucién del nivel de consciencia y depresion respiratoria, y también con otros
efectos adversos como nauseas y desorientacion [113]. El consumo de opioides en
mujeres embarazadas aumenta el riesgo de sufrir aborto espontaneo, preeclampsia,
RPM vy desprendimiento de la placenta [114]. Ademas se relaciona la exposicion
intratero a estas sustancias de abuso con el RCIU y con el desarrollo del SAN

[64,109,115].

Debido a que los efectos adversos del consumo de NPS durante el embarazo son tan
variados como las drogas que forman parte de este grupo de sustancias de abuso, su deteccion
es complicada. No obstante, la presencia en el neonato de sindromes como el serotoninérgico o
de abstinencia pueden ayudar a los clinicos a detectar el consumo de estas drogas durante el

embarazo [109].

1.4. METODOLOGIA USADA PARA LA DETECCION DE LA EXPOSICION PRENATAL A

SUSTANCIAS DE ABUSO

Las dos principales metodologias para la deteccion del consumo de sustancias durante el
embarazo son la entrevista materna y el analisis de muestras biolégicas procedentes de la

madre y/o el feto. A continuacion, se profundizard un poco mas en cada una de ellas.

1.4.2. Entrevista materna

La entrevista materna es el método mas frecuentemente utilizado para la deteccion
del consumo de sustancias durante el embarazo, ya que es un método facil de implementar,
barato y con resultados inmediatos [116]. Sin embargo, se trata de un método de deteccion
subjetivo y el nimero de casos reportados suele estar muy por debajo de la prevalencia real.
Ademas, la validez de estas entrevistas es compleja, ya que depende de diversos factores como

son:
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Percepcion social del consumo de dichas sustancias durante el embarazo: se tiende a
ocultar el consumo de sustancias de las que su potencial efecto negativo sobre la salud
es conocido por la poblacion general. En el caso de las drogas ilegales la admision de
su consumo suele ser bastante inferior a lo esperado [12,13]. Para las drogas legales,
como el tabaco o el alcohol, depende mas de como se percibe su consumo en el pais en
el que se realiza el estudio. Por ejemplo, en ambientes antitabaco o en los que el
consumo de alcohol en las mujeres estd estigmatizado, las madres tienden a ocultar mas

su consumo que cuando esta socialmente aceptado [117,118].

Miedo a posibles repercusiones legales al admitir el consumo de ciertas sustancias,
como pueden ser la retirada de la custodia de los hijos o incluso penas de carcel. Este
factor es variable en funcidn del pais en el que se realice el estudio, ya que dependera

de si existen leyes que penalicen suuso ono [118,119].

Método utilizado en la entrevista: la forma, el lugar o la persona que realizan la
entrevista influyen también en el resultado. Todos los métodos para realizar la
entrevista materna sobre el consumo de sustancias tienen sus ventajas e inconvenientes.

Algunos ejemplos son:

=  “Bogus pipeline”: consiste en realizar la entrevista con un poligrafo falso con la

intencion de que las entrevistadas respondan sinceramente a las preguntas [120].

* Entrevistas periddicas y siempre con el mismo personal sanitario: se intenta
mejorar la fiabilidad de la entrevista al crear un ambiente de confianza y cierta

privacidad entre el clinico y la madre. [120,121].

= Cuestionario sobre los datos demograficos y los hdbitos de consumo durante el

embarazo realizado en el hospital (antes o después del parto) [12,13,122].

= Cuestionarios anonimos enviados a los domicilios de las embarazadas

participantes en el estudio [117].

Sesgos en la memoria de la entrevistada: es complicado recordar todo lo consumido
durante meses y, sobre todo, datos mas especificos como la frecuencia o dosis de dicho

consumo [119,123].

Frecuencia de consumo: las consumidoras habituales tienden a informar en menor

medida de su consumo en comparacion con las ocasionales [116]. Esto sucede, por
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ejemplo, en el caso del tabaco, en el que las fumadoras severas admitieron el consumo
de tabaco durante el embarazo, pero con una frecuencia de consumo por debajo de la

detectada con otros métodos como el analisis de muestras bioldgicas [117].

Se han realizado numerosos estudios sobre el consumo de drogas y/o sustancias de
abuso durante el embarazo en los que se han comparado las respuestas a las entrevistas maternas
con el andlisis de muestras bioldgicas procedentes de la madre y/o el feto. Al comparar el
resultado de la entrevista materna con el analisis de muestras bioldgicas como el pelo materno
o el meconio para la deteccion de drogas ilegales se encontrd que la entrevista es el método
menos sensible [120]. Especificamente, en el estudio de Lendoiro et al. [13] la entrevista
materna infraestimaba el consumo de sustancias durante el embarazo, ya que solo en torno a un
20% de los casos positivos en pelo materno habian admitido el consumo de sustancias en la
entrevista. Friguls et al. [12] detectaron 10 veces mas casos positivos mediante el analisis de
pelo que mediante la entrevista materna (16% vs. 1,9%). Como se menciond anteriormente,
esta infraestimacion de la entrevista materna también se produce con las drogas legales como
son el tabaco y el alcohol. Asi, en un estudio sobre el consumo de tabaco en el embarazo se
comprobd que, mientras que aproximadamente un 30% de las muestras de orina maternas
fueron positivas a cotinina (metabolito de la nicotina utilizado como biomarcador para la
determinacion del consumo de tabaco), solo un 15% de las embarazadas admitidé su consumo
[117]. De modo similar, al comparar la prevalencia de la exposicion prenatal al alcohol
detectada mediante el analisis de meconio y mediante la entrevista materna, Lange et al. [118]
detectaron 4 veces mas positivos en la matriz biolégica. Finalmente, Manich et al. [124]

detectaron el triple de casos positivos con el andlisis del meconio que con la entrevista.

Por todo ello se puede concluir que el analisis de muestras bioldgicas es un método
mas objetivo que la entrevista materna para la deteccion del consumo de sustancias durante el

embarazo.

1.4.2. Analisis de muestras biologicas

Las muestras biologicas a analizar para detectar la exposicion prenatal a drogas y /o
sustancias de abuso pueden ser de origen materno y/o fetal (Figura 4). Dentro de las muestras
de origen materno se encuentran la sangre o plasma, el fluido oral, la orina, el sudor y el pelo;

mientras que las principales muestras de origen fetal son la orina, el pelo neonatal y el meconio.
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También se pueden analizar muestras de origen materno-fetal como son el liquido amnidtico,
la placenta y el cordon umbilical. Las muestras de origen materno no son un indicador directo
de la exposicion fetal a drogas o sustancias de abuso, pero sirven de guia al clinico para conocer
a qué sustancias pudo haber estado expuesto el feto, para asi poder ser consciente del problema
y tomar decisiones en cuanto al tratamiento lo antes posible. Cada una de estas muestras
presenta distintas ventajas e inconvenientes referentes a su sensibilidad, facilidad de recoleccion

y/o ventanas de deteccion (Figura 5) que se abordaran a continuacion [125-129]:

L Fluido Oral

—

Pelo materno

Sudor ———
Pelo neonatal

Placenta
Cordén Umbilical

Sangre/Plasma

_ Meconio

Orina neonatal

Liquido Amnidtico

A Orina materna

Figura 4. Muestras biolégicas analizadas en la exposicidon prenatal a sustancias. Licencia Creative Commons

(Modificado de https://search.creativecommons.org/photos/a4e39bb2-5b72-4a39-a4d4-7b8650fe90df, bajo licencia CCO 1.0)

— La sangre y/o el plasma son muestras bioldgicas con una ventana de deteccion de
horas, por lo que habria que recogerlas en repetidas ocasiones a lo largo del embarazo
y, por ello, su andlisis no tiene mucha utilidad a la hora de detectar la exposicion
intrattero a drogas de abuso. Ademas, su recoleccion es invasiva, requiere personal
sanitario y presenta riesgo de infeccion. De igual manera, la ventana de deteccion del

fluido oral es corta, aunque su recoleccion es facil y no invasiva.

36


https://search.creativecommons.org/photos/a4e39bb2-5b72-4a39-a4d4-7b8650fe90df

1. Introduccion

La orina materna es la muestra bioldgica mas comunmente utilizada para monitorizar
el consumo de drogas en la poblacion general, ya que su recogida es facil y no invasiva,
y su ventana de deteccion es de varios dias. En el caso de las mujeres embarazadas se
puede realizar la toma de muestra en cada cita médica para realizar un seguimiento del
consumo de sustancias durante el embarazo. Pero, como todas las muestras de origen
materno, da informacién indirecta sobre la exposicion del neonato. Por otro lado, la
orina neonatal era la muestra que se usaba tradicionalmente para la deteccion de la
exposicion intratitero a drogas. Esta muestra, al igual que la orina materna, presenta
una ventana de deteccion de solo unos dias antes del parto, ya que, aunque la orina
empieza a formarse en la 8 semana de embarazo, se elimina continuamente en el
liquido amniotico. Por tanto, sera este ultimo el que acumule las sustancias a las que
estuvo expuesto el feto durante todo el embarazo. Ademas, la recoleccion de la orina
neonatal es mas complicada que la de la orina materna, ya que consiste en adherir una
bolsa colectora, que con frecuencia no se adhiere y se pierde la muestra, y ademas puede

irritar la piel del neonato.

El sudor tiene una ventana de deteccion que puede llegar a la semana, ya que su método
de recoleccion consiste en parches no invasivos aplicados en la piel durante varios dias,
de tal forma que acumularan todas las drogas excretadas en el sudor en ese periodo. No
obstante, como es dificil cuantificar la cantidad de sudor excretado, su analisis solo

puede ser cualitativo.

El pelo materno presenta la ventana de deteccion mas amplia, ya que puede ser de
meses o incluso anos. Esto es debido a que el cabello crece a razon de 1 cm al mes. Por
tanto, si es suficientemente largo, puede dar informacion del consumo durante todo el
embarazo. Ademads, su recoleccion es facil y no invasiva, y se puede almacenar a
temperatura ambiente. Por todo esto, el pelo materno podria considerarse el “gold
standard” en la exposicidn intrautero a sustancias de abuso si no fuese por su principal
desventaja, y es que su andlisis no ofrece informacién directa sobre la exposicion fetal.
Por otro lado, el pelo neonatal presenta una ventana de deteccion que abarca el Gltimo
trimestre de embarazo, ya que empieza a formarse en el 6° mes de embarazo, y se puede
recoger hasta los 3 meses de vida, momento en el que es remplazado por el pelo

definitivo. Es facil de recoger y se almacena a temperatura ambiente, pero no siempre
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estd presente en suficiente cantidad y los padres pueden negarse a su recogida por

motivos religiosos y/o estéticos.

El liquido amniético es el liquido protector que rodea al feto y actiia como depdsito
de la excrecion fetal, por lo que en ¢l se acumulan las sustancias (farmacos y/o drogas)
a las que esta expuesto el feto durante el embarazo. Aunque es una muestra bioldgica
interesante en el estudio de la exposicion intrautero a sustancias de abuso su recoleccion

es demasiado invasiva y peligrosa (amniocentesis).

Tanto la placenta como el cordon umbilical son muestras biologicas procedentes de
la unidad materno-fetal. La placenta se forma completamente a las 4 semanas de
embarazo y es la interfaz en la que tiene lugar el intercambio de nutrientes y sustancias
de deshecho entre la sangre materna y la fetal, mientras que el cordon umbilical conecta
el feto con la placenta para que tenga lugar dicho intercambio. Son muestras que
siempre estan disponibles, y su recoleccion es facil y no invasiva. Se cree que el cordon
umbilical podria presentar una ventana de deteccion similar a la del meconio, pero no
se puede afirmar con toda seguridad, ya que no existen suficientes estudios al respeto.
La placenta se sabe que acttia como deposito para las drogas y su analisis podria ser
util para la deteccion de la exposicion intrattero a drogas, pero no se conoce su ventana
de deteccion. Por todo ello, ambas muestras se consideran interesantes alternativas,

pero sin suficiente informacion que certifique su utilidad.

El meconio, la primera deposicion del recién nacido, y matriz objeto de esta Tesis

Doctoral, sera analizado en mas profundidad.

Ventanas de deteccion de las matrices biologicas

Plasma/Sangre
Fluido Oral
Orina

Sudor
Meconio

Pelo

Horas Dias Semanas Meses Afios
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1. Introduccion

1.4.2.1 El meconio como “gold standard” en la deteccién de la exposicion

intratitero a drogas y/o sustancias de abuso

El meconio es la primera deposicion del recién nacido y se diferencia de las heces
normales por su apariencia (textura viscosa y de color negro/verde) y su falta de olor. Es una
matriz de composicion muy compleja, ya que estd formada por: agua, lipidos, azucares,
secreciones pancredticas e intestinales, sales biliares, células epiteliales, proteinas y residuos
del liquido amniotico ingerido, entre otras muchas sustancias [130,131]. Comienza a formarse
en la semana 12 de embarazo, pero su produccion se incrementa a medida que el feto crece y
madura, llegando a formarse el 75% del meconio en la tltima etapa del embarazo. Por tanto,
aunque comienza a formarse en el segundo trimestre del embarazo, su andlisis proporciona

informacion, sobre todo, del tercer trimestre [128,131,132].

En la actualidad, el analisis de meconio es considerado el método mas preciso
para la deteccion de la exposicion intrautero a sustancias, ya que proporciona informacion
directa sobre la exposicion prenatal a drogas y presenta una amplia ventana de deteccion. Tanto
las sustancias originales como sus metabolitos pueden estar presentes en el meconio y en
concentraciones que van de los nanogramos a los microgramos por gramo (ng/g a ug/g) [126].
Ademas, presenta una ventana de recoleccion amplia, entre 12 y 72 horas después del parto,
pudiendo llegar incluso a los 5 dias (en prematuros su expulsioén se puede retrasar). Siempre y
cuando no se pierda (por ser expulsado en el utero), su recoleccion es facil y no invasiva
[128,130]. Ademas, se puede recoger una importante cantidad de muestra (pudiendo llegar a
ser de varios gramos) [126], aunque en ocasiones la cantidad disponible es muy escasa y hay

que seleccionar los analisis a realizar.

Como ya se vio anteriormente, los metabolitos de los farmacos y/o drogas llegan
a la circulacion fetal mediante transferencia placentaria. Una vez atravesada la placenta, dichas
sustancias se van acumulando en el meconio por depdsito directo de la bilis y por la ingestion
de los metabolitos presentes en el liquido amniotico. En efecto, a medida que el feto va
excretando los metabolitos a través de la orina al liquido amniotico, los vuelve a ingerir por el

proceso conocido como deglucion fetal [70,123,130].

El meconio también tiene inconvenientes, sobre todo, desde el punto de vista de

la metodologia analitica. Se trata de una muestra bioldgica muy sucia y de composicion muy
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compleja, por lo que antes de su analisis debe pasar por varios procesos de homogeneizacion y

extraccion de los que dependerd la recuperacion de los metabolitos presentes en ¢l [126,131].

Para homogeneizar el meconio se puede mezclar con solventes acuosos, solventes
organicos (como el metanol o el acetonitrilo) o con tampones; después se sonica y/o centrifuga.
Ademas de la homogeneizacion, en funcion de la sustancia a identificar, puede ser necesario

realizar un proceso de hidrolisis, que puede ser 4cida, basica o enzimatica [129].

Después de la homogeneizacion e hidrélisis (si es necesaria) se llevara a cabo la
extraccion, cuyo proposito es el de eliminar sustancias enddgenas que interfieren en el analisis
de la matriz bioldgica y, a su vez, concentrar los analitos de interés. La extraccion puede ser
Liquido-Liquido (LLE, por sus siglas en inglés) o en Fase Solida (SPE, por sus siglas en inglés).
En la LLE se mezcla un solvente organico y uno acuoso inmiscibles, de tal manera que los
metabolitos se distribuirdn en uno u otro dependiendo de su polaridad. Asi, usando la
combinacion correcta de solventes se puede aumentar la recuperacion de los compuestos
presentes en la muestra bioldgica y disminuir la presencia de interferentes. La SPE es un
proceso mediante el cual una fase liquida (muestra) se hace pasar por una fase soélida
(adsorbente), en la que los analitos quedaran retenidos en funcion de su afinidad por la misma,
produciéndose asi su separacion de los componentes propios de la muestra. Después de lavar el
relleno de la fase s6lida con distintos disolventes, se hara pasar el solvente de elucion apropiado
para liberar los analitos. Para la SPE se pueden usar cartuchos o columnas de extraccion con
distintos tipos de adsorbentes segun las caracteristicas quimicas de los analitos de interés. Existe

una amplia variedad de adsorbentes, si bien los mas comtinmente utilizados son [131,133]:

— Adsorbentes de fase reversa: son apolares y retienen las moléculas cuando se

encuentran en su forma no ionizada.

— Adsorbentes de intercambio idnico: pueden ser de intercambio anidnico o
catidnico. Son mas selectivos que los de fase reversa, ya que solo retienen aniones

o cationes, respectivamente.

— Adsorbentes de modo mixto: Son los mas selectivos, ya que combinan las
propiedades de los anteriores. Pueden ser de fase reversa/intercambio anioénico o

de fase reversa/intercambio catidonico.
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Una vez preparada la muestra bioldgica, el procedimiento a seguir para su analisis

cuando no se tienen datos concretos de las sustancias consumidas es [131]:

— En primer lugar, suele realizarse un screening, generalmente mediante técnicas
de inmunoensayo como: el enzimoinmunoanalisis (EIA), la técnica de ensayo
inmunolégico por multiplicacion enzimdatica (EMIT), el inmunoensayo de
polarizacion fluorescente (FPIA), el radioinmunoensayo (RIA) y el ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

— Si el screening da positivo se realizard un analisis de confirmacion. Para ello se
utilizan métodos maés especificos como son los andlisis cromatograficos
acoplados a espectrometria de masas, ya sean de liquidos (LC-MS/MS) o de gases

(GC-MS).

En cuanto a los compuestos de interés de esta Tesis Doctoral, existen diversos
métodos para su deteccion. Cada método presenta sus propios procesos para el tratamiento y
andlisis de la muestra. En el capitulo referente a la Discusion de esta Tesis Doctoral se
analizaran las principales caracteristicas de los métodos publicados hasta la fecha para la
deteccion del consumo de tabaco [134-146], farmacos antidepresivos y benzodiacepinas [147-

1517 y NPS [152,153] en meconio.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

El consumo de drogas y/o sustancias de abuso es una practica comun en nuestra sociedad,
que afecta a hombres y mujeres. Este consumo puede tener lugar en cualquier etapa de la vida,
pero las estadisticas indican que es en el periodo que coincide con la edad fértil del individuo
donde se produce el mayor consumo. En el caso de las mujeres el mayor consumo se produce
entre los 15 y los 44 afos, y si dicho consumo se produce durante el embarazo puede originar
graves complicaciones, tanto para el desarrollo del propio embarazo (complicaciones
obstétricas) como para el desarrollo fetal, neonatal e, incluso, en las etapas posteriores de la
vida. Por ello es necesario disponer de métodos adecuados para la deteccion de la exposicion
intrautero a sustancias de abuso. Por una parte, la deteccion precoz en las primeras etapas de
embarazo permitiria establecer medidas de prevencion de la exposicion; por otra, la deteccion
precoz postparto de los neonatos expuestos permitiria instaurar con la mayor brevedad posible
el tratamiento mas adecuado, lo que contribuiria en gran medida a disminuir las posibles

secuelas en estos pacientes.

La deteccion del consumo de sustancias durante el embarazo se puede realizar con métodos
subjetivos (entrevista materna) o con métodos objetivos (deteccion de biomarcadores de
consumo en muestras bioldgicas). El método més frecuentemente empleado para documentar
el consumo de drogas y/o sustancias de abuso durante el embarazo es la entrevista materna, ya
que es el mas facilmente accesible en el &mbito sanitario. Este método presenta como principal
desventaja su baja fiabilidad debido, principalmente, al temor de las madres a repercusiones
judiciales y sociales si confiesan sus problemas de adiccion, sobre todo cuando se trata de
drogas ilegales. Los métodos objetivos para detectar el consumo de drogas durante el embarazo
son mas fiables y se basan en la aplicacion de métodos analiticos de elevada sensibilidad a

diferentes biomarcadores presentes en muestras bioldgicas de la madre y/o del neonato.
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Las principales matrices que se emplean en la identificacion de la exposicion intrautero a
drogas son la orina y el pelo (tanto maternos como neonatales), el meconio, la placenta y el
cordon umbilical. Cada matriz tiene ventajas e inconvenientes, dependiendo de la facilidad de
obtencion de la muestra, las diferentes ventanas de deteccion, y la sensibilidad y especificidad
de la misma. En la actualidad el meconio es considerado la matriz de referencia en la
identificacion del consumo de drogas durante el embarazo. Su analisis permite la deteccion de
la exposicion fetal directa a las drogas consumidas en el segundo y, mas probablemente, en el
tercer trimestre de embarazo, y su uso en el analisis toxicoldgico esta practicamente

estandarizado.

Esta Tesis Doctoral profundizara en el estudio de la utilidad del meconio como matriz
biologica para la deteccion de la exposicion intrattero a tabaco, psicofarmacos (antidepresivos
y benzodiacepinas) y Nuevas Sustancias de Psicoactivas (NPS). A pesar de que ya se publicaron
numerosas metodologias para la deteccion de las principales drogas de abuso en esta matriz,
esta Tesis aporta aspectos novedosos, en dos direcciones: relacionados con la metodologia
desarrollada (en lo referente a los psicofarmacos y a las NPS, las metodologias en meconio son
muy escasas) o con la casuistica real aportada (para el tabaco, aunque ya hay bastante
metodologia publicada, este seria el primer estudio con un nimero tan elevado de muestras

reales).
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2. Hipotesis y Objetivos

2.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

2.2.1. Objetivo General

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral es el de evaluar la utilidad del analisis del

meconio como muestra biologica de referencia para la identificacion de la exposicion prenatal

a drogas y/o sustancias de abuso. Asimismo, se valorara su utilidad en el estudio de los posibles

efectos que producen sobre el neonato el consumo durante el embarazo de las sustancias

analizadas.

2.2.2. Objetivos Especificos

a.

Desarrollar y validar una nueva metodologia analitica, sensible y especifica,
basada en técnicas LC-MS/MS, para el andlisis de las sustancias objeto de esta
Tesis en meconio: Nicotina y sus principales metabolitos (cotinina vy
hidroxicotinina), los principales farmacos antidepresivos y benzodiacepinas
comercializados en nuestro pais y algunas de las NPS més consumidas en nuestro

pais, concretamente las catinonas sintéticas.

Estudiar la utilidad clinica de dichas metodologias, comprobando su capacidad
para detectar las sustancias objeto de estudio en muestras reales de meconio
procedentes de embarazadas potencialmente expuestas a drogas y farmacos de

abuso durante el embarazo.

Comparar los resultados obtenidos en el analisis de meconio con los observados
en los indicadores mas comunmente usados para detectar la exposicion intrattero

a sustancias: las entrevistas maternas y en el analisis de pelo materno.

Evaluar la correlacion entre los resultados en meconio y la posible afectacion de
los principales parametros antropométricos (longitud, peso, perimetro craneal) y

de la puntuacion en el test de Apgar del neonato.
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Doctoral:
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Estos objetivos se han abordado en las cuatro publicaciones que constituyen esta Tesis

“Lopez-Raburial A, Lendoiro E, Gonzalez-Colmenero E, Concheiro-Guisan A,
Concheiro-Guisan M, Pernas-Silva P, Macias-Cortitia M, Lopez-Rivadulla M,
Cruz A, de-Castro-Rios A. Assessment of Tobacco Exposure During Pregnancy by
Meconium Analysis and Maternal Interview. J Anal Toxicol. 2020;44 (8):797-
802”. Objetivos a, b, c y d.

“Lopez-Raburial A, Lendoiro E, Concheiro M, Lopez-Rivadulla M, Cruz A, de-
Castro-Rios A. LC-MS-MS Method for the Determination of Antidepressants and
Benzodiazepines in Meconium. J Anal Toxicol. 2020,;44 (6):580-588.”. Objetivos
ayb.

“Lopez-Raburial A, Lendoiro E, Concheiro-Guisian M, Gonzalez-Colmenero E,
Peiias-Silva P, Concheiro-Guisan A, Macias-Cortifia M, Lopez-Rivadulla M, de-
Castro-Rios A, Cruz A. Meconium and maternal hair analysis vs. medical records
to monitor antidepressants and benzodiazepines exposure during pregnancy.

Forensic Toxicol. 2021”. Objetivos b, c y d.

“Lopez-Rabuiial A, Lendoiro E, Concheiro M, Lopez-Rivadulla M, Cruz A, de-
Castro-Rios A. A LC-MS/MS method for the determination of common synthetic

cathinones in meconium. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci.

2019;1124:349-355". Objetivo a.



3. HERRAMIENTAS METODOLOGICAS EMPLEADAS

Esta Tesis doctoral se centra en el estudio del meconio como matriz biologica para la

deteccion de la exposicion prenatal a los siguientes psicofarmacos y sustancias de abuso:

— Los principales farmacos antidepresivos y benzodiacepinas comercializados en
nuestro pais, especificamente:
= 15 antidepresivos 'y sus metabolitos (amitriptilina, clomipramina,
norclomipramina, citalopram, desmetilcitalopram, imipramina, desipramina,
fluoxetina, norfluoxetina, nortriptilina, paroxetina, sertralina, norsertralina,
venlafaxina y desmetilvenlafaxina).
= 14 benzodiacepinas y sus metabolitos (alprazolam, alfa-OH-alprazolam,
bromazepam, clonazepam, diazepam, nordiazepam, flunitrazepam, 7-
aminoflunitrazepam, lorazepam, lormetazepam, midazolam, oxazepam vy
triazolam) y zolpidem.
— Tabaco, especificamente uno de sus principales componentes, la nicotina, y sus
metabolitos (cotinina y trans-3’-hidroxicotinina).
— Las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS), concretamente las catinonas sintéticas
(metilona, mefedrona, mecedrona, 3,4-metilendioxipirovalerona (MDPV), 4-

fluorometanfetamina y 4-fluorometcatinona).

En este apartado se resumen los principales materiales y herramientas metodologicas
empleadas en la misma, y en el capitulo referente a cada uno de los Trabajos Publicados se

describirdn mas en detalle los métodos analiticos utilizados en cada uno de ellos.
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3.1. MATERIALES
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Material de laboratorio: se han empleado los reactivos, disolventes y demaés
equipamiento de laboratorio propio de un laboratorio de Toxicologia Analitica actual.
Alguna de la instrumentacion usada en el tratamiento de las muestras bioldgicas fue:

= Balanza analitica digital LE244S (Sartorius AG, Goettingen, Alemania).

= Baifio de ultrasonidos F721032 (Fungilab, Sant Feliu de Llobregat, Espafia).

= (Centrifuga 5804R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

= (Cartuchos de extraccion en fase solida Oasis MCX 3 cc 60 mg (Waters Corp.,
Mildford, MA, USA).

» Evaporador TurboVap® Zymark (Biotage AB, Suecia).

= (Centrifuga Minispin (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

Muestras bioldgicas: las muestras bioldgicas empleadas fueron muestras de meconio
obtenidas durante los afios 2012 y 2015 en el desarrollo de un estudio clinico realizado
en colaboracion con el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela
y el Complejo Hospitalario Universitario de Vigo. El proyecto conto con la aprobacion
del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (Codigo 2011/203 — Anexo 4) y del
Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela (Anexo 5). Junto con
estas muestras bioldgicas se recogid pelo materno e informacion relativa a la madre y el
neonato:

» Caracteristicas sociodemograficas de la madre (edad, nivel educativo, trabajo y
estado civil) e informacion sobre el uso de psicofarmacos y sustancias de abuso
durante el embarazo (tabaco, alcohol, cannabis, cocaina, heroina, metadona,
benzodiacepinas, antidepresivos...). Esta informacion se obtuvo mediante una
entrevista realizada por el clinico después del parto.

» Informacidn clinica de los neonatos: longitud, peso y perimetro craneal al nacer,
edad gestacional y puntuacion en el test de Apgar, entre otros. Estos datos se
obtuvieron de la historia clinica del paciente.

Equipo analitico: el equipo de Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de
Masas en Tandem (LC-MS/MS) usado en el desarrollo de los métodos analiticos de esta
Tesis Doctoral estaba compuesto de un Cromatdgrato Alliance 2795 Separation Module
(Waters Corp., Mildford, MA, USA) y un Espectrometro de masas-masas de triple
cuadrupolo Micromass Quattro Micro™ API (Waters Corp., Mildford, MA, USA). Para



3. Herramientas Metodologicas Empleadas

el control del LC-MS/MS se uso6 el software MassLynx (version 4.1 SCN627), que
contiene el software QuanLynx (version 4.1 SCN627) empleado para el procesado de
los resultados.

— Andlisis estadistico: se empleo el software SPSS (version 24.0, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).

3.2. METODOS

La metodologia aplicada en los trabajos incluidos en esta Tesis consta, basicamente, de los

elementos comunes mencionados a continuacion.

3.2.1. Tratamiento de la muestra

Como ya se menciono en el Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral, el meconio es una matriz
bioldgica compleja que necesita ser sometida a procesos de homogenizacion y extraccion antes
de ser analizada. Para el desarrollo de los métodos analiticos descritos en esta Tesis Doctoral
se evaluaron distintos procesos de homogenizacion y extraccion de las muestras a fin de

conseguir la maxima recuperacion de los analitos y el minimo efecto matriz.

El primer paso en el analisis del meconio es la homogenizacion de la muestra. En los
métodos analiticos desarrollados en esta Tesis Doctoral la homogenizacion se realizé mediante
la sonicaciéon del meconio con un solvente (normalmente metanol) y su posterior
centrifugacion. El siguiente paso es la preparacion de la muestra para su analisis es la
extraccion. El método de extraccion de eleccion fue la extraccion en fase solida (SPE, por sus
siglas en inglés). Consiste en hacer pasar un liquido (muestra) por una fase sélida (cartucho) a
fin de que los analitos contenidos en la matriz bioldgica sean retenidos inicialmente por el
cartucho. Para aumentar la afinidad de los analitos por la fase solida suele ser necesario
acondicionar previamente la muestra a un pH adecuado, que dependerd del caracter acido o
basico de los compuestos y del relleno del cartucho empleado para realizar la SPE. La SPE

suele constar de 4 etapas [1,2]:

— Acondicionamiento del cartucho, para activar el adsorbente y que asi pueda retener
a los analitos de interés.

— Carga de la muestra.
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— Lavados, empleando distintos disolventes que eliminan compuestos endogenos
presentes en la muestra y que pueden interferir en la deteccion de los analitos de
interés.

— Elucion de la muestra, se hace pasar por el cartucho un solvente que libera a los

analitos de su interaccion con el adsorbente.

3.2.2. Analisis instrumental
3.2.2.1. Desarrollo de la metodologia analitica especifica

El analisis de las muestras se llevo a cabo mediante la técnica de LC-MS/MS, el
cual requiere, inicialmente, el estudio de las transiciones MRM caracteristicas para cada uno de
los analitos incluidos en la metodologia, es decir, el estudio de la relacion masa/carga (m/z) del
analito, que es seleccionado en el primer cuadrupolo, y de los fragmentos (m/z) caracteristicos
en los que se descompone al aplicarle, posteriormente, un determinado voltaje. De esta manera,
se escogen las dos combinaciones ion precursor > ion producto (transiciones MRM) que mejor
caracterizan al compuesto de interés. Posteriormente, para cada uno de los métodos analiticos
descritos en esta Tesis, se ensayaron distintas columnas analiticas y fases moviles hasta
encontrar la ideal para la separacion cromatografica de los distintos analitos en cada caso. Todas
las metodologias analiticas desarrolladas durante la Tesis Doctoral fueron completamente
validadas siguiendo las directrices de la Scientific Working Group for Forensic Toxicology

(SWGTOX) [3].

3.2.2.2. Analisis de los casos reales

Los casos reales han sido procesados con las distintas metodologias previamente
desarrolladas, y una vez obtenidos los resultados analiticos se procedi6 al analisis estadistico
de los resultados. Se estudio la concordancia entre los resultados en las muestras de meconio
con los procedentes de la entrevista materna y/o pelo materno para asi evaluar la utilidad del
meconio en la deteccion de la exposicion intrautero a psicofarmacos y sustancias de abuso.
Asimismo, se estudiaron las posibles correlaciones entre la exposicion intrattero a sustancias
de abuso (usando como criterio el positivo en meconio) y los distintos pardmetros neonatales y
efectos clinicos observados en el neonato, como son: la longitud, peso y perimetro craneal al
nacer, la edad gestacional, la puntuacion en el test de Apgar y el sindrome de abstinencia

neonatal (SAN).
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5. DISCUSION

Como se ha ido mencionando a lo largo de esta Tesis Doctoral, el meconio es una matriz
biologica muy interesante a la hora de detectar la exposicion prenatal a drogas y/o sustancias
de abuso. Su amplia ventana de deteccion, su recoleccion facil y no invasiva y, sobre todo, que
ofrece informacion directa sobre la exposicion del feto a sustancias de abuso, son las principales
caracteristicas que hacen del meconio la matriz de referencia o “gold standard” en la deteccion

de la exposicion intrautero a drogas y/o sustancias de abuso.

A continuacion se realizara una discusion general de los trabajos que forman parte de esta
Tesis Doctoral. En la misma se revisaran los factores a tener en cuenta a la hora de analizar una
muestra bioloégica tan compleja como es el meconio y se discutiran los métodos analiticos
presentes en esta Tesis Doctoral; se comparara la utilidad del meconio para la deteccion de la
exposicion intrattero a sustancias con la entrevista y pelo maternos; y, por tltimo, se discutiran
los efectos adversos que produce la exposicion intratitero a sustancias de abuso en el recién

nacido.

5.1. ESTUDIO DEL MECONIO COMO MUESTRA ALTERNATIVA EN LA DETECCION DE LA

EXPOSICION INTRAUTERO A DROGAS Y/O SUSTANCIAS DE ABUSO

5.1.1. Biomarcadores de drogas y psicofarmacos en meconio

Como se vio en el Capitulo de la Introduccion, las drogas y/o sustancias de abuso se
distribuyen facilmente a través de la placenta. Ademas, la placenta contribuye, junto con el
rinon y el higado, a la eliminacion de dichos xenobidticos, ya que presenta multitud de sistemas
enzimaticos responsables de los procesos metabodlicos de fase I (oxidacion y reduccion) y de
fase I (conjugacion) [1-3]. A pesar de que el meconio se considera una muestra bioldgica
estatica o metabdlicamente inactiva [4-6], antes de llegar a €l las drogas y/o sustancias de abuso

son producto del metabolismo y eliminacion maternos y de la transferencia y el metabolismo
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placentario y fetal [5,7,8]. Por ello, es muy probable detectar en el meconio tanto el compuesto

original como sus metabolitos [9,10]. De hecho, para las drogas de abuso mas comunes (alcohol

etilico, cannabis, cocaina, opiaceos y anfetaminas), tanto el compuesto original como los

metabolitos producidos en los procesos metabolicos de fase I se usan como indicadores de la

exposicion prenatal a sustancias:
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Etanol: una vez que el etanol presente en las bebidas alcoholicas atraviesa la
placenta es transformado en ésteres etilicos de acidos grasos (FAEEs, por sus siglas
en inglés) por la esterificacion enzimatica de acidos grasos séricos con el etanol
[11,12]. No obstante, dado que los FAEEs no atraviesan la barrera placentaria [13],
su presencia en el meconio se debe a la sintesis fetal y estara directamente
relacionada con la exposicion fetal al alcohol [14,15]. Otros metabolitos usados en
la determinacidn de la exposicion intrattero al alcohol son el etilglucuronido (EtG)
y el etilsulfato (EtS), que si pueden cruzar la placenta [16] y son detectables solo
si se ha consumido alcohol, es decir, no presentan sintesis endogena [17,18].
Cannabis: los metabolitos del A’-tetrahidrocannabinol (THC), en especial el 11-
Nor-9-carboxi-A’-THC, el 11-hidroxi-A9-THC y el 8,11-dihidroxi-A°-THC
(THCCOOH, OH-THC y diOHTHC, respectivamente), estan presentes de manera
significativa en el meconio [19-24].

Cocaina: la cocaina rara vez se encuentra sola en el meconio [5,25], mientras que
ciertos metabolitos como la benzoilecgonina y la meta-hidroxibenzoilecgonina son
el principal indicador de la exposicion prenatal a cocaina en el meconio
[9,19,26,27]. Cuando se consume conjuntamente con el alcohol, la cocaina es
transesterificada por esterasas hepaticas a cocaetileno, el cual es un biomarcador
de la exposicion prenatal a ambas drogas [28].

Opiaceos: la heroina se desacetila rapidamente a 6-acetilmorfina (6-AM) y este
metabolito activo a su vez se hidroliza a morfina [2], por lo que ambos compuestos
son los indicadores en meconio del consumo de heroina durante el embarazo
[9,23,29]. Ademas, se ha informado de la presencia del principal metabolito de la
metadona, la 2-etilidin-1,5-dimetil-3,3-difenolpirrolidina (EDDP), en el meconio

[5,9].
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Anfetaminas: constituyen la principal excepcion, ya que, aunque sus metabolitos
se pueden extraer del meconio, generalmente solo los compuestos originales

(anfetamina/metanfetamina/MDMA) parecen detectarse en la practica [5,30,31].

Un comportamiento similar es observado con los compuestos que forman parte de esta

Tesis Doctoral:

La nicotina se metaboliza por oxidacion a través de la isoenzima CYP2A6 del
citocromo P450 a cotinina, que a su vez se metaboliza para producir
hidroxicotinina y norcotinina [2,32]. Tradicionalmente, la cotinina se consideraba
el biomarcador para la exposicion al humo de tabaco [10], e incluso en la deteccion
de la exposicion prenatal se han desarrollado métodos analiticos para su
determinacion en meconio [33-35]. No obstante, en trabajos recientes se observo
que la nicotina y la hidroxicotinina son también biomarcadores importantes y
frecuentes [26,36-38], y que su andlisis aumenta la capacidad de deteccion de
neonatos prenatalmente expuestos al tabaco [39,40].

La mayoria de benzodiacepinas cruzan la barrera placentaria y asi ocurre con el
clonazepam, flunitrazepam, lorazepam, midazolam, zolpidem y el diazepam y sus
metabolitos (nordiazepam, oxazepam y temazepam) [32]. Tanto el alprazolam
como sus dos metabolitos hidroxilados cruzan la placenta [41]. Ademas, McMillin
et al. [9] observé que en el 68,6% de los meconios positivos a alprazolam y en el
45,7% a clonazepam se detectd tanto el compuesto original como su principal
metabolito (a-OH-alprazolam y 7-aminoclonazepam, respectivamente). De igual
manera ocurrié con el diazepam, el cual rara vez se encontrd solo en el meconio,
siendo lo mas frecuente su deteccion junto a 3 de sus metabolitos (oxazepam,
nordiazepam y temazepam) [9].

En cuanto a los antidepresivos, se ha demostrado que todos ellos atraviesan la
placenta en mayor o menor porcentaje [3]. Especificamente, para los
antidepresivos triciclicos (ATC) se sabe que tanto la amitriptilina y la imipramina
como sus principales metabolitos (nortriptilina y desipramina, respectivamente)
cruzan la barrera placentaria [32]. En un estudio realizado en suero de cordon
umbilical se detectaron ATC (nortriptilina y clomipramina), por lo que se demostrd
también la transferencia placentaria de dichos antidepresivos [42]. Y lo mismo

sucede con la fluoxetina y el citalopram y sus principales metabolitos
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(norfluoxetina y desmetilcitalopram, respectivamente) [43,44]. Ademads, para
algunos antidepresivos ISRS (fluoxetina y citalopram), se detectaron en suero de
cordon umbilical mayores concentraciones de sus metabolitos que del compuesto
original, lo que indica que el feto es capaz de metabolizar y eliminar dichos
farmacos [44]. Un dato a tener en cuenta en el caso de los psicofdrmacos, tanto
para las benzodiacepinas como para los antidepresivos, es que puede ser dificil
identificar a qué sustancia estuvo expuesto el feto, ya que algunos metabolitos de
farmacos también son usados como farmacos en si mismos. Un ejemplo de ello en
el grupo de las benzodiacepinas es el diazepam y sus metabolitos, ya que tanto ¢l
como el oxazepam, nordiazepam y temazepam se usan como farmacos. De igual
manera ocurre en los antidepresivos con la amitriptilina y la imipramina y sus
principales metabolitos, la nortriptilina y desipramina, respectivamente [32].

— Desafortunadamente, para el grupo de las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS),
en el que se encuentran drogas como las catinonas sintéticas, los datos disponibles
sobre su metabolismo son muy escasos por ser sustancias relativamente recientes.
No obstante, se ha demostrado que todos los derivados de la catinona experimentan
un extenso metabolismo de fase I y que la mayoria se eliminan como metabolitos
a través de la orina, ya sea en forma libre o como conjugados formados mediante
glucuronidacion de fase II [45]. En cuanto al paso de estas sustancias a través de
la barrera placentaria, se han realizado estudios en ratas embarazadas en los que se
observo que la metilona, mefedrona y metilendioxipirovalerona (MDPV) la cruzan
[46], pero todavia no hay estudios sobre su metabolismo fetal ni en mujeres

embarazadas.

Por todo ello, se puede concluir que es de vital importancia que los métodos de
deteccion de sustancias de abuso en meconio incluyan tanto los compuestos originales como
los metabolitos, para evaluar lo mas fielmente posible la exposicion intrattero a drogas y/o
sustancias de abuso. Los métodos analiticos desarrollados en esta Tesis Doctoral ratifican la
importancia de detectar la presencia tanto del compuesto original como de los metabolitos en
el meconio. Asi, de los 100 casos positivos detectados en las 565 muestras de meconio
analizadas para la deteccion de la exposicion prenatal a tabaco (Articulo 1), el 76% lo fueron
a los tres analitos (nicotina, cotinina y OH-cotinina) y solo nueve casos fueron positivos para

un Unico analito. Ademas, se detectaron mas casos positivos a los metabolitos (cotinina y OH-
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cotinina) que al compuesto original (nicotina); concretamente, 93 positivos para cada uno de
los metabolitos frente a 81 positivos a nicotina. Los resultados de 145 meconios analizados para
la deteccion de la exposicion intrattero a psicofarmacos (benzodiacepinas y antidepresivos)
(Articulo 3) también constatan el mismo patron. Asi, en 17 de los 21 meconios positivos a
diazepam se detectd alguno de los metabolitos del farmaco (9 positivos a nordiazepam, 6
positivos a diazepam y nordiazepam, 1 positivo a nordiazepam y oxazepam y 1 positivo a los 3
analitos). También en 1 de los 3 casos positivos a alprazolam se detectdé a-OH-alprazolam.
Dado que en el método analitico de esta Tesis Doctoral no se incluia ningiin metabolito para
clonazepam y midazolam, solo se han podido detectar los compuestos originales en los 2 casos
positivos. En cuanto a los antidepresivos, en practicamente todas las muestras positivas en
meconio se detectaron tanto el compuesto original como el metabolito correspondiente. Asi, la
muestra positiva a clomipramina también tenia norclomipramina, las 2 muestras positivas a
fluoxetina presentaban norfluoxetina y en cuatro de las cinco muestras positivas a citalopram

se detectd desmetilcitalopram.

5.1.2. Tratamiento del meconio como muestra biologica: procesos de hidrolisis

Todos los metabolitos mencionados anteriormente se forman por procesos enzimaticos
de fase I, pero también las enzimas de fase Il como las uridinadifosfato glucuroniltransferasas
(UGTs) juegan un papel importante en la determinacion de la exposicion prenatal a sustancias
[1]. Muchos compuestos cruzan la placenta como metabolitos inactivos formados mediante la

conjugacion de sus metabolitos hidroxilados con el &cido glucuréonido [32].

Como ya se menciond en la Introduccion, el meconio es una muestra bioldgica de
composicion muy compleja y de dificil manejo a nivel del laboratorio. Como tal, antes de su
analisis debe pasar por una serie de procesos de homogeneizacion, extraccion e incluso
hidrdlisis, que pueden influir de manera drastica en la recuperacion de los metabolitos presentes
en esta matriz. Asi, en la preparacion del meconio previa a su andlisis en ocasiones es necesario
realizar una hidrélisis alcalina o enzimatica para liberar los analitos de interés, ya que pueden
encontrarse conjugados al glucuronido [20,31,47]. Dempsey et al. [33] demostraron que la
cotinina forma enlaces de base de Schiff reversibles con los grupos amino libres de las proteinas
y que dichos enlaces se pueden romper mediante hidrdlisis. Para ello se sometieron las muestras

de meconio a una hidrolisis bésica y, efectivamente, los casos positivos ascendieron del 33,3%
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(sin hidrolisis) al 79,4% (con hidrolisis). Ademas, Gray et al. [48] comprobaron que una misma
muestra de meconio podia tener una combinacion distinta de metabolitos del THC dependiendo
del procedimiento de hidrdlisis elegido. Por ello, es muy importante seleccionar correctamente
el método de hidroélisis a emplear, e incluso decidir si dicho procedimiento es necesario o no,
ya que en algunos trabajos se observo que dicho proceso no aumentaba significativamente la

concentracion de los analitos de interés [49].

En el método analitico desarrollado en esta Tesis Doctoral para la determinacion de la
exposicion prenatal a tabaco se compararon dos procesos de hidrdlisis (basica con KOH y
enzimdtica con B-glucuronidasa en condiciones neutras -tampon fosfato; pH=6,8), con la
homogeneizacion sin hidrélisis. Como se muestra en la Figura 6 el procedimiento con los

mejores resultados para los 3 analitos fue la hidrolisis basica.

140.0
120.0
H Sin
hidrolisis
100.0
80.0 de_T’fﬂiSiS
basica
60.0
® Hidrolisis
enzimatica
40.0
20.0 I
0.0
NIC COT OHCOT

Figura 6. Resultados de las pruebas de hidrolisis para nicotina y sus metabolitos cotinina e hidroxicotinina

En el caso del método analitico para la determinacion de la exposicion intrattero a
psicofarmacos (Articulo 2) se compararon la hidrolisis basica con KOH y la hidrdlisis
enzimatica con B-glucuronidasa en condiciones ligeramente acidas (tampdn fosfato; pH=5) con

el procedimiento de extraccion sin hidrolisis. No se encontrd diferencia significativa entre
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realizar o no la hidrolisis del meconio (%CV<20). Si bien la hidrolisis solo se evalu6 para unos
compuestos determinados (clonazepam, diazepam, alprazolam, fluoxetina y clomipramina),
estos farmacos son los mas habituales en la practica clinica y se estima que el resto de
compuestos presentes en el método tendrian un comportamiento similar. Por tanto, a la vista de
los resultados se decidid no llevar a cabo el proceso de hidrolisis, ya que es un procedimiento

complicado y que conlleva tiempo, y en este caso aporta pocos beneficios.

Finalmente, en el método para la deteccion de catinonas sintéticas en meconio no se
han podido realizar pruebas de hidrolisis al no disponer de muestras reales positivas para
realizar dichos experimentos. En dos trabajos publicados con casos reales si se han detectado
metabolitos. Se trataban de un caso de muerte fetal por consumo de NPS durante el embarazo
en el que se analizo la sangre del feto y se detectdé la presencia de 3,4-metilendioxi-a-
pirrolidinohexiofenona (3,4-MDPHP) y a-pirrolidinohexiofenona (a-PHP) [50], y de un caso
de SAN en el que se detecto la presencia de 4-metilcatinona (4-MEC) en el meconio del neonato
[51]. En ninguno de los dos casos se realizé ningin proceso de hidrélisis de la muestra. Ademas,
en algunos trabajos previamente publicados para la deteccion de estas sustancias en otras
muestras bioldgicas como la orina o la sangre se observd que no era un paso necesario en la
determinacion de los compuestos originales. Por ejemplo, en el método desarrollado por Anizan
et al. [52] se observo que, aunque las concentraciones de los metabolitos del MDPV en sangre
(catinona sintética presente en el método analitico descrito en esta Tesis Doctoral) aumentaban
al realizar una hidroélisis enzimatica con B-glucuronidasa, en las del compuesto original no se
producian cambios. De igual modo se observd que la hidrdlisis aumentaba las concentraciones
de los metabolitos de algunas catinonas como la metilona (presente en el método analitico

descrito en esta Tesis Doctoral), pero no de los compuestos originales [53].

5.1.3. Ventana de deteccion del meconio

Se cree que la ventana de deteccion del meconio abarca las ultimas 20 semanas del
embarazo, es decir, el segundo y, sobre todo, el tercer trimestre [31,54]. No obstante, dado que
la produccidn del meconio presenta un crecimiento exponencial, y que el 75% del meconio se
forma durante las Gltimas 8 semanas de gestacion, son las exposiciones en el tercer trimestre
las que se detectan mas facilmente [55]. Aun asi, Ostrea ef al. [56] detectaron la presencia de

drogas de abuso consumidas por la madre en el anélisis postmortem de meconios procedentes
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de fetos que sufrieron aborto espontaneo en las semanas 17 y 22 de embarazo. También Cortés
et al. [57] detectaron muestras positivas en meconio que procedian de casos en los que el pelo
materno era positivo en el segundo y/o tercer trimestre, e incluso en dos casos en que el pelo
era positivo en el primer y segundo trimestre, pero negativo en el tercero. Finalmente, Himes
et al. estudiaron la exposicion intrattero a farmacos antirretrovirales, concluyendo que aunque
el meconio refleja principalmente la exposicion prenatal en el tercer trimestre, en algunas
circunstancias es posible la deteccion de la exposicion en el segundo trimestre (6 de 107
muestras) [58]. Contrariamente, algunos estudios sugieren que es menos probable que la
exposicion a sustancias durante el segundo trimestre del embarazo se detecte en el meconio,

siendo su analisis un reflejo solo del tercer trimestre [59-62].

Concretamente, en los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral, se estudio la
ventana de deteccion en el meconio para el tabaco (Articulo 1) y para los psicofarmacos
(Articulo 3). En el caso del tabaco, al comparar los resultados del meconio con los datos de la
entrevista materna se observo que mas del 90% de las muestras de meconio positivas a nicotina
y/o sus metabolitos procedian de recién nacidos cuyas madres admitieron el consumo de tabaco
tanto en el segundo como en el tercer trimestre. Para los psicofarmacos, al comparar los
resultados en meconio con los encontrados al analizar los segmentos de las muestras de pelo
materno correspondientes, se encontré que de los 15 casos en los que ambas muestras eran
positivas, en 14 el pelo era positivo en el tercer trimestre y en el caso restante el pelo fue
negativo en el 3° trimestre pero positivo en el 1° y 2° trimestre. Por tanto, con estos resultados
se puede concluir que los resultados de esta Tesis Doctoral coinciden con la teoria expuesta por
Himes et al. [58] de que el analisis de meconio refleja principalmente la exposicion a sustancias
durante el tercer trimestre de embarazo, detectindose también en algunos casos la exposicion

durante el segundo.

Por ultimo, cabe destacar que tanto en uno de los trabajos realizado en esta Tesis
Doctoral (Articulo 3) como en otros articulos publicados previamente [9,63,64] se observo que
el analisis de meconio permite detectar incluso los fArmacos administrados en el momento del
parto. Este hallazgo pone de manifiesto que las drogas y/o sustancias de abuso consumidas por

la madre se incorporan al meconio en cuestion de horas.
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5.2. DESARROLLO DE METODOLOGIAS ANALITICAS EN MECONIO

En todo método analitico hay 3 elementos fundamentales a tener en cuenta: la técnica
analitica empleada, la cantidad de muestra analizada y su limite de deteccion (LOD). En esta
Tesis Doctoral se han desarrollado y validado 3 metodologias analiticas en meconio para la
determinacion de tabaco, psicofarmacos (antidepresivos y benzodiacepinas) y NPS. En todas
ellas la técnica analitica empleada ha sido la cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS), la cantidad de muestra analizada ha sido muy
reducida (0,25 g) y se han alcanzado LODs satisfactorios para los fines previstos. A

continuacion se discuten en profundidad cada una de ellas.

5.2.1. Métodos analiticos para la deteccion del tabaco

En primer lugar se desarroll6 una metodologia para la deteccion de la exposicion
intratitero a tabaco mediante el andlisis de muestras de meconio. El método se ha basado en la
LC-MS/MS, e incluye la nicotina y sus dos principales metabolitos, cotinina y trans-3’-

hidroxicotinina (OH-cotinina) (Articulo 1).

Las técnicas analiticas empleadas para la deteccion de la exposicion intrattero a tabaco
en los trabajos publicados hasta la fecha incluyeron tanto técnicas de inmunoensayo [33-35,65]
como métodos cromatograficos de liquidos [26,36-38,40,66,67] o de gases [68,69]. Las técnicas
de inmunoensayo se suelen utilizar, en toxicologia analitica, como primer paso a modo de
técnicas screening, para después confirmar los resultados con métodos cromatograficos. No
obstante, en el caso del tabaco solo Ostrea et al. [65] realizaron dicha confirmaciéon (por GC-
MS). En cuanto a los métodos cromatograficos, en su mayoria iban acoplados a la
espectrometria de masas como sistema de deteccion [26,37,38,40,67,69], pero también se
utilizaron otros sistemas como la deteccion ultravioleta/visible [36], el detector de array de

diodos [66] o el detector de Nitrogeno-Fosforo [68].

Como se explico en el anterior apartado, en una muestra bioldgica como el meconio
es importante no solo detectar la presencia del compuesto de interés, sino también la de sus
metabolitos. En el caso de la nicotina, la mayoria de los métodos publicados en meconio suelen
detectar su principal metabolito, es decir, la cotinina [33-35,66,68,69]. Otros autores, al igual

que en el método incluido en esta Tesis Doctoral, detectan tanto la cotinina como la OH-cotinina
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[26,36,38,40,65]. Finalmente, Marin et al. [67] también detectan nornicotina, y Gray et al. [37],

nornicotina y norcotinina.

La cantidad de muestra analizada es un factor muy importante en el desarrollo de un
método analitico en meconio, ya que es una muestra bioldgica que en multitud de ocasiones
estd presente en una cantidad limitada, lo que obliga a priorizar los andlisis a realizar. En el
método descrito en esta Tesis Doctoral se han utilizado tan solo 0,25 g, frente a la mayoria de
trabajos previos, que analizan el doble (0,5 g) [36-38,40,65,68] o incluso cuatro veces mas (1
g) [33-35,66]. Por tanto, el presente método utiliza una cantidad de muestra considerablemente

pequena, que permitira realizar otros analisis en caso de ser necesarios.

En relacion con los procesos previos al analisis del meconio, los métodos descritos
realizan la homogeneizacion de la muestra biologica con MeOH [33-36,67,69], MeOH con
acido formico [26,37] o en medio bésico, ya sea con tampon fosfato [65] o con KOH [38]. A
continuacion puede realizarse un proceso de hidroélisis, ya sea basica [33,36,38,40] o enzimatica
[37]. La Tabla 1 resume la informacién analitica sobre los principales métodos para la

deteccion de la exposicion intrautero a tabaco en meconio publicados hasta la fecha.

Tabla 1. Métodos para la deteccion de la exposicion intradtero a tabaco en meconio

Cantidad , Rango de
Método LOD / LOQ ;
Autores Metabolitos Muestra Tratamiento Muestra concentracion
instrumental (ng/g)
(g) (ng/g)
- Homogeneizacion
con tampoén
fosfato (pH=7) —
RIA
Ostrea coT RIA
et al. 0,5 —  SPE con columnas
(1994) [65] OH-COT de modo mixto — GC-MS
Cantidad de
muestra
suficiente: RIA +
GC-MS
Baranowski LLE con
etal. NIC LOD:
(1998) 2 Cloroformo LC-DAD 10 - 500 ng/mL
cot - SPE con columnas 10 ng/mL
[66] en fase reversa
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Tabla 1. Métodos para la deteccion de la exposicion intrautero a tabaco en meconio (Continuacion)

Cantidad i Rango de
Método LOD / LOQ i
Autores | Metabolitos | Muestra Tratamiento Muestra . concentracion
instrumental (ng/g)
(g) (ng/g)
Homogeneizacion
Dempsey con MeOH
etal. coT 0,5-1 Hidrélisis basica con EIA 25- 100
(1999) KOH
[33] SPE con columnas de
modo mixto
Derauf
etal. coT 1 ELISA »
Homogeneizacion
(2003) s (Cut-off)
[34]
Sherif
etal. coT 0,5-1 Homogeneizacién RIA
(2004) con MeOH
[35]
Kéhler NIC Homogeneizacion
etal coT 0,5 con eor ¢ LC- UV/VIS 10D: 20
(2007) ’ Hidrolisis Basica pmol/g
[36] OH-COT SPE con columnas de
modo mixto
Homogeneizacion
NIC
con MeOH + 0,1% de
Gray cot AF
et al. e i 1,25/5
OH-COT 0,5 Hidrolisis enzimatica LC-MS/MS LOQ - 500
(2008) con B-Glucuronidasa (LOD = LOQ)
[37] NorNIC a pH basico
NorCOT SPE con columnas de
modo mixto
Gray NIC Homogeneizacion
ot al con MeOH + 0.1% de LOD: 0,5-5
coT 0,25 AF LC-MS/MS LOQ - 500
(2009) L0Q: 1-5
[26] OH-COT SPE con columnas de
modo mixto
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Tabla 1. Métodos para la deteccion de la exposicion intrautero a tabaco en meconio (Continuacion)

Cantidad i Rango de
Método LOD / LOQ ,
Autores Metabolitos | Muestra Tratamiento Muestra . concentracion
instrumental (ng/g)
(g) (ng/g)
—  Hidrolisis con KOH
—  Extraccion con
Braun NIC cloruro de metileno
etal. LOD: 0,092 -
coT 0,5 y etanol LC-MS/MS LOD - 324
(2010) - Extraccion con 0,946
[40] OH-coT 4cido clorhidrico
—  SPE con columnas
de modo mixto
NIC
; , COT y NorNIC:
Marin - Homogeneizacion y Ror
et al. coT 2-50
0,25 con MeOH LC-MS/MS | LOQ: 2- 4
(2011) OH-COT —  SPE con columnas NIC y OH-COT:
[67] ; ,
NorNIC de modo mixto 4-100
NIC - Homogeneizacion e LOD: 0,092 -
Xia et al. idrolicic haci
hidrolisis basica con 0,946 0-37,5/150
(2011) coT 0,5 KOH LC-MS/MS
[38] LOQ: 0,307 - ng/mL
OH-COT —  SPE con columnas 3.15
de modo mixto ’
Sant’Anna
et al. NIC - Extraccion LOD: 3-30
0,5 acelerada con GC-NPD LOQ - 500
(2012) coT ] LOQ: 5- 40
[68] disolventes (ASE)
Mozaner — Homogeneizacion
et al. NIC con MeOH LOD: 5- 15 NIC: 100 - 1000
2014 0,3 - Extraccion con GC-MS
(2014) cot . LOQ: 10-20 | COT: 20 - 900
[69] Pipeta Desechable
(DPX)

Celda vacia : dato no disponible; COT: Cotinina; DAD: Detector de array de diodos; ELISA: Inmunoensayo Ligado a
Enzima; GC: Cromatografia de Gases; KOH: Hidrdxido potasico; LC: Cromatografia Liquida; LLE: Extraccion Liquido-
Liquido; LOD: Limite de Deteccion; LOQ: Limite de Cuantificacion; MeOH: Metanol; MS(/MS): Espectrometria de
Masas (/en tandem); NIC: Nicotina; NorCOT; Norcotinina; NorNIC: Nornicotina; NPD: Detector de Nitrogeno-
Fosforo; OH-COT: Trans-3’-hidroxicotinina; RIA: radioinmunoensayo; SPE: Extraccion en Fase Solida; UV/VIS:
Detector ultravioleta/visible
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5.2.2. Métodos analiticos para la deteccion de psicofarmacos

El método analitico para la deteccion de la exposicion intrautero a psicofarmacos en
meconio también se basé en LC-MS/MS (Articulo 2). Para este grupo de sustancias hay pocos
trabajos publicados y todos ellos utilizan métodos cromatograficos para la separacion de los
compuestos, ya sea cromatografia liquida [70,71] o gaseosa [72-74]. El método de deteccion
empleado fue la espectrometria de masas en todos los casos [70,71,73,74], excepto Ostrea et al.
[72], que utilizaron deteccion ultravioleta/visible. Ademas, excepto en el trabajo de Bar-Oz et
al. [73], todos ellos usan mas cantidad de muestra que en el método descrito en esta Tesis
Doctoral (0,5 - 1 g vs. 0,25 g) [70-72,74]. Tanto el LOD como el LOQ son bastante similares

en todos los trabajos publicados.

Cabe destacar que el método descrito en esta Tesis Doctoral permite detectar por
primera vez en meconio firmacos como el bromazepam, flunitrazepam y triazolam, y los
metabolitos norclomipramina, desmetilcitalopram, desipramina, nortriptilina,

desmetilvenlafaxina y 7-aminoflunitrazepam.

En cuanto al pretratamiento de la muestra previo a su analisis, en gran parte de los
trabajos publicados se homogeneizo la muestra con MeOH [70-73], proceso al que le siguid
una extraccion liquido-liquido [71,74] o en fase solida [70,72]. Marin et al. [ 70] realizan ademas
una hidrolisis enzimatica, pero en el trabajo descrito en esta Tesis Doctoral no fue necesario
ningun tipo de hidrolisis porque (como se mostrd en el apartado anterior) su efecto en la

recuperacion de los compuestos presentes en la muestra no era significativo.

La Tabla 2 muestra las principales caracteristicas de los métodos para la deteccion de

la exposicion intrautero a psicofarmacos en meconio publicados hasta la fecha.
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Tabla 2. Métodos para la deteccion de la exposicion intrautero a antidepresivos y benzodiacepinas en

meconio
Cantidad ; LOD / Rango de
Método i
Autores Metabolitos Muestra Tratamiento Muestra . LOQ concentracion
instrumental
(g) (ng/g) (ng/g)
Ostrea Homogeneizacion LC-UV/VIS
etal. LOD: 200
Sertralina 1 con MeOH GC-MS
(1998) SPE con columnas . . ng/mi
7 (Confirmacion)
[72] de modo mixto
Bar-Oz ELISA
et al. izacio
BZDs 0,2 Homogeneizacion GE-MS LOD: 50
(2003) con MeOH . g
73] (Confirmacion)
Garcia-
Algar Alprazolam LOD: 7
et al. a-OH- 1 LLE con Etilacetato HEA LOQ: 20 L0Q - 200
(2007) Alprazolam .
[74]
Alprazolam,
a-OH-
Alprazolam,
Clonazepam,
7-NH-
Clonazepam, Homogeneizacién
Diazepam, con MeOH
Marin Nordiazepam, Hidrélisis
etal. Lorazepam, imati - LOD: 10
. P 1 enzimatica con B LC-MS/MS 10 - 5000
(2008) Midazolam, Glucuronidasa a pH LOQ: 20
[70] Oxazepam, basico.
Temazepam, SPE con columnas
a-OH-Et- de modo mixto
Flurazepam,
N-Desalquil-
Flurazepam,
a-OH-
Triazolam
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Tabla 2. Métodos para la deteccion de la exposicion intrautero a antidepresivos y benzodiacepinas en
meconio (Continuacion)
Cantidad , LOD / Rango de
Método ,
Autores Metabolitos Muestra Tratamiento Muestra . LOQ concentracion
instrumental
(g) (ng/g) (ng/g)
Amitriptilina,
Clomipramina,
Clozapina,
Norclozapina,
Quetiapina, Duloxetina,
Imipramina,
Fluoxetina,
Norfluoxetina, - Homogeneizacion LoD:
Pichini cital con MeOH :
italopram,
et al. P 1,5-8
Paroxetina, Sertralina, 0,5 —  LLE con UHPLC-MS/MS LOQ - 1000
(2016) N l LOQ: 5
[71] orsertralina, Etilacetato y )5
Venlafaxina, Hexano (80:20)
Alprazolam,

Clonazepam,
Diazepam,
Nordiazepam,
Lorazepam,
Lormetazepam,

Medazepam, Oxazepam

Celda vacia: dato no disponible; BZD: Benzodiacepinas; GC: Cromatografia de Gases; LC: Cromatografia Liquida;
LLE: Extraccion Liquido-Liquido; LOD: Limite de Deteccion; LOQ: Limite de Cuantificacion; MeOH: Metanol;
MS(/MS): Espectrometria de Masas (/en tandem); UHPLC: Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presion; SPE:

Extraccion en Fase Solida; UV/VIS: Detector ultravioleta/visible; a-OH-Alprazolam: a-Hidroxialprazolam; a-OH-Et-

Flurazepam: a-Hidroxietilflurazepam; a-OH-Triazolam: a-Hidroxitriazolam; 7-NH-Clonazepam: 7-Aminoclonazepam
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5.2.3. Métodos analiticos para la deteccion de Nuevas Sustancias Psicoactivas

Por ultimo, se desarroll6 un método analitico para la deteccion de NPS en meconio,
concretamente para la determinacion de algunas de las catinonas sintéticas mas consumidas en
Espana: metilona, mefedrona, mecedrona, MDPV, 4-fluorometanfetamina y 4-
fluorometcatinona (Articulo 4). Al igual que en los anteriores articulos de esta Tesis Doctoral,
la metodologia empleada fue la LC-MS/MS y se usé poca cantidad de muestra (0,25 g). El
consumo de NPS es un problema relativamente reciente, por lo que los métodos para la
deteccion de la exposicion a dichas sustancias durante el embarazo son muy escasos [51,75].
Los LOD (0,5 - 1 ng/g) y LOQ (1 - 2 ng/g) del método analitico descrito en esta Tesis Doctoral
fueron inferiores a los del método previamente publicado por Nemeskalova ef al. (2 - 10 ng/g

y 10 - 25 ng/g, respectivamente) [75].

La Tabla 3 resume los principales métodos para la deteccion de la exposicion intrattero a NPS

en meconio publicados hasta la fecha.

Tabla 3. Métodos para la deteccion de la exposicion intraitero a NPS en meconio

Cantidad ; Rango de
. . Método LOD / LOQ .
Autores Metabolitos Muestra Tratamiento Muestra | | concentracion
instrumental (ng/g)
(g) (ng/g)
—  Homogeneizacion
Pichini et al. mEC 1 con MeOH LCMSIMS
(2014) [51] — SPE con
columnas de
modo mixto
Mefedrona,
) | MDPV, a-PVP, —  SALLE con LOD: 2-10
Nemeskalova Metilona Formiato de :
et al. (2019) Butilona 0,2 amonio y LC-MS/MS LOQ: 10- LOQ - 2000
(7] Flefedrona Bicarbonato de 25
Nafirona amonio (2:3;p/p)

Celda vacia: dato no disponible; LC: Cromatografia Liquida; LOD: Limite de Deteccion; LOQ: Limite de
Cuantificacion; MeOH: Metanol; MDPV: Metilendioxipirovalerona; MS(/MS): Espectrometria de Masas (/en tandem);

SALLE: Extraccion Liquido-Liquido asistida por sales; a-PVP: a-Pirrolidinopentiofenona; 4-MEC: 4-Metilcatinona
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5.3. UTILIDAD DEL MECONIO PARA DETECTAR LA EXPOSICION INTRAUTERO A

SUSTANCIAS DE ABUSO

Para evaluar la utilidad del meconio para detectar la exposicion intratitero a drogas y/o
sustancias de abuso se va a comparar los resultados obtenidos en el analisis de meconio con los
observados en los indicadores mas comunmente usados para detectar la exposicion intrattero a

sustancias: la entrevista materna y el analisis de pelo materno.

5.3.1. Meconio vs. Entrevista materna

La entrevista materna ha sido durante mucho tiempo el método mas frecuentemente
utilizado para identificar a los recién nacidos en riesgo de exposicion prenatal a sustancias de
abuso. Su principal limitacion es que se trata de un método de deteccion subjetivo en el que el
numero de casos reportados suele estar muy por debajo del consumo real. Es por ello que en
esta Tesis Doctoral se plante6 el andlisis del meconio como alternativa a la entrevista materna

para la deteccion de la exposicion intrattero a drogas y/o sustancias de abuso.

En la Tabla 4 se muestra una revision bibliografica de los trabajos en los que se
compard la eficacia del meconio como matriz bioldgica para la determinacion de la exposicion

intratitero a drogas y/o sustancias de abuso con la entrevista personal a la madre.

Tabla 4. Revision bibliografica de la utilidad del meconio en la deteccion de la exposicién intrautero a

drogas y/o sustancias de abuso en comparacién con la entrevista materna

Poblacion de Método Casos Positivos
Autores Analitos Casos Positivos Meconio
estudio instrumental Entrevista Materna

Ostrea coc RIA

et al. OoP n=3010 GC-MS 11,1% 44,3%
(1992) [8] CAB (Confirmacion)

Ostrea coc n=58 COC: 50,8% COC: 67,8%

et al. . .

(2001) OoP (59 neonatos, un RIA OP: 28,8% OP: 32,2%

[64] CAB | par de gemelos) CAB: 30,5% CAB: 10,2%
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Tabla 4. Revision bibliografica de la utilidad del meconio en la deteccion de la exposicion intradtero a

drogas y/o sustancias de abuso en comparacion con la entrevista materna (Continuacién)

, , Casos Positivos
Poblacion de Método Casos Positivos
Autores | Analitos . . Entrevista .
estudio instrumental Meconio
Materna
coc COC: 9,5%
Lester oP
EMIT .
ot al. N . CoC: 7,3% OP: 2,3%
(2001) ¢ n= GC-MS OP: 1.2% (Pero =70% de los
[76] ANF (Confirmacion) positivos se confirmo
PCP por GC-MS)
Derauf
et al. coT n=426 ELISA COT: 13,3% COT: 7,7%
(2003) | Alcohol n=422 GC-MS Alcohol: 5,3% Alcohol: 17,1%
[34]
Pichini coc
et al.
oP n=549 LC-MS 2,5% 10,9%
(2005)
[29] ANF
Lozano
etal.
CAB n=974 GC-MS 1,7% 5,3%
(2007)
[22]
Ostrea
etal.
coT n=482 ELISA 2,5% 3,5%
(2008)
[77]
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Tabla 4. Revision bibliografica de la utilidad del meconio en la deteccion de la exposicion intrautero a
drogas y/o sustancias de abuso en comparacién con la entrevista materna (Continuacion)

) ) Casos Positivos
Poblacion de Método Casos Positivos
Autores | Analitos Entrevista
estudio instrumental Meconio
Materna
Garcia- cocC Total: 2,9% Total: 10,1%
Algar oP LC-MS COC: 1,2% COC: 2,6%
et al. n=1209
(2009) CAB GC-MS OP: 0,3% OP: 4,7%
[23] ANF CAB: 1,5% CAB: 5,3%
ANF: 1,6%
Gray ANF EMIT/ELISA ANF: 5,5%
et al. CAB 3705 CAB: 6,1% CAB: 2,2%
n= i 1 6,1%
(2009) oeis COT: 20,2% (no
[59] coT (Confirmacion) COT: 24,0% . CEDER
confirmado por GC-MS)
coc
OoP
Cortés
et al. CAB Drogas: 1,4% Drogas: 0,4%
n=513 UHPLC-MS/MS
(2018) ANF Farmacos: 2,5% Farmacos: 1,2%
[57]
ADS
BZD
ADS: Antidepresivos; ANF: Anfetaminas; BZD: Benzodiacepinas; CAB: Cannabionides; COC: Cocaina; COT:
Cotinina; ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas; EMIT: Ensayo Inmunolégico Por Multiplicacion
Enzimatica; FPIA: Inmunoensayo de polarizacion fluorescente; GC: Cromatografia de Gases; LC:
Cromatografia de Liquidos; MS(/MS): Espectrometria de Masas (/en tandem); NIC: Nicotina; OH-COT: Trans-
3’-hidroxicotinina; OP: Opiaceos; PCP: Fenciclidina; UHPLC: Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presion;
RIA: Radioimnunoensayo

Como se puede observar en la mayoria de los trabajos publicados, el analisis de
meconio reveld casos de consumo de drogas y/o sustancias de abuso durante el embarazo que
no habian sido reportados por las madres en las entrevistas [8,22,23,29,76]. En el trabajo de
Ostrea et al. [64], el meconio también mostré mayor sensibilidad a la hora de detectar el
consumo de sustancias (opiaceos y cocaina) durante el embarazo, excepto para el cannabis. La
“mala” sensibilidad del meconio para detectar la exposicidon a cannabis puede deberse a que en
un 54% de los casos en los que la madre admiti6 su consumo durante el embarazo se trat6 de

un uso esporadico, por lo que las concentraciones se encontrarian por debajo de los limites de
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deteccion. Sorprendentemente, tanto en el estudio realizado por Gray et al. [59] como en el de
Cortés et al. [57] se encontré una menor prevalencia de drogas y/o sustancias de abuso en la
matriz bioldgica que lo indicado en la entrevista materna. Nuevamente, estos resultados, como
bien explican los autores, pueden deberse a un consumo esporadico no detectado en el meconio
o a que dicho consumo haya tenido lugar al inicio del embarazo, ya que la ventana de deteccion
del meconio solo abarca el segundo y tercer trimestre del embarazo. En cuanto a la comparativa
entre ambos métodos de deteccion, en el estudio de Pichini et al. [29] varia dependiendo de la
droga estudiada, siendo solo del 14,5% para opidceos y del 41,7% para la cocaina, llegando
para esta sustancia hasta el 66% de acuerdo en otro estudio [76]. Ademas, estudiando las drogas
de abuso conjuntamente en lugar de individualmente, en el 88% de los casos en los que la madre

admitia el consumo de sustancias, el meconio era positivo [8].

En el estudio desarrollado en esta Tesis Doctoral para la deteccion de la exposicion
intrautero a tabaco (Articulo 1), el analisis de meconio fue mas sensible que la entrevista
materna (17,7% vs. 13,5%). Esta mayor sensibilidad del meconio concuerda con lo observado
en la mayoria de estudios mencionados en la Tabla 5. Ademas, los resultados en meconio y
entrevista materna presentaban buena concordancia (p<0,001), un dato en el que también
coinciden otros articulos publicados en los que se estudiaba la exposicion prenatal a tabaco
[34,36,39,40,62,78,79]. Esta buena concordancia puede deberse a que fumar estd socialmente
aceptado, por lo que las madres tienen menos miedo a admitir el consumo que en el caso de las

drogas ilegales.

Para la deteccion de la exposicion intraitero a psicofarmacos (Articulo 3) la
sensibilidad del meconio y de la informacion materna (en este caso el historial médico) fue
similar para los antidepresivos (5,5% de casos positivos en ambos), mientras que para las
benzodiacepinas el historial fue més sensible (33,8%) que el andlisis de meconio (16,6%). No
obstante, ambos métodos fueron complementarios, ya que aunque el historial médico detecto
mas casos positivos a benzodiacepinas, el meconio también detectd casos no reportados en el
historial. Hasta la fecha solo se ha publicado otro estudio que compara meconio e informacioén
materna (obtenida a través de entrevista) para la deteccion de la exposicion a psicofarmacos
[57]. En este caso, el método mas sensible para la deteccion de neonatos expuestos
prenatalmente a sustancias fue la entrevista materna. Esta discrepancia con el método descrito
en esta Tesis Doctoral, como ya se explicd anteriormente, puede deberse a un consumo

esporadico no detectado en el meconio. En cuanto a la comparativa entre ambos métodos de

100



5. Discusion

deteccion, en el estudio incluido en esta Tesis Doctoral los resultados del analisis de meconio
y del historial médico fueron concordantes en el 60% de los casos para los antidepresivos y en
40,4% para las benzodiacepinas, similar a los resultados reportados por Cortés et al. [57]

(58,6%).

Por tanto, es de vital importancia que la entrevista materna vaya acompanada del

andlisis del meconio, ya que permite detectar los casos en los que la madre niega el consumo.

5.3.2. Meconio vs. Pelo materno

Ademas de la entrevista materna, otro método frecuentemente utilizado a la hora de
detectar el consumo de sustancias durante el embarazo es el pelo materno, el cual presenta
numerosas ventajas (amplia ventana de deteccion, recoleccion facil y no invasiva,
almacenamiento a temperatura ambiente). No obstante, su gran inconveniente es que su analisis
no ofrece informacion directa sobre la exposicion fetal, por lo que el andlisis del meconio se
presenta como una alternativa muy interesante. Comparar los resultados obtenidos en el analisis
de meconio con los observados en el analisis de pelo materno permite evaluar la utilidad del
meconio en la identificacion de la exposicion intrattero a drogas y/o sustancias de abuso. Al
realizar dicha comparacion los resultados deben ser analizados con “cautela” ya que hay
multiples factores que pueden contribuir a las diferencias encontradas entre ambas muestras
bioldgicas como son: las propiedades fisiologicas de las muestras, el paso a través de la placenta

del analito de interés o la sensibilidad de la metodologia analitica [55].

En el Articulo 3 de esta Tesis Doctoral el pelo materno fue mas sensible que el
meconio para la deteccion de los antidepresivos (24,8% de casos positivos frente a 5,5% en
meconio), mientras que para las benzodiacepinas ambas muestras presentaron una sensibilidad
similar (15,8% para el pelo y 16,6% para el meconio). Solo existe otro articulo en el que se
comparen estas muestras bioldgicas para los psicofarmacos presentes en esta Tesis Doctoral,
un estudio de Cortés et al. [57] en el que ambas muestras bioldgicas presentaban similar
sensibilidad a la hora de detectar la exposicion a farmacos psicoactivos (1,7% de casos positivos
en las muestras de pelo materno y 1,2% en meconio). En cuanto a la comparativa entre ambas
muestras, en 6 de los 8 casos en los que el meconio fue positivo a antidepresivos el pelo fue
positivo en algiin segmento, sin embargo para las benzodiacepinas solo en 9 de los 24 casos en

los que el meconio fue positivo, el pelo también lo fue. Mientras que en el estudio de Cortés et
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al. [57] en todos los casos con muestras positivas en meconio el pelo fue positivo en el segmento

correspondiente al segundo y/o tercer trimestre.

Se han publicado otros estudios que comparan el analisis del meconio y del pelo
materno para la determinacién de la exposicion prenatal a otras drogas y/o sustancias de abuso
[57,64,80-84]. En la mayoria de estos trabajos se observo que el meconio solo era positivo si el
pelo materno también lo era [57,81-84]. En cuanto a la comparativa entre ambos métodos, el
estudio realizado por Ostrea et al. [64] presentd concordancia significativa (p <0,001) entre el
meconio y el pelo materno para detectar la exposicion intrautero a cocaina y opiaceos, pero no
para THC (p=0,136). Ademas encontraron porcentajes similares de positivos en ambas
muestras: 68,7% vs. 78% para la cocaina, 32,2% vs. 33,9% para los opidceos y 10,2% vs. 13,6%
para el THC. En un estudio posterior Ostrea et al. [80] compararon varias muestras maternas
(pelo y sangre) y neonatales (pelo, sangre del cordéon umbilical y meconio) para detectar la
exposicion fetal a pesticidas ambientales, observando que el meconio fue la matriz mas sensible
y que cuando éste se combind con el analisis del pelo materno la deteccion de exposicion

prenatal a pesticidas aumento en casi dos veces.

Por tanto, se puede concluir que, aunque el pelo materno permite la deteccion del
consumo de sustancias de abuso en todas las etapas del embarazo, el analisis del meconio
permite obtener informacion directa sobre la exposicion fetal a dichas sustancias. Por ello, el
analisis complementario de ambas muestras dara una imagen global del consumo de drogas y/o

sustancias de abuso durante el embarazo.

5.4. EFECTOS DE LA EXPOSICION A SUSTANCIAS DE ABUSO DURANTE LA GESTACION

Los efectos negativos de la exposicion a drogas y/o sustancias de abuso durante la gestacion
pueden producirse sobre la mujer embarazada (problemas obstétricos), o sobre el feto
(teratogénesis, aborto, retraso del crecimiento) o sobre neonato en el momento del nacimiento
e incluso en etapas posteriores de su vida (nifiez). Esta Tesis Doctoral se centr6 en los efectos
detectables sobre el neonato en el momento del nacimiento, es decir, se estudido como afecta el
consumo de tabaco (Articulo 1) y psicofarmacos (Articulo 3) durante el embarazo a los
principales parametros antropométricos neonatales (peso, longitud y perimetro craneal al nacer)
y a la puntuacién en el test de Apgar. No se han podido realizar estudios sobre los efectos de la

exposicion prenatal a NPS debido a que no se detectaron muestras positivas a estas sustancias
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de abuso. Es de gran importancia, no obstante, tener en cuenta otros factores que pueden afectar
a dichos parametros, como son la diabetes gestacional, la edad gestacional, el sexo del recién
nacido y la exposicion a otras drogas de abuso. En ambos estudios se observo que solo el sexo
y la prematuridad afectaban a las medidas antropométricas neonatales. Como los prematuros se
distribuian por igual entre los grupos de expuestos y no expuestos, se excluyeron del estudio.

En cuanto a la influencia del sexo, los casos se analizaron por separado para nifios y nifias.

En el Articulo 1 (exposicion prenatal a tabaco) se observo que para los varones solo el
peso de los recién nacidos expuestos al tabaco fue significativamente menor al de los no
expuestos (p=0,023). En el caso de las mujeres las diferencias fueron significativas tanto para
el peso como para la longitud (p=0,001). Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sobre
la influencia del bajo peso al nacer de los neonatos expuestos prenatalmente a tabaco coinciden
con la mayoria de estudios previos [35,40,62,78,79,85]; de igual manera ocurre con la
puntuacion en el test de Apgar, ya que ni en el presente estudio ni en el de otros autores
[39,62,78] se encontraron diferencias significativas entre expuestos y no expuestos. Todo lo
contrario ocurre con la longitud y el perimetro craneal, ya que los resultados de esta Tesis
Doctoral no coinciden con los observados en la mayoria de estudios previos, en los que no se
observaron diferencias significativas para la longitud [39,62,77,85], pero si para el perimetro
craneal [39,62,78,85]. Estas diferencias entre los resultados de esta Tesis Doctoral y los de otros
autores pueden deberse a que solo en el presente estudio se estudiaron las medidas de
crecimiento neonatal seglin el sexo del recién nacido. Asimismo, para descartar la influencia de
otras drogas y/o sustancias de abuso en las medidas antropométricas neonatales, se reevaluaron
los casos excluyendo los positivos a dichas sustancias. Solo las diferencias en el peso de las
nifias siguieron siendo significativas (p=0.045), lo que confirma que, como se menciond
anteriormente, es importante tener en cuenta numerosos factores como la exposicion prenatal a

otras drogas a la hora de realizar este tipo de estudios.

En el estudio de los efectos del consumo de psicofarmacos durante el embarazo sobre las
medidas antropométricas neonatales, todos los trabajos publicados utilizaron como criterio de
positividad los resultados de la entrevista materna y/o del historial médico de la madre [86-92].
Por ello, cabe destacar que el trabajo descrito en esta Tesis Doctoral (Articulo 3) es el primero,
hasta la fecha, en realizar dicho analisis usando como criterio de positividad los resultados en
meconio. En la casuistica de dicho trabajo no se encontraron diferencias significativas para

ninguno de los parametros estudiados. Estos resultados concuerdan con los observados por

103



ANGELA LOPEZ RABUNAL

otros autores para antidepresivos [86,88,90,91], pero no con los estudios realizados sobre la
influencia de las benzodiacepinas [87,88,91,92]. No obstante, al excluir los casos positivos a
drogas de abuso se encontro que el peso al nacer era significativamente menor en los nifios
expuestos a benzodiacepinas que en los no expuestos (p=0,016), resultado que si coincide con

el de otros autores [87,88].

Por tanto, en lineas generales, no se observo una clara afectacion de los parametros
antropométricos en los neonatos expuestos a las sustancias de abuso y/o farmacos estudiados
en esta Tesis Doctoral. No obstante, el nimero de casos estudiados es limitado, por lo que seria
recomendable realizar mas estudios al respecto para poder obtener unas conclusiones mas

solidas.
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6. CONCLUSIONS

Three sensitive and specific LC-MS/MS analytical methods for the determination of
nicotine and its main metabolites, benzodiazepines, antidepressants and most of their
main metabolites, and six common synthetic cathinones in meconium were developed
and fully validated with satisfactory results. The LOQs ranged from 1 to 20 ng/g,
depending on the analyte.

The developed methods showed to be clinically applicable, as it was possible to detect
fetal exposure to tobacco and/or psychoactive drugs during pregnancy in real
meconium specimens. Meconium analysis primarily reflects third trimester in utero
drug exposure.

Meconium analysis showed to be more sensitive than maternal interview to detect
tobacco in utero exposure. Regarding psychoactive drugs, for antidepressants the
sensitivity was the same for both detection methods, while for benzodiazepines medical
records were more sensitive than meconium analysis.

Maternal hair was more sensitive than meconium for the detection of in utero
psychoactive drugs exposure. Nevertheless, meconium detected some cases for which
maternal hair was negative, so both biological matrices seem to be complementary. In
addition, as meconium analysis allows the detection of direct fetal exposure to
psychoactive drugs, the analysis of both samples is advisable.

Effects of in utero exposure to the evaluated substances was not clear, being neonatal
weight the only parameter that was affected by some of the studied substances (tobacco

and benzodiazepines).
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7. ANEXOS

A continuacion se adjuntan los Anexos de esta Tesis Doctoral correspondientes a:

— Anexo 1. Material Suplementario de Articulo 1
— Anexo 2. Material Suplementario de Articulo 2
— Anexo 3. Material Suplementario de Articulo 3
— Anexo 4. Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

— Anexo 5. Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela.
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ANEXO 1. MATERIAL SUPLEMENTARIO
ARTICULO 1

Material Suplementario disponible en: https://doi.org/10.1093/jat/bkaa027
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ANEXO 2. MATERIAL SUPLEMENTARIO
ARTICULO 2

Material Suplementario disponible en: https://doi.org/10.1093/jat/bkaa012
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ANEXO 3. MATERIAL SUPLEMENTARIO
ARTICULO 3

Material Suplementario disponible en: https://doi.org/10.1007/s11419-021-00576-9
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MARIA DEL MAR YLLERA FERNANDEZ , PROFESORA TITULAR Y PRESIDENTA DEL
COMITE DE BIOETICA DE LA UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA,

INFORMA:

Que de acuerdo con lo establecido en el articulo 23 ( 2d )de la resolucién de 20 de diciembre de
2010, (B.O.E. del 21-12-10) por la que se convocan ayudas para la realizacion de proyectos de
investigacién y acciones complementarias dentro del Programa Nacional de Proyectos de
Investigacién Fundamental, en el marco del VI Plan Nacional de Investigacién Cientifica,
Desarrollo e Innovacién Tecnologica 2008-2011 el proyecto de esta Universidad titulado: “A
placenta e o cordén umbilical no estudo da exposicion intra-uitero a alcohol, drogas e
farmacos de abuso ” y del que es Investigador Principal el profesor/a de la Universidad D./Diia
Marta Concheiro Guisdn ha sido examinado por el Comité de Bioética de esta Universidad,
reunido e] veintiseis de enero del presente afio, cumpliendo en su protocolo experimental los
requisitos exigidos.

Y para que asi conste se expide el presente documento en Santiago de Compostela a veintiseis de
enero del afio dos mil once.
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