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“O mistério das coisas? Sei ld o que é mistério!

O tinico mistério é haver quem pense no mistério.
Quem estd ao sol e fecha os olhos,

Comega a ndo saber o que é o sol

E a pensar muitas cousas cheias de calor.

Mas abre os olhos e vé 0 so,

E jd ndo pode pensar em nada,

Porque a luz do sol vale mais que os pensamentos
De todos os filésofos e de todos os poetas.

A luz do sol ndo sabe o que faz

E por isso ndo erra e é comum e boa.”

Fernando Pessoa
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Resumo

Nos ultimos anos, houbo un aumento significativo no uso de matrices bioldxicas
alternativas no campo da Toxicoloxia Clinica e Forense. Estas matrices complementan a
informacidn obtida mediante a andlise de matrices tradicionais coma o sangue e a urina, e
ofrecen unha toma de mostra menos invasiva e mais sinxela. O pelo, en particular, destaca coma
unha alternativa moi Util debido & sUa extensa venta de deteccién, que pode abarcar meses ou
incluso anos. Isto permite levar a cabo estudos retrospectivos do consumo e establecer perfis
cronoldxicos.

Un dos inconvenientes desta mostra é a dificultade para asegurar a existencia dun cese do
consumo recente, xa que as drogas de abuso poden seguir incorporandose ao pelo durante un
tempo, tralo inicio da abstinencia. Isto ocasiona importantes problemas aos pacientes en
periodos de deshabituacion, moitas veces inmersos en procesos xudiciais polos que deben
demostrar a sta abstinencia. Por isto, o principal obxectivo desta Tese Doutoral foi analizar
mostras de pelo de persoas adictas cronicas as principais drogas de abuso (cocaina, opiaceos, e
cannabis) que iniciaron un proceso de deshabituacion, para cofiecer o periodo no cal a droga
deixa de aparecer no cabelo, e tras o cal se pode afirmar que o resultado da andlise da mostra é
totalmente negativo. As probas corresponden a pacientes nun programa de rehabilitacion de
drogas, que comezaron a abstinencia no momento da primeira toma de mostra. Cada suxeito
proporcionou mostras de pelo en intervalos de 2 meses, desde o seu ingreso no programa ata
0s 6 meses.

Desenvolvéronse e validaronse dous métodos analiticos (un para determinacién de
cocaina e opiaceos, e outro para a determinacion de cannabinoides) o suficientemente sensibles
e especificos xa que, por unha parte a cantidade de mostra dispofiible non sempre é moi
abundante e, por outra, ao estudar a eliminacidon das drogas no cabelo, as cantidades destas
encontradas foron baixas. A técnica analitica empregada foi o GC-MS, debido & sua alta
resolucidn e sensibilidade.

Os resultados obtidos demostran que, tanto para cocaina como para opiaceos, son
necesarios 6 meses para poder asegurar a sua completa desaparicion do pelo, polo que un
resultado positivo obtido neste periodo no necesariamente obedece a una recaida no consumo
da droga estudiada.
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Introducion

1. Anadlise de pelo en Toxicoloxia Forense

A Toxicoloxia Forense representa un conxunto de disciplinas orientadas a axudar na
deteccién e interpretacién de drogas e substancias toxicas con fins médico-legais. A sua
aplicacion evolucionou substancialmente nas ultimas décadas e converteuse nunha
especialidade forense principal que require persoal experimentado con altas habilidades
analiticas no uso das técnicas instrumentais, e con criterio para adaptar unha investigacién e
ofrecer unha visién da posible importancia dos resultados.

A analise de mostras bioldxicas converteuse nun elemento fundamental na identificacién
e no tratamento do abuso de drogas. A urina e o sangue contintian sendo as matrices bioldxicas
principais, debido a que a incorporacién de substancias estupefacientes nestes fluidos foi
amplamente estudada e a avaliacion e interpretacion dos resultados é unha practica habitual
nos laboratorios de toxicoloxia. Porén, nos ultimos anos comezouse a empregar matrices
alternativas que presentan numerosas vantaxes en comparacion coas mostras tradicionais. Isto
logrouse grazas aos avances recentes de técnicas analiticas altamente sensibles, que permiten o
uso de matrices nas que se dispdn pouca cantidade de mostra e con baixas concentracions de
analito [1].

No que concirne as mostras bioléxicas alternativas, o pelo comezou a ser utilizado como
mostra bioléxica xa nos anos sesenta, cando os avances na quimica analitica facilitaron a andlise
de arsénico en fibras de cabelo da cabeza tomadas de Napoledn | despois da sia morte en Santa
Helena, iniciando unha longa controversia sobre o que significaban realmente os resultados
obtidos [2]. Anos mais tarde, concretamente en 1979 publicouse o primeiro traballo sobre o uso
do cabelo para detectar o consumo de drogas; mediante a técnica de radioinmunoensaio (RIA),
Baumgartner e colaboradores puideron identificar a morfina no pelo dos consumidores de
heroina [3]. A recollida da mostra de forma sinxela e non invasiva, a ampla venta de deteccién
de drogas e a maior estabilidade post mortem da matriz do cabelo en comparacién coas matrices
cldsicas como o sangue ou urina, contribuiron ao desenvolvemento e refinamento de
metodoloxias analiticas especificas.

No ano 1995 fundouse a Society of Hair Testing (SoHT), cunha rede mundial de membros
involucrados na analise en pelo e que estableceu unha serie de directrices para orientar a analise
de todo tipo de xenobidticos (drogas, fdarmacos, hormonas, contaminantes ambientais, etc.) en
toxicoloxia clinica e forense [4]. E importante destacar que a SoHT establece os estdndares
analiticos para garantir o uso da mostra de pelo e a sda aceptacion como proba nun proceso
xudicial.

Para comprender e interpretar completamente os resultados das probas de cabelo, é
esencial que se tefla unha comprensién clara do mecanismo e dos factores que inflien na
incorporacion de drogas ao cabelo en crecemento, incluida a contaminacién e outros factores
que afectan & perda da droga incorporada. Neste apartado abordaranse as rutas de
incorporacion e a importancia do proceso de extraccidon da droga, para garantir unha mostra
representativa que permita a investigacién toxicoloxica, asi como as posibles limitacidns que
afectan a perda do analito en cuestion.
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1.1. Anatomia e fisioloxia do pelo

O obxectivo principal do cabelo humano é a proteccidén da superficie da pel de lesions e
axudar a regular a temperatura corporal. A fibra de pelo, visible sobre a superficie da pel, estd
formada por proteinas (65-95 % esencialmente queratina), auga (15-35 %), lipidos (1-9 %) e
minerais (<1 %), sendo a cuticula a capa protectora externa [5]. A estrutura externa do pelo esta
constituida pola envoltura, que abarca a maior parte da fibra do cabelo, e tamén contén células
da cuticula onde se encontra a melanina, o pigmento principal do pelo. A rexidon mdis interna é
a medula (Figura 1). O foliculo piloso encontrase a 3-4 mm por debaixo da superficie da pel e é
a estrutura clave responsable do crecemento do pelo. As células localizadas na rexién inferior do
bulbo da raiz tefien actividade mitdtica, e a queratinizacién ten lugar a medida que os
queratinocitos (células especializadas que producen a queratina) se desprazan cara a parte
superior do bulbo da raiz. En cambio na base do bulbo atépase a papila dérmica, onde se produce
o subministro do sangue [6].

Cuticula

Granulos de pigmento

Figura 1. Seccidn transversal do pelo (Elaboracién propia).

Existen diversos factores que afectan ao crecemento do cabelo, como son a idade, a fase
de desenvolvemento, o sexo, trastornos metabdlicos e xenéticos, a nutricidn ou os cambios
estacionais [7]. Este crecemento é un proceso ciclico impulsado polos cambios de actividade das
citoquinas e dividese en tres fases: andxena, cataxena e teléxena. A fase anaxena pode durar
varios anos e caracterizase pola divisién das células na base do foliculo piloso que da lugar ao
crecemento do cabelo, estimandose que o 85 % do pelo no coiro cabeludo atépase en fase
anaxena. A fase cataxena, con duracidn de varias semanas, é de transicidon, cesando a actividade
celular, polo que se encolle o foliculo piloso. A fase teldxena é de repouso xa que o foliculo piloso
estd inactivo e como consecuencia non hai crecemento do pelo. Esta ultima fase pode durar
varios meses e calculase que o 10-15 % do cabelo se atopa nela nun momento dado [8].

A SoHT recomenda considerar unha taxa de crecemento promedio de 1 cm por mes para
o pelo da cabeza. A zona occipital do coiro cabeludo ten a porcentaxe mais alta de foliculos en
fase anaxena e é a que presenta menor variabilidade na velocidade de crecemento, por esta
razén se recomenda tomar a mostra de pelo desta zona [4].
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1.2. Mecanismo de incorporacion das drogas no pelo

Os mecanismos exactos polos cales as drogas ou os analitos de interese se incorporan no
pelo, ademais dos factores que afectan & sta estabilidade, non se cofiecen na sua totalidade. E
posible que as drogas circulen polo corpo e se incorporen ao pelo durante periodos de actividade
metabdlica e divisidn celular, que equivale a fase andxena do ciclo. Non obstante, hai tres rutas
recofiecidas de adhesién das drogas, as cales son a incorporacién directa desde o sangue, desde
o sebo e a suor, e desde a contaminacion externa (Figura 2). Non estéa claro en que medida cada
unha destas rutas contrible 4 absorcién das drogas no pelo, pero o que si se sabe é que varia
dunha droga a outra [6].

Propuxéronse diferentes modelos para explicar estas rutas de incorporacion, dos cales o
mais sinxelo é a difusién pasiva das drogas directamente desde o sangue ao foliculo piloso. Coa
difusion pasiva, agardariase que a concentracidn das drogas en pelo fose proporcional 3
concentracion en sangue no momento da formacién do pelo. Non obstante, este modelo non
explica os diferentes perfis metabdlicos observados no pelo e no sangue. As drogas principais
detéctanse con menor frecuencia no sangue en comparaciéon cos metabolitos primarios
correspondentes, mentres que no pelo, a presencia da droga principal é mais comun [9].

E evidente que o pelo ten diferente capacidade de unién segundo o tipo de droga. O pKa
do analito, a sUa estrutura, tamafio, lipofilidade, capacidade de unidn a proteinas e afinidade
pola melanina son factores cofiecidos que afectan a velocidade de incorporacién [10]. As drogas
basicas, como as anfetaminas ou a cocaina, Unense ao pelo con maior facilidade que as drogas
acidas ou neutras coma os cannabinoides ou as benzodiacepinas. Isto é debido a que o pH do
plasma é 7.4, mentres que nos queratinocitos e melanocitos as condicidons son moito mais acidas
(pH = 3-6), polo que se favorece a incorporacién de drogas basicas a través do gradiente de pH.

Tamén se consideran outras rutas xa mencionadas, como son a través da suor e o sebo,
dado que ambas secrecidns bafian o foliculo e polo tanto tamén contriblden & incorporacién da
droga no pelo. Xeralmente o que se atopou a través destas vias, foi a droga sen metabolizar.

A terceira ruta de incorporacién a ter en conta é a contaminacién externa. Esta pode ser
debida & exposicion pasiva ao estar cerca de persoas que consomen drogas, o0 manexo directo
delas ou tocar superficies contaminadas. Segundo a condicion na que se atope a mostra de pelo,
(pode estar danada debido ao tratamento quimico, desgaste natural que afecte 4 sua
porosidade) a incorporacidon mediante esta ruta pode variar. Este é o principal motivo polo que
todos os laboratorios de toxicoloxia que analizan mostras de pelo, incorporen a sda rutina un
primeiro paso destinado a eliminacion de posibles restos de contaminacién externa da superficie
do pelo xa que, pola contra, o resultado da analise non seria valido. Este protocolo de lavado
inicial do pelo antes do proceso de extraccidn e analise, é fundamental para asegurara validez
do resultado. A SoHT aconsella diversas pautas para o lavado do pelo co fin de eliminar a
contaminacion externa [4].
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exposicion ambiental (Henderson, 1993; Kintz,
2012b; Tsanaclis et al. 2018)
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Figura 2. Rutas de incorporacion propostas da droga no pelo. (Adaptado co permiso de [10].
Copyright 2020 John Wiley & Sons, Ltd.)
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1.3. Limitacions do pelo como matriz biol6xica

E importante sinalar que o pelo empregado como matriz nas analises toxicoldxicas
presenta algunhas limitacidns. Entre elas destaca a dificultade da interpretacién dos resultados
da andlise, a causa das baixas concentracions da droga e/ou metabolito e a posibilidade de
interferencia/contaminacion, debido a que son mostras complexas. O pelo funciona como un
marcador de consumo crénico, pero non serve para avaliar un Unico consumo xa que as
concentracions serian demasiado baixas, e polo tanto indetectables. Outro inconveniente é que
a estimacién do tempo e o modo de exposicidn mediante a analise en pelo ainda presenta un
alto nivel de erro, xa que se o consumo se produciu recentemente (o mesmo dia ou uns dias
antes da analise), non serviria como mostra de estudo porque non se detectaria a droga. Polo
tanto non é posible determinar se un individuo se encontraba baixo o efecto dunha droga un dia
concreto; para iso seria necesario a andlise doutra matriz, como pode ser o sangue. Este erro de
estimacion do tempo é debido a varios factores: o ciclo de crecemento do pelo, xa que pode
variar dun individuo a outro; o mecanismo de incorporacién da droga que, anque principalmente
se incorpora 4 papila dérmica a través do torrente sanguineo, tamén pode ser a través da
secrecidn das glandulas sudoriparas e sebdceas ou da contaminacion externa; e posibles erros
na toma da mostra [11].

Por ultimo, pese a que se estdn realizando numerosos estudos para intentar correlacionar
a concentracion detectada en pelo e a dose consumida, actualmente non é posible extrapolar a
concentracion obtida, coa cantidade consumida, posto que existe unha gran variabilidade
interindividual na retencién das drogas [12]. Polo tanto, a pesar da sUa gran utilidade na
deteccion do consumo de drogas, a analise en pelo presenta desafios considerables que requiren
un enfoque coidadoso na sua interpretacion e aplicacién. Hai factores individuais, como a cor de
pelo, que inflien nos resultados debido a que a melanina pode reter en menor ou maior medida
a droga no pelo. Por iso, nos estudos con esta matriz, hai que ter en conta 4 hora de interpretar
os resultados, este tipo de variables individuais que fan que non sexa posible unha
estandarizacion na interpretacion dos resultados.

1.4. Aplicacions da analise en pelo en Toxicoloxia Forense

A andlise en pelo de substancias de abuso é importante na maioria das situacions clinicas
e toxicoloxicas forenses, tanto para avaliar a realidade da exposicion/intoxicacién como para o
estudo dun consumo nun periodo determinado.

A supervision do uso de substancias mediante a analise en pelo resulta moito mais sinxela
en comparacién con outras matrices bioldxicas convencionais, como o sangue ou a urina. No
caso do pelo so se require unha toma de mostra e unha analise, mentres que para o sangue e a
urina deben tomarse 2-3 mostras por semana. Estas matrices presentan unha venta de deteccion
mais limitada que o pelo, o que significa que consumidores esporadicos que intercalan periodos
de abstinencia, poderian dar resultados negativos nos controis.

Para obter maior informacion sobre o perfil cronoldxico de consumo de drogas de abuso,
pode realizarse a analise en pelo mediante segmentacion da mostra de estudo, polo que se
deberdn seguir os criterios de cut-off establecidos pola SoHT [4]. Como se explicou
anteriormente, non é posible establecer unha correlacion directa entre a cantidade de droga
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consumida e a concentracién detectada en pelo, non obstante, si é posible saber se consume

cantidades elevadas, moderadas ou baixas en droga. A continuacidn citanse os campos de

aplicacion mais habituais do pelo como matriz bioldxica na Toxicoloxia Forense:

Seguimento dos programas de desintoxicacién: O pelo proporciona informacion sobre
exposiciéon a drogas ao longo do tempo, polo tanto a stia analise pode ser util para
verificar historiais de consumo en calquera situacién na que se desexe realizar un
seguimento. Como se sinalou con anterioridade, a toma de mostra de pelo é menos
invasiva e a periodicidade das analises € menor que nas matrices tradicionais. Durante
estudos controlados, un usuario non pode ocultar o abuso de substancias, xa que a venta
de deteccion pode ser de meses. As vantaxes e desvantaxes da deteccion de droga en
pelo e urina preséntanse na Taboa 1. A andlise de cabelo permite un estudo
retrospectivo no que se require dividir o pelo en segmentos para poder medir o consumo
durante periodos de tempo madis curtos. A mostra ten que tomarse o mais cerca posible
do coiro cabeludo e hai que ter especial coidado en saber cal é o extremo que estd mais
cerca da raiz. Este tipo de estudos son habituais en programas de desintoxicacidn, para
verificar que o paciente mantén a abstinencia [13].

Taboa 1. Comparativa da analise en urina e en pelo

Urina Pelo
Drogas de abuso e Todos Todos
medicamentos detectados?
Compostos principais Metabolitos Droga orixinal
Venta de deteccidn 2-3 dias Meses, anos

Técnicas analiticas

Toma da mostra
Adulteracién

Conservacion

Inmunoensaio seguido
de GC-MS

+ [nvasiva

Posible

-20°C

Inmunoensaio seguido
de GC-MS

Non invasiva

Improbable®

Temperatura ambiente

3 S0 hormonas de dopaxe (EPO, GH, etc.) non se incorporan ao pelo

b Os tratamentos cosméticos poderian reducir concentracions

Control do abuso de alcohol: Dada a magnitude de problemas asociados ao alcohol, a
diagnose dun consumo excesivo ten especial relevancia desde o ambito médico e legal.
Os marcadores principais en pelo para a determinacion do seu consumo son o
etilglucurénido (EtG), os ésteres etilicos dos acidos graxos (FAAE)[14,15] e o sulfato de
etilo (EtS) [16]. A presenza de EtG no pelo estd asociada ao consumo excesivo de alcohol,
pero un resultado negativo non exclie de maneira inequivoca o abuso. Os FAEE tamén
se usan para monitorizar o uso excesivo, permitindo descartar o consumo social. Os FAEE
féormanse na presenza de etanol e acidos graxos libres, triglicéridos, lipoproteinas ou
fosfolipidos por unha FAEE sintasa que se encontra no figado e tamén na raiz do pelo. A
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cuantificacion de FAEE é de interese debido a que parece responder ao dano orgdnico
inducido polo alcohol. Hoxe en dia, os problemas principais na proba de EtG en pelo, son
se a mostra sufriu algun tratamento cosmético [17,18] e a preparacion da mostra, en
concreto na sua pulverizacion. Observaronse diferencias significativas nos resultados
segundo o tipo de corte aplicado [19].

Control de practicas de dopaxe deportivo: A Axencia Mundial Antidopaxe (WADA) e o
Comité Olimpico Internacional non considera o pelo como unha mostra vélida, anque na
maioria dos tribunais de xustiza si se soe aceptar como proba [5]. O pelo pode resultar
util para investigar falsos negativos en probas de sangue ou urina, e mediante andlise de
segmentos tamén se pode determinar a frecuencia do consumo. A urina, ademais dos
falsos negativos, ten outros dous problemas: a degradacién da mostra e a sua
adulteracion. Estes inconvenientes poden solucionarse en gran medida a través da
analise en pelo xa que sempre é posible obter unha mostra de pelo idéntica se a mostra
inicial se degradou; en cambio con urina non se pode obter unha mostra idéntica nun
momento posterior & primeira toma. Outra vantaxe do pelo é que permite diferenciar
entre o consumo de nandrolona, substancia prohibida, e outros 19 nonesteroideos, que
conducen aos mesmos metabolitos na urina. No pelo pode identificarse a identidade dos
compostos principais [20].

Renovacién do permiso de conducir: Nalguns paises, as persoas as que se lle denegase,
suspendese ou revocase a licencia de conducir debido & adiccién as drogas ou por
conducir “baixo a influencia”, poden obter o permiso unha vez que un comité médico
(mediante unha avaliacidon psicoldxica) confirme a abstinencia completa. Para
proporcionar probas obxectivas desta abstinencia cunha venta de deteccidén aceptable,
a andlise en pelo incorporouse nun grupo de probas clinicas, co obxectivo de determinar
calquera comportamento asociado 4s drogas nos suxeitos [21]. Ademais esta proba
permite realizar un estudo do historial de consumo a longo prazo, e para isto o nimero
e a frecuencia das anadlises redlcense con respecto a outras matrices como a urina.

Delitos cometidos baixo os efectos das drogas: O uso de drogas para modificar o
comportamento dunha persoa con fins criminais, non é un fenémeno recente. E mais,
actualmente percibese un aumento dos delitos de submisidn quimica (agresions sexuais,
roubos, etc.), o que causa unha gran alarma social. As drogas implicadas poden ser
sedantes como as benzodiacepinas (flunitrazepam, lorazepam, etc.), anestésicos (GHB,
ketamina), drogas de abuso (éxtase ou etanol) [22]. A sUa administracion podese realizar
furtivamente de maneira sinxela en bebidas en lugares de ocio. A maioria das
substancias citadas poslen propiedades amnésicas e, polo tanto, as vitimas tefien
menos capacidade para recordar con precision as circunstancias nas que ocorreu o delito
sexual [23]. Como xeralmente son de duracion curta, afectan 4 persoa rapidamente, pero
s6 durante unhas horas. Nestas situacions as probas de sangue ou incluso urina poden
non ser adecuadas, porque o corpo xa puido ter eliminada a substancia. Por esta razon,
a analise en pelo pode proporcionar evidencia de exposicidén previa [24]. De feito, a
analise de pelo é a Unica forma de documentar unha exposicion ao GHB cando a recollida
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Vi.

Vii.

viii.

de mostras bioldxicas ocorre despois de mais de 8 horas desde que ocorreu o delito
[25,26].

Exposicion infantil a drogas: Ainda que a deteccion de drogas no pelo dun neno mostra
de maneira indiscutible a manipulacién de drogas no entorno do neno, é dificil distinguir
entre a incorporacién sistémica no pelo despois da inxestion ou inhalacién e a
deposicidn externa no pelo do fume, o polvo ou superficies contaminadas [27]. Ademais,
demostrouse que as drogas poden incorporarse durante o embarazo no pelo do feto.
Hai estudos que demostran a transferencia a través da placenta, con acumulacién no
pelo fetal, polo tanto pédese evidenciar se houbo consumo por parte da nai a través da
deteccion da exposicion intrauterina a droga [28]. Esta exposicidon durante a xestacidn
pode desencadear unha serie de complicaciéns que afectan tanto 4 salde obstétrica,
cun aumento na incidencia de abortos e partos prematuros, como ao desenvolvemento
do feto, coa posibilidade de malformaciéns e un incremento da mortalidade prenatal
[29]. Ademais, pode ter repercusiéns na saude do neonato, cun aumento da mortalidade
e da morbilidade e a posibilidade de sufrir sindrome de abstinencia [30]. A longo prazo,
tamén pode influir no desenvolvemento fisico e psicoléxico do neno, provocando
dificultades de aprendizaxe e sintomas de hiperactividade. Polo tanto, resulta
fundamental a deteccidn temperd de neonatos expostos durante o embarazo, co
obxectivo de mellorar a atencidn prenatal e neonatal a través das intervenciéns médicas
e piscosociais oportunas [31].

Control laboral: Realizar probas de alcohol e drogas no entorno laboral é fundamental
para previr ou, cando menos, diminuir os accidentes laborais e aumentar a eficiencia. A
diferenza de Estados Unidos [32], en Europa non existe unha lexislacién especifica que
regule o control de consumo de substancias no lugar de traballo. Non obstante, alguins
paises europeos e empresas privadas estableceron criterios par supervisar aos
empregados. A mostra mais comunmente utilizada para avaliar o consumo de drogas é
a urina, anque nos ultimos anos implementaronse probas con fluido oral para respectar
a privacidade dos traballadores. A analise de cabelo emprégase principalmente na
seleccidn de persoal, en probas aleatorias, e para facer unha contraandlise tras obter un
positivo en urina ou saliva [33].

Andlise postmortem: Durante a realizacion dunha autopsia, € comun recoller cabelo
para axudar a determinar factores posiblemente relacionados coa causa da morte e
revelar o historial de consumo de drogas e medicamentos, e para iso é necesario realizar
unha anadlise por segmentos que permita obter o perfil cronoldxico. A identificacién de
patréns de abuso crénico pode explicar manifestacions fisioldxicas observables durante
a autopsia e, por conseguinte, axuda a establecer a causa da morte [34]. Ademais, esta
analise permite cofiecer o nivel e duracion do consumo de substancias que xeran
tolerancia e poden provocar unha sobredose tras periodos de abstinencia, coma no caso
dos opioides. Ademais, o historial de consumo rexistrado no pelo, aporta informacién
relevante sobre intoxicacions prolongadas, ou envelenamentos agudos. A analise do
pelo tamén pode ser util en casos de descomposicion avanzada cando non se dispdn das
matrices tradicionais [35].
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Exposicion a metais: A intoxicacion por metais pesados refirese & acumulacién de
calquera elemento con propiedades metalicas nos tecidos brandos do organismo e que
pode causar diferentes enfermidades e incluso a morte. Polo tanto, é crucial ter en conta
0s riscos asociados 4 sua toxicidade e realizar andlises pormenorizadas para poder levar
a cabo un tratamento de forma apropiada. Anque a intoxicacién por metais pode ser
debida a exposicion ambiental, laboral ou accidental, apenas existen diagndsticos na
practica clinica [36]. Dentro dos posibles sintomas, alguns son especificos a un metal en
concreto e outros son indistinguibles de outras enfermidades comuns. Por exemplo, as
nauseas, os vomitos, a diarrea e a dor abdominal son caracteristicas da maioria de
inxestions agudas de metais, mentres que durante a exposicion crdnica, os sintomas
poden non ser notorios na etapa inicial e vélvense mais graves a medida que pasa o
tempo, ao ser acumulables no corpo [37]. Metais pesados como o chumbo, o arsénico,
0 mercurio, o antimonio ou o talio son cofiecidos ao longo da historia debido ao seu uso
como velenos; isto débese as suas caracteristicas fisicas (indoros, insipidos, etc.) que fan
gue sexan indetectables a simple vista [38]. Anque actualmente existen metodoloxias e
instrumentacidns avanzadas para detectar facilmente a presenza de cantidades traza, as
matrices mais comunmente empregadas seguen sendo o sangue e a urina. Non
obstante, estes fluidos so reflexan a exposicién recente e non poden proporcionar un
rexistro retrospectivo. O pelo, en cambio, permite rexistrar unha posible exposicién que
tivese lugar nun intervalo de tempo pasado. Isto é debido a que os metais pesados se
incorporan desde o torrente sanguineo nas proteinas de queratina a unha taxa
relativamente constante, polo que se pode elaborar un perfil de distribucién e
xeralmente se correlaciona ben a dose e o tempo de exposicidon ao elemento [36].
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2. Drogas de abuso

A Organizacién Mundial da Saude (World Health Organization, WHO) emprega o termo
“droga” para describir calquera substancia, xa sexa natural ou sintética, que ao ser introducida
no organismo ten a capacidade de modificar unha ou varias das suas funcidns. Esta definicion
abarca un amplo rango de substancias quimicas que, de forma mais especifica, son as que tefien
a capacidade de alterar a funcién cerebral e o comportamento a través da activacidon ou
modulacion dos sistemas de neurotransmision e os circuitos de recompensa do cerebro.

Estas substancias poden clasificarse pola sua orixe (é dicir, como foi obtida), nas categorias
de produtos naturais, semi-sintéticos e sintéticos. En quimica forense, additase catalogar as
drogas segundo as consecuencias fisioloxicas do seu consumo e o efecto que producen sobre o
Sistema Nervioso Central (SNC). Isto da lugar a tres categorias [1]:

a. Substancias psicoestimulantes: Son estimulantes do SNC, polo que aceleran o
funcionamento cerebral, asi como o ritmo do sistema respiratorio e
cardiovascular. Ademais activan o estadio de vixilia e alerta. Como exemplos deste
tipo encdntranse a cocaina e as anfetaminas.

b. Substancias psicodislépticas: Son as que alteran o SNC, provocando alteracidns na
percepcion sensorial, chegando incluso a provocar alucinaciéns. Dentro deste tipo
incliense derivados anfetaminicos coma o 3,4-metilendioximetanfetamina
(MDMA), os derivados do cannabis ou a dietilamida do acido lisérxico (LSD).

c. Substancias depresoras do SNC: Son as que provocan sensacion de benestar,
analxesia, xerando unha diminucién da capacidade motora e freando o
funcionamento cerebral. As substancias mais consumidas deste tipo son o alcohol
etilico, os opidceos e as benzodiacepinas.

O consumo de drogas refléxase no organismo mediante sintomas de estimulacion ou
depresion, o que pode ocasionar cambios repentinos na percepcién do entorno [39]. As
substancias que xeran efectos de relaxacién, euforia e desinhibicion son propensas a ser
consumidas en exceso, o que conduce a unha maior dependencia no individuo. Denominanse
“drogas de abuso” cando se produce un consumo repetido e/ou crénico que pode levar ao
desenvolvemento da dependencia, caracterizada por cambios neuroadaptativos no cerebro que
resultan na compulsién por consumir a droga; a incapacidade para controlar o consumo a
pesares de que o suxeito sabe que ten un problema social, laboral, psicoldxico ou fisico; e a
aparicién de sintomas de abstinencia cando se interrompe o consumo [40].

Ao longo dos anos, diversas organizacions encargadas de supervisar o consumo destas
substancias, observaron un aumento ou unha lixeira estabilizacion na sua prevalencia, pero
nunca unha diminucion notable, a pesares das politicas aplicadas para previr e desintoxicar en
diferentes paises.
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No contexto internacional, os controis sobre drogas establécense a través de tres tratados

das Nacidns Unidas:

A Convencién Unica sobre Estupefacientes de 1961: Este tratado ten como obxectivo
loitar contra o abuso de drogas mediante o control da producién, distribucién e uso de
estupefacientes. Clasifica as substancias en catro categorias segundo o seu uso médico
e o seu potencial de abuso.

A Convencion sobre Substancias Psicotropicas de 1971: Este tratado aborda a regulacion
das substancias psicotrdpicas, que inclien aquelas que poden afectar aos procesos
mentais e do comportamento. Establece ademais controis sobre a fabricacion, comercio
€ uso.

A Convencién contra o Trafico llicito de Estupefacientes e substancias Psicotrdpicas de
1988: Este tratado céntrase na cooperacién internacional para previr e loitar contra o
trafico de drogas. Promove medidas para fortalecer a aplicacidn da lei, a extradicién dos
delincuentes e a cooperacién internacional en investigacidn e axuizamentos.

Os paises signatarios destes tratados son responsables de aplicar medidas de control a

través da sua lexislacion nacional [41]. Na Taboa 2 modstrase de forma resumida as listas de

clasificacidn das Convencidns Internacionais sobre a fiscalizaciéon de drogas [42].
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Taboa 2:

Convencions Internacionais sobre a fiscalizacién das drogas.

Convencién unica sobre substancias Estupefacientes de 1961

Listal

Lista Il

Lista III

Lista IV

Substancias moi
adictivas e precursores
de converterse en
estupefacientes, e que
son de probable uso
indebido

Substancias
menos adictivas e cuxo
uso indebido é menos
probable que as da Lista
I

Preparados que
contefien una cantidade
Baixa de compostos da
Lista I e/ou II, e son
pouco susceptibles de
uso indebido

Estupefacientes
(tamén clasificados na
lista I) perigosos por
propiedades adictivas, e
escaso ou ninguin valor
terapéutico

Cannabis, opio, Codeina <2.5 % codeina, Cannabis,
heroina, metadona, <0.1 % cocaina heroina
cocaina, oxicodona
Convencién sobre Substancias Psicotrépicas de 1971
Listal Lista Il Lista III Lista IV
Estupefacientes Estupefacientes Estupefacientes Estupefacientes

que presentan un alto
risco de uso indebido e

que presentan un risco
de uso indebido e que

que presentan un risco
de uso indebido e que

que presentan un risco
de uso indebido e que

que constitien unha constitien unha ameaza constitien unha ameaza constitien unha ameaza
ameaza especialmente grave para a salude grave para a saude menor para a sadde
grave para a saude publica, cun valor publica, cun valor publica, con alto valor
publica, con escaso ou terapéutico de baixo a terapéutico de terapéutico
ningun valor terapéutico moderado moderado a alto

MDMA, catinona, Anfetaminas, Barbituricos, Benzodiacepinas
LSD dronabinol buprenorfina

Convencion contra o trdfico ilicito de estupefacientes e substancias psicotrdpicas de 1988

Taboal

Taboa II

Precursores de substancias psicotrdpicas,
como efedrina, piperonal, safrol, acido fenilacético,

Unha ampla gama de reactivos e disolventes

que se poden usar na producién

ilicita de

acido lisérxico e algun reactivos clave usados para a
conversion de morfina en heroifna, asi como o
permanganato potasico, usado na extracciéon de
cocaina

estupefacientes e substancias psicotrépicas, pero
tamén tefien usos industriais ilicitos estendidos,
como acetona, éter etilico, tolueno e acido sulftrico
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2.1. Epidemioloxia do consumo de drogas

O consumo de drogas de abuso foi un problema que perdurou ao longo da historia da
humanidade, e continda estando vixente cun aumento de consumidores cada ano. Dada a
importancia desta problematica, existen diversos organismos que fan estudos periddicos da
evolucién do consumo de substancias. A nivel mundial, a United Nations Office on Drugs and
Crime (UNODC) elabora anualmente o World Drug Report no que, segundo o ultimo publicado
en 2023 [43], o uso de drogas continda sendo elevado. En 2021, estimase que 296 milléns de
persoas do total da poboaciéon mundial consumiu algun tipo de substancia, representando un
aumento de consumidores do 23 % con respecto a 2011. O cannabis destaca como a droga mais
usada, con arredor de 219 millédns de usuarios a nivel mundial, seguido de anfetaminas (36
milléns), opiaceos (31.5 milléns ), e cocaina (22 milléns).

Respecto a Europa, o European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
(EMCDDA) elabora un informe anual en base aos datos proporcionados polos paises membros
da Unién Europea (UE), Turquia e Noruega. O ultimo informe publicado, do 2022, estima que
aproximadamente 83.4 millons (29 %) dos adultos (entre 15 e 64 anos) na UE consumiu algunha
vez unha droga ilicita. O cannabis segue sendo a substancia mais consumida, ao igual que a nivel
mundial, cun 7.7 % de prevalencia de consumo na poboacién adulta durante o ultimo ano.
Ségueo a cocaina (1.2 %), o éxtase (0.9 %) e as anfetaminas (0.7 %). No caso dos opioides, ainda
gue a prevalencia de uso é menor que as demais drogas mencionadas, representan o maior parte
dos danos atribuidos ao consumo de drogas ilegais. Isto obsérvase en que no 74 % das
sobredoses mortais estaban presentes os opioides [44].

En Espafia, o Observatorio Espafiol de las Drogas y las Adicciones (OEDA) desde 1995
realiza unha enquisa bianual, Encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES) e os
resultados recéllense nun informe elaborado polo OEDA. No ultimo informe de 2023 [45], no cal
os datos corresponden a 2022, o cannabis é a droga con maior prevalencia (10.6 %), seguido da
cocaina (2.3 %), éxtase (0.8 %), anfetaminas (0.6 %) e opioides (0.1 %). Se se comparan estes
datos coa media europea, tanto o cannabis como a cocaina tefien unha prevalencia
significativamente superior.

A gran maioria de consumidores de cannabis son ocasionais, non obstante, nunha
considerable proporcién de casos o patrén de consumo aumenta o risco de padecer efectos
nocivos sobre a propia saude, desenvolver dependencia, etc. En 2022, prevalencia deste
consumo problematico foi do 1,9 % permanecendo estable desde ou cunha pequena diminucidon
desde 2013.

En canto & cocaina, nos ultimos anos obsérvase unha pequena diminucién ou
estabilizacidn na prevalencia anual de consumo na poboacion entre 15 e 64 anos (3 % en 2007
a2.3%no 2022).

A heroina mostra unha tendencia a estabilizacién (0.1 % de prevalencia) desde 1999.
Segundo se pode observar nos usuarios nos pacientes admitidos a tratamento por consumo de
heroina en 2021, a via de administracion predominante é a pulmonar (fumada) (87.1 %), seguida
da intranasal (5.6 %), e a intravenosa (5.0 %). O porcentaxe da via intravenosa continda
descendendo respecto a anos anteriores, sendo o dato do 2021 o mais baixo da serie histdrica.

E importante ter en conta o policonsumo ao estudar a prevalencia das diferentes drogas,
pois este patrdn potencia os efectos de unhas sobre outras, reforzando a adiccidn, interferindo
no diagndstico e dificultando o tratamento. En 2022, 0 40.9 % da poboacidn entre 15 e 64 anos
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declarou haber consumido duas ou mais substancias, sendo o alcohol a mais habitual (94.4 %)
nos policonsumos, seguida do cannabis (61.4 %).

En virtude de tédolos datos obtidos sobre o consumo de drogas tanto a nivel estatal como
internacional, na presente Tese vanse estudar as substancias ilicitas con maior prevalencia e/ou
dano xerado na sociedade: cannabis, cocaina e opiaceos.

2.2 Cocaina
2.2.1. Aspectos xerais

A cocaina é un alcaloide que se encontra en diversas plantas do xénero Erythroxilum
conecidas como plantas de coca, e que soe crecer como arbusto en climas tropicais en América
do Sur, especialmente na rexion dos Andes (a 500-2000 metros sobre o nivel do mar). A altitude
e outros factores determinan a porcentaxe de cocaina presente na folla da planta, que soe ser
arredor do 0.3-1 % [46].

A pasta de coca fabricase mediante a maceracidon das follas da planta de coca nun
disolvente organico e en acido sulfurico, contendo esta unha variedade de alcaloides, entre eles
0 50-85 % de cocaina e impurezas téxicas. O seguinte paso no tratamento é engadir acido
clorhidrico & pasta de coca do cal se obtén clorhidrato de cocaina. Da colleita de 100 kg de follas
de coca pode producirse arredor de 1 kg de pasta base e 800 g de clorhidrato [42].

A cocaina é unha droga psicoactiva que se leva consumindo desde hai 2000 anos. Ainda
habendo numerosos informes sobre a sua toxicidade despois de que se lograse por primeira vez
a sUa extraccidn da planta durante o século XIX, non foi ata 1914 cando o seu uso comezou a
verse como un grave problema. Actualmente continta tendo algin uso médico como anestésico
local en cirurxias de garganta, oido ou nariz (uso tépico de disoluciéns da sal de hidrocloruro), e
en procedementos oftalmoldxicos [1].

Segundo o ultimo informe da UNODC [43], a nivel mundial estase experimentando un
aumento tanto na oferta como na demanda de cocaina. O cultivo de arbustos de coca cubriu
315000 hectdreas en 2021, alcanzando niveis récord de producién. En canto @ demanda, os
usuarios foron aumentando de forma constante, en parte debido ao crecemento demografico
global, e agravado polas taxas de prevalencia crecentes das Ultimas dias décadas (do 0.32 % en
2004 a0 0.42 % en 2021).

2.2.2. Estrutura e farmacoloxia

A cocaina ou metilbenzoilecgonina é un éster do acido benzoico e do amino alcohol
metilecgonina, que contén tropina, relacionada quimicamente coa atropina. A cocaina é
estruturalmente diferente a outros anestésicos locais debido a tropina, pero é similar en canto a
gue contén unha rexién hidrofébica (anel bencénico) e outra hidrofilica (amina terciaria). O
enlace éster hidrolizase rapidamente, feito que contribule a que o composto tefia unha corta vida
media [1].
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Como se mencionou anteriormente, a cocaina ten usos médicos como anestésico local
por via tdpica. Clinicamente, o seu mecanismo de accidn mais importante radica na capacidade
para bloquear a iniciacién dos impulsos nerviosos ao diminuir a permeabilidade da membrana
axonal aos idns de sodio e, desta forma aumentar o limite necesario para xerar un potencial de
accién. Por outro lado, a cocaina ten accions adicionais que a fan Unica entre os anestésicos
locais, que son a capacidade para bloquear a recaptacion dos neurotransmisores norepinefrina,
dopamina e serotonina. A norepinefrina é a responsable dos efectos adrenérxicos clasicos
observados co consumo da cocaina, que inclien a midriasis, vasoconstriccidn, hipertensién e
taquicardia. Os efectos desexados producidos pola dopamina son os que producen a euforia
intensa, enerxia psiquica, excitacion sexual intensificada e a elevacidn do estado de dnimo. As
consecuencias non desexadas son a paranoia, alucinacidns e a disforia [39,47].

Demostrouse que o consumo repetido de cocaina produce tolerancia aguda, o que
conduce a un esgotamento da dopamina e unha resposta diminuida. Tamén se pode producir o
efecto contrario debido a cambios nos receptores, e o adicto presentaria unha sensibilizacién ao
consumo [48].

O uso crénico de cocaina, aparte das alteracidns psiquiatricas, inclden a rinitis (con posible
perforacion do tabique nasal), axitacién, convulsions, comportamento violento, percepcién
alterada, taquicardia, disnea, e comportamento hiperquinético. A droga pode danar as arterias
cerebrais e un episodio hipertensivo agudo despois dunha soa dose nun usuario crénico pode
provocar a rotura dos vasos cerebrais. Ademais, a toxicidade cardiovascular que provoca o uso
crénico, pode dar lugar a diversas cardiomiopatias [1].

2.2.3. Formas de abuso

As vias de administracion da cocaina son de especial relevancia porque van a condicionar
a actividade farmacoldxica asi como o grao de adiccidn a droga. A via intravenosa é a Unica que
proporciona unha biodispoiibilidade da droga do 100 %. No caso das vias intrapulmonar e
intranasal a biodispofiibilidade é bastante variable, non obstante, son as formas de consumo
mais habituais porque os efectos da droga son intensos e inmediatos. A sensacion de euforia
correlacidnase coa concentracién de cocaina no corpo estriado, unha rexion do cerebro que esta
implicada no control da motivacién e a recompensa. Despois da administracion intravenosa ou
intrapulmonar, a resposta euférica ocorre entre 1 e 5 minutos, alcanzando o punto maximo en
8-12 minutos e cunha duracidn total de 30 minutos. Mentres que pola via intranasal os efectos
son mais atenuados pero tamén prolongados: o punto maximo de euforia alcdnzase aos 15-30
minutos e os efectos soen durar varias horas [1,49].

2.2.4. Metabolismo e eliminacion

A cocaina metabolizase rapidamente no figado, mediante a hidrélise do grupo éster
alquilico a benzoilecgonina (BEG), e do éster fenilico a ecgonina metil éster (EME), ambas
hidrélises por accion das metilesterasas e a benzoilesteras hepaticas. Tanto BEG como EME
seguen metabolizandose ata ecgonina, pero o metabolito mais empregado como marcador de
consumo da cocaina é a BEG. Ademais, se a cocaina se consume con etanol, tamén se pode
observar o cocaetileno (CE), producido pola transesterificacién da cocaina con etanol (Figura 3).
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Esta conversidn ocorre 3.5 veces mais rapido que a conversion de cocaina a BEG, o que fai que
aumente a sUa toxicidade [50].

A excrecion da cocaina e dos seus metabolitos ocorre case exclusivamente a través da
urina, sendo a taxa de eliminacién da droga proporcional 4 concentracién plasmatica. Despois
dunha dose Unica de cocaina, recupérase entre o 64 % e o 69 % na urina en 3 dias,
independentemente da via de administracién. So unha pequena fraccion do excretado seria
metilbenzoilecgonina, a maior parte serd BEG (26-54 %) e EME (18-41 %). Datos post mortem
suxiren que, co consumo crénico, as concentracions de cocaina en urina son moito mais altos do
gue se agardaria segundo os datos farmacocinéticos [1,49].

Para que a cocaina sexa detectable no pelo necesitanse de 4 a 5 dias desde que foi
inxerida. Os principais analitos que se determinan en pelo son a propia cocaina, e para minimizar
problemas de contaminacién ambiental e demostrar o consumo tamén se analiza a BEG e o CE
[50].

COCAINA
B
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0
0 i BENZOILECGONINA 0
—N Q —nN /
Q
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[} OH
COCAETILENO ECGONINA METIL ESTER

Figura 3. Estrutura quimica da cocaina xunto co seu metabolito maioritario (BEG), e algin dos
derivados (CE, EME). (A) Transesterificacion hepatica; (B) Hidrélise do éster alquilico; (C) Hidrdlise do
éster fenilico.
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2.3. Opiaceos
2.3.1. Aspectos xerais

O opio é unha substancia natural que se obtén da durmideira, Papaver somniferum,
cultivada durante séculos debido as suas propiedades medicinais e recreativas [51]. Mediante o
procesamento do opio extraense alcaloides psicoactivos con efectos analxésicos cofiecidos como
opidceos. Alguns dos compofientes maioritarios do opio con propiedades farmacoldxicas
especificas son os seguintes derivados fenantrénicos: morfina (10 -15 %), codeina (0.5-2.5 %) ou
a tebaina (0.2-1 %) [1].

A morfina, illada por primeira vez en 1804 por Friedrich Sertiirner, é o alcaloide principal
do opio a partir do cal se desenvolveu a sintese de moitos analxésicos opioides semisintéticos
[1]. O termo opioide engloba tanto aos opidceos alcaloides naturais procedentes da planta
durmideira, asi como os semisintéticos preparados a partir do opio, e os sintéticos que imitan os
efectos farmacolodxicos da morfina [41]. A codeina obtense mediante a metilacién da morfina.
Tratase dun analxésico de potencia bastante baixa que se soe empregar en combinacion con
outros analxésicos non opioides [52].

A heroina (diacetilmorfina) é un opioide semisintético producido por primeira vez en 1874
a partir da morfina, e estivo dispofiible en 1898 como preparado farmacéutico con propiedades
analxésicas e supresoras da tose [1]. Non obstante, mais tarde descubriuse que a heroina se
metaboliza no corpo para transformarse en morfina, cun potencial adictivo significativo. A
medida que ser recofieceron os seus riscos para a saude, a heroina foi retirada do mercado como
medicamento nas primeiras décadas do século XX, pero o seu uso ilicito persistiu desde a década
dos 70 ata a actualidade [53,54]. Os opioides contindan sendo o grupo de substancias con maior
contribucion aos danos graves relacionados con drogas, sendo os causantes do 70 % das mortes
por sobredose. Estimase que 60 milldns de persoas fixeron un uso non médico dos opioides no
ano 2021, dos cales 31.5 milléns consumiron opidceos (principalmente heroina) [43].

2.3.2. Estrutura e farmacoloxia

A morfina pertence ao grupo dos fenantrenos, xa que posue unha estrutura pentaciclica
cun grupo fenantreno de 4 aneis. A morfina tamén é un metabolito da codeina e da heroina,
polo que a sUa presenza na mostra pode ser indicativo de consumo destes opioides. A heroina
(diacetilmorfina) é un éster de morfina semisintético, con dous grupos acetilo enlazados aos
grupos 3 e 6-hidroxilo de morfina. Ten unha vida media moi corta, de sé uns minutos, polo que
non se detecta en fluidos bioldxicos nin en pelo. No organismo hidrolizase rapidamente a 6-
monoacetilmorfina (6-MAM), o seu principal metabolito, xa que a sua presenza é unha proba
inequivoca do consumo de heroina [1,55].

Os opiaceos poden ter usos terapéuticos en situacidns cirldrxicas onde se require
anestesia, ou en situacidons de emerxencia como infartos de miocardio, queimaduras, dor
posoperatoria, etc., onde se requiren sedantes. O tratamento da dor crénica asociada co cancro
ou o as enfermidades terminais son outros casos do seu uso [56].

Os opioides exercen os seus principais efectos farmacoldxicos no SNC. A sta importancia
clinica vén de que tefien capacidade de proporcionar analxesia sen que o paciente perda a
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conciencia [57]. Pero o se uso ten riscos asociados como a depresidn respiratoria, nauseas,
vomitos, hipotermia ou convulsiéns entre outros. En casos de intoxicacion, a insuficiencia
respiratoria é a principal causa de morte. Ademais, crean unha gran adiccién e dependencia
fisica. Por outra parte, a tolerancia xerada polo medicamento é crecente ao longo do tempo, o
gue provoca que se requira unha dose cada vez mais alta para lograr un efecto terapéutico
equivalente [58,59].

2.3.3. Formas de abuso

Inicialmente a via intravenosa era a mais comun en substancias ilicitas como a heroina,
debido a que o inicio dos efectos se produce case de forma instantdnea; porén, a crecente pureza
das drogas nas ruas e unha maior preocupacién pola propagacién de enfermidades infecciosas,
incluido o virus de inmunodeficiencia humana (VIH), provocou que aparecesen novas formas de
administracidn da droga, como fumar, inhalar ou esnifar [51,58]. Actualmente a via pulmonar é
a mais habitual no consumo de heroina.

2.3.4. Metabolismo e eliminacion

O metabolismo ten lugar principalmente no figado para formar metabolitos polares que
se eliminan a través da recirculacion enterohepdtica ou renal.

Con respecto 4 codeina, despois dunha dose tipica, aproximadamente entre 0 10e 0 20 %
do medicamento excrétase na urina como codeina inalterada, ao cabo de 24 horas. Un 10 %
metabolizase a morfina, o que explica o efecto analxésico, e inicialmente durante a excrecion
predominan os metabolitos da codeina. Logo de 3 dias, a composicidon de metabolitos na urina
é similar a cando se consome morfina ou heroina, non obstante, a presenza de norcodeina
permite diferenciar entre o consumo de codeina e os opioides mencionados [60].

A heroina, debido as sUas caracteristicas estruturais, atravesa a barreira hematoencefalica
rapidamente e experimenta unha deacetilacién a 6-MAM, que é aproximadamente 4 veces mais
potente que a morfina. O metabolito 6-MAM, que ten unha vida media de 0.6 horas, sofre unha
biotransformacion a morfina. Polo tanto os efectos analxésicos da heroina atriblense tanto 4 6-
MAM como 4 morfina, que trala administracién da droga, prolongan os seus efectos debido a
gue son metabolitos activos (Figura 4). A presenza de 6-MAM é evidencia concluinte do consumo
de heroina, porque é un metabolito especifico desta; non obstante, s6 é detectable en urina ata
aproximadamente 8 horas despois do consumo. O 80 % da heroina eliminase nas primeiras 24
horas principalmente como morfina-3-glucurénido; sé o 0.1 % se elimina como droga libre
[55,61,62].
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Figura 4. Metabolismo da heroina

2.4. Cannabis
2.4.1. Aspectos xerais

O termo cannabis é a designacion xeral que se usa para referirse as diferentes substancias
psicoactivas da planta de marihuana ou cdfiamo (cannabis sativa), e que abrangue as follas, as
resinas derivadas dos tricomas das flores da planta (haxix) e o aceite de haxix que se obtén a
través dunha extraccién con aceite vexetal. O cannabis contén como minimo 60 compostos
semellantes denominados cannabinoides, formados por 21 d4tomos de carbono unidos para
formar un ciclohexeno, un benceno, un tetrahidropirano, e diferentes substituintes
hidrocarburos. O A°-tetrahidrocannabinol (THC) é un dos compostos mdis importantes dos
denominados cannabinoides, debido a que se atopa en maior proporcién na planta, podendo
chegar a formar un 30 % da composicion do aceite de haxix, e ademais é o que produce o efecto
psicoactivo asociado ao seu consumo. O THC é altamente soluble en lipidos, o que ocasiona unha
liberacion lenta e un efecto prolongado durante varios dias. Outros cannabinoides como o
cannabinol (CBN) ou o cannabidiol (CBD), tefien unha presenza case residual na planta en
comparacién co THC e tefien un poder adictivo case nulo [42,63].

O consumo de cannabis provoca unha sensacién de euforia, modifica as percepciéns
sensoriais, altera as habilidades motoras e pode dar lugar a situaciéns de ansiedade, paranoia e,
a miudo, illamento social. Ademais, os seus efectos poténcianse cando se combina con alcol ou
outras substancias. Por outro lado, existen varios preparados farmacéuticos con cannabinoides
gue demostraron a sua eficacia para aliviar a dor crdnica, reducir a inflamacion, contrarrestar as
nauseas na quimioterapia oncoldxica e outros posibles beneficios para a saude. A investigacion
sobre cannabinoides e o seu uso terapéutico segue sendo unha drea de interese activo na
medicina e na ciencia [64].
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Por outra parte, o cannabis é a droga mais consumida a nivel mundial, e a que ten maior
prevalencia en casos relacionados coa conducidn de vehiculos baixo a influencia de substancias
de abuso, asi como a fonte de mais resultados positivos en probas de drogas no ambito laboral.
En consecuencia, é esencial que no dmbito da toxicoloxia se comprendan os efectos cognitivos,
fisioloxicos e bioquimicos do cannabis, asi como a disposicidn da droga e os seus metabolitos en
fluidos e tecidos bioldxicos [43].

Nas ultimas décadas, varios procesos politicos, lexislativos e xudiciais avanzaron para
permitir o uso do cannabis e os seus derivados con fins medicinais [65]. Os produtos que se
empregan actualmente son preparacions farmacéuticas reguladas por marcos xa existentes,
mentres que a regulacion dos extractos da planta asi como as preparacidons maxistrais, comezou
recentemente [66,67]. Ata 2020, 64 paises contaban con lexislacién para permitir o uso médico
de preparados farmacéuticos de cannabinoides e/ou produtos a base de herba de cannabis [43].

2.4.2. Estrutura e farmacoloxia

O cannabis contén mais de 500 substancias quimicas, nas que se inclien compostos
nitroxenados, mais de 109 cannabinoides, aminoacidos, hidrocarburos, glicidos, terpenos e
acidos graxos. No proceso de fumar, cando se realiza a combustidén obtéfiense mais de 2000
compostos, incluindo aqueles que producen os efectos farmacoldxicos e toxicoldxicos xa
cofiecidos [68].

En 1899 illouse o primeiro cannabinoide, o CBN, pero a sUa estrutura non se caracterizou
correctamente ata 1940. O CBD foi illado en 1940 e caracterizado en 1963. Nos estudos
realizados chegouse & conclusion de que tanto o CBN coma o CBD (Figura 5) non eran
responsables dos efectos alucinéxenos do cannabis [63].

O CBN é esencialmente un produto de degradaciéon quimica do THC, e a sUa abundancia
relativa aumenta a medida que as mostras envellecen. A proporcion de THC e CBN depende da
idade da mostra, da sua orixe xeografica e a da cepa da planta.

O sistema endocannabinoide enddxeno esta involucrado no control da locomocion, no
comportamento emocional, a funcidon cognitiva, as respostas cardiovasculares, a dor, o
comportamento alimentario e a adiccion. O THC estimula os circuitos de recompensa no cerebro,
unha das caracteristicas esenciais das drogas de abuso, e actia como un agonista da dopamina.
O cannabis produce cambios substanciais no comportamento humano, a sta vez vinculados a
cambios fisioléxicos e bioquimicos [69].

Os efectos condutuais do cannabis inclien sentimentos de euforia e relaxacion,
percepcidn alterada do tempo, falta de concentracion, deterioro da aprendizaxe e da memoria,
e cambios de humor como reaccidons de pdnico e paranoia. Este espectro de efectos condutuais
é Unico e é o principal motivo de que a droga non se clasifique como estimulante, sedante,
tranquilizante ou alucinéxeno. O feito de fumar cannabis produce cambios rapidos nos efectos
fisioldxicos, como son o aumento da frecuencia cardiaca, sequidade da boca, aumento de apetito
e incluso hipotension. O déficit cognitivo mais comun é a perda de memoria a curto prazo
[69,70].
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Os efectos téxicos agudos do cannabis soen ser condutuais como por exemplo ataques de
panico ou psicose. Anque non causa a morte directamente, pode influir en accidentes
automobilisticos e outros problemas relacionados co manexo de maquinaria [71].

2.4.3. Formas de abuso

O THC entra no organismo fundamentalmente mediante a inhalacién, a través de
dispositivos como pipas de auga ou cigarros. A continuacién o composto absérbese nos alvéolos
pulmonares e posteriormente distriblese por todo o organismo. Unha vez que o THC entrou na
circulacion sanguinea, a sua afinidade polas lipoproteinas, derivada da sla natureza lipofilica,
traducese nunha prolongada permanencia no organismo, o que supdn sla presenza nNo corpo
humano durante varios dias. En particular, obsérvase unha notoria acumulacién do THC en
drganos e tecidos coma o figado, riles, bazo e outras dreas ricas en tecido adiposo [42].

2.4.4. Metabolismo e eliminacion

O THC pode ser identificado no plasma en cuestidn de segundos despois da sua inhalacién,
e a sUa permanencia no corpo varia segundo a frecuencia de consumo, oscilando entre 20 horas
e 13 dias. Inicialmente, no proceso de metabolismo intervefien enzimas citocromo P450
hepaticas que o converten en derivados hidroxilados. A hidroxilacién na posiciéon 11 é
especialmente relevante, producindo o 11-hidroxi-A%-THC, un derivado que pode converterse
posteriormente en nor-9-carboxi-A°-THC (THC-COOH) (Figura 5). Aproximadamente o 70 % da
dose de THC eliminase do organismo nun prazo de 72 horas, sendo o 40 % excretado nas feces
e o0 30 % a través da urina. Identificaronse mais de 100 metabolitos do THC, incluindo
compofientes di- e trihidroxilados, cetonas, aldehidos e acidos carboxilicos [72,73].
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3. Protocolo de analise das drogas de abuso en pelo

A SoHT no 2012 estableceu unha serie de pautas de boas practicas para que os
laboratorios levasen a cabo analises toxicoldxicas de cabelo. Xa con anterioridade a propia SoHT
e diversos autores publicaron estudos que ofrecian suxestions sobre o manexo adecuado das
mostras capilares, asi como diversas consideracidons sobre a sua andlise [33,34,74]. Estas
directrices son necesarias debido a que a andlise en pelo require, en contraste con outras
matrices bioldxicas, un proceso de pretratamento da mostra complexo. Isto inclde unha toma de
mostra precisa, medidas para evitar a posible contaminacién externa, unha extraccién adecuada
segundo as caracteristicas dos analitos e o uso de métodos instrumentais suficientemente
sensibles para detectar e cuantificar con precisidn baixas concentracions dos analitos presentes.

3.1. Recollida da mostra

A toma de mostra de pelo pode realizarse en diferentes partes do corpo, como son o coiro
cabeludo, as axila, a pube, etc. Non obstante, cando sexa posible recollerase cabelo como mostra
para a andlise regular de drogas de abuso. E recomendable que a recollida se faga
especificamente no vértex posterior, debido a que nesa zona hai menor variabilidade tanto no
crecemento de foliculos pilosos, cun 85 % en fase anaxena, como en termos de idade ou xénero.
En consecuencia, a mostra nesa rexién é mais consistente e reproducible [34]. Como se explicou
anteriormente, considérase a ratio de crecemento do cabelo de 1 cm cada mes.

Ademais, debe axustarse a cantidade de pelo que se recolla aos requisitos especificos de
cada metodoloxia analitica e ao niumero de probas toxicoldxicas necesarias. En lifias xerais,
aconséllase unha porcién cun didmetro similar ao dun lapis e o corte debe realizarse o mais cerca
posible do coiro cabeludo [4]. En situacidns onde se pretende facer unha analise por segmentos,
como en estudos do patron cronoldxico de consumo, pode ser necesario recoller pelo cunha
maior lonxitude, ou incluso recoller en distintas zonas do vértex posterior nos casos que haxa
pouco pelo dispoiiible. De forma idéntica a outras mostras toxicoldxicas, é esencial identificar de
maneira inequivoca a mostra recadada e manter a cadea de custodia durante todo o proceso
[33].

No que concirne ao almacenamento, non son necesarias condicions especiais. As mostras
deben conservarse a temperatura ambiente e poden ser gardadas nun sobre de papel, papel de
aluminio ou tubo de cristal ou plastico. Recoméndase almacenalas nun lugar seco e escuro,
evitando a exposicion directa a luz solar.

Dependendo da casuistica, existen unha serie de recomendacions para que a toma de
mostra de pelo sexa mais efectiva. Para andlise postmortem, aconséllase realizar a recollida de
pelo ao inicio da autopsia, desta forma obterase informacion sobre as substancias consumidas
mais préximas ao momento da morte. Nos casos de submisién quimica, recoméndase que a
toma de mostra se leve a cabo cando menos 4-6 semanas despois do incidente, asegurando asi
a deteccion de posibles substancias que se puidesen incorporar a fibra en formacién durante o
incidente. Tamén se aconsella que a persoa afectada pola submisidn evite realizar tratamentos
cosméticos ou cortar o pelo antes de que concldan as investigacions toxicoldxicas. Finalmente,
suxirese a recollida dunha segunda mostra e analizala nos casos de que os resultados da primeira
sexa positivos, co obxectivo de corroborar o resultado inicial [4].

En canto a técnica de segmentacion do pelo, baséase na ratio de crecemento medio do
pelo (1 cm/mes) e que a toma da mostra se ten que realizar cortando o pelo o mais préximo
posible ao coiro cabeludo. Mediante a segmentacién poderase obter un patrén cronoldxico de
consumo, é dicir, informacion sobre o uso de substancias ao longo do tempo [13]. Para isto, a
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segmentacién debe levarse a cabo empregando un regra ou papel milimetrado que permita
medir con precisidn a lonxitude de cada segmento. Recoméndase realizar cortes de lonxitude
crecente porque a concentracion dos analitos diminde proporcionalmente a medida que
aumenta a distancia desde a raiz [34,75] .

Nos ultimos anos apareceron estudos que se basean na segmentacion dunha soa fibra de
pelo [10,13,76—79]. Este enfoque busca superar desafios asociados & toma de mostra dunha
porcion de pelo que contén fibras en diferentes etapas de crecemento. A pesares de que a
analise dunha soa fibra facilita o procedemento, é necesario analizar multiples fibras dun mesmo
individuo para evitar falsos negativos e ademais requirese unha técnica instrumental cunha
sensibilidade extremadamente alta.

Existen estudos recentes baseados na microsegmentacién (0.4 mm) para determinar o dia
de toma dunha soa dose de droga que ten aplicacidéns tan importantes como en delitos de
submisidn quimica ou no seguimento en programas de desintoxicacion [80,81].

3.2. Eliminacion da contaminacion externa

A contaminacidn externa esta constituida por unha mestura de substancias tanto de orixe
eséxena como enddxena que recubren a superficie externa da fibra capilar. Os contaminantes
eséxenos inclien residuos de drogas aos que se expén o pelo de forma pasiva en ambientes
contaminados, mentres que os enddxenos son segregados por glandulas sebaceas e sudoriparas,
recubrindo tamén a parte externa da fibra de pelo en formacion [4,82].

A eliminacion desta contaminacidn externa é un paso esencial antes de realizar calquera
andlise de pelo, tanto para evitar falsos positivos como para prever interferencias na
interpretacidn dos resultados. O proceso para esta eliminacion implica a aplicacién de lavados
sucesivos, utilizando disolventes organicos ou acuosos. Ademais de eliminar a contaminacion
externa en si mesma, estes procesos de lavado tamén eliminan residuos e produtos cosméticos
como xampus, lacas, etc., que poidan interferir na posterior determinacidn analitica dos
compostos de interese, ao reducir a relacién sinal/ruido do cromatograma obtido [83,84].

A SoHT da unha serie de recomendacions para un lavado efectivo, que son as seguintes:
realizar sempre o lavado antes da analise; os produtos empregados deben ser disolventes
organicos e acuosos; o laboratorio debe investigar o grao de eliminacién da contaminacién que
produce o método de lavado; aquel pelo que estea altamente impregnado con fluidos corporais
pode requirir lavados adicionais [4].

En consecuencia, e baixo estes criterios, desefidronse numerosas metodoloxias par a
eliminacidn da contaminacion externa, demostrando a sUa relevancia para previr a obtencion de
falsos positivos [83,85,86]. Non obstante, existe o consenso de que os disolventes organicos,
como o diclorometano e a acetona, unicamente eliminan a contaminacién superficial, mentres
gue as soluciéns acuosas e o metanol tamén extraen parte das substancias incorporadas no pelo.

3.3. Extraccion dos analitos da matriz

No cabelo, ao ser unha matriz sélida, existe unha forte unién das drogas incorporadas
desde o sangue coas proteinas, a melanina e os lipidos que constitlen a sua estrutura. Por esta
razén, é necesario realizar un procedemento de extraccién dos analitos previo 4 analise, para
que se liberen as drogas e se leve a cabo a sUa deteccidn. A eficacia desta extraccidn esta suxeita
a diversos factores, como o estado de conservacion da matriz, a estrutura quimica dos analitos,
a polaridade do disolvente empregado e a duracion da modalidade de extraccién [87].

Unha vez que o pelo foi lavado e secado para eliminar a contaminacién externa, existe un
paso de homoxeneizacion da mostra, previo & extraccidn. Para isto pode cortarse o pelo en
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pequenos fragmentos (inferiores a 5 mm) ou pulverizalo. Estas accidns incrementan a superficie
de contacto entre o pelo e o disolvente empregado, optimizando asi a recuperacion dos analitos
[19,88,89].

A continuacidn realizase a extraccién mediante solubilizacién ou dixestidn. Observouse a
gue a dixestion completa da matriz conduce a unha recuperacion mais efectiva dos analitos. Non
obstante, as técnicas utilizadas soen ser mais agresivas e os extractos resultantes poden conter
mais impurezas e interferencias. E crucial considerar varios parametros fisicoquimicos como son
a estrutura molecular dos analitos ou a polaridade dos disolventes empregados, e con isto tratar
de maximizar a cantidade de droga extraida, e optimizar o tempo empregado [90,91].

Os principais métodos de extraccion son:

Disolucidns acidas: O seu uso favorece a extraccidon de compostos basicos como a cocaina, os
opiaceos ou as anfetaminas. Soen empregarse disoluciéns acuosas de acido clorhidrico (0.01-
0.05 M). A principal vantaxe fronte a outros métodos é que o extracto obtido ten menos
impurezas a nivel analitico. Pero un inconveniente importante é que o emprego dun acido
conduce a que por exemplo a cocaina sufra hidrdlise parcial e se transforme en BEG, asi como
a hidrélise de 6-MAM en morfina [92,93].

Disolucidns basicas: Soen ser disolucidons acuosas de NaOH que que realizan a dixestién
completa da matriz. Isto fai que a recuperacidn dos analitos sexa maior, pero ao igual que nas
disolucidns acidas, hai substancias que non son estables a pH bdsicos como por exemplo a
cocaina hidrolizase completamente a BEG [92]. Polo tanto a sUa aplicabilidade so é posible para
substancias como as anfetaminas [94] ou o THC [70].

Disolventes organicos: A diferencia das anteriores, este tipo de extraccién é compatible coa
maioria de substancias, xa o que disolvente entra no pelo e extrae os analitos por difusion. A
alta compatibilidade dos disolventes orgdnicos con diversas substancias permite realizar unha
extraccion multianalito. Pero esta baixa especificidade, ten como inconveniente que os
extractos soen ser moi impuros polo que requiren unha etapa de limpeza posterior. A
recuperacién obtida neste tipo soe ser menor que nos demais [70,95].

Dixestion enzimatica: as enzimas empregadas rompen as pontes de hidroxeno e as pontes
disulfuro liberando asi as substancias retidas. As madis utilizadas son a B-glucuronidasa, a
pronasa e a proteinasa K. O seu uso é adecuado para todo tipo de substancias, obténdose boas
recuperacions e sen presentar problemas de hidrélises; o maior inconveniente é o seu elevado
custo [96].

As dixestiéns do pelo soen ir acompafiadas dunha incubacién con calor para favorecer
unha maior solubilizaciéon. A ultrasonicacién tamén favorece ao proceso de extraccidén pois
acelera o proceso de degradacidn da estrutura do pelo.

Como se acaba de expofier, as veces o extracto obtido precisa dunha etapa de limpeza
e/ou preconcentracion. Os métodos mais frecuentemente utilizados son a extraccién liquido-
liquido (LLE) [97,98] e a extraccion en fase sélida (SPE) [62,99]. A selectividade deste proceso de
purificacién inflie no resultado final da analise, xa que ao obter uns extractos mais puros,
mellora a sua detectabilidade.

En termos xerais, os métodos SPE son os mdis amplamente usados debido & sua
capacidade de xerar extractos madis puros, presentar unha maior selectividade e
reproducibilidade, asi como previr a formacion de emulsidns [12,100], en comparacion coa LLE.
Non obstante, é importante sinalar que o uso de cartuchos SPE aumentan os custos de andlise.
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3.4. Determinacion dos compostos estudiados

A andlise de pelo precisa da aplicacién de técnicas instrumentais que permitan a
identificacion inequivoca de substancias, asi como a cuantificacion con precisién e exactitude e
coa sensibilidade suficiente, debido a que a concentracién de drogas en pelo é moi inferior a
encontrada en sangue ou urina. Por conseguinte, as dias metodoloxias mais habituais na analise
cuantitativa son a cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas (GC-MS) [101—
104] e a cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a un espectrémetro de masas en
tandem (HPLC-MS/MS) [91,105,106].

O uso da espectrometria de masas como sistema de deteccidn é debido a que presenta
un elevado grao de sensibilidade e fiabilidade. A deteccidn baséase na relacion masa/carga dos
compostos, convertendo a este detector nun identificador practicamente infalible das
moléculas. A integracion desta técnica coa GC, fai que sexa un método robusto, sensible e
selectivo que se utiliza de forma rutineira nos laboratorios de Toxicoloxia. A fragmentacion dos
compostos mediante impacto electrénico como método de ionizacidn, xera espectros de masas
caracteristicos para cada composto, facendo posible a creacidn de librarias e a realizacién de
screenings sistematicos. Non obstante, as substancias pouco voldtiles ou con baixa estabilidade
térmica presentan desafios significativos para o seu andlise mediante esta técnica, e requiren
procedementos de derivatizacién para mellorar as propiedades cromatograficas [91,107-109].

A GC-MS presenta vantaxes sobre outras técnicas, como a sua alta eficacia na separacion
de compostos con estrutura e propiedades similares, asi como unha excelente reproducibilidade
referida sobre todo aos tempos de retencidn, e o pequeno volume de mostra necesario (da orde
de pl) [110-112].
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4. Importancia do control de pacientes en programas de
deshabituacion a drogas de abuso

O termo drogodependencia foi establecido en 1964 pola WHO como “un conxunto de
fendmenos fisioldxicos, condutuais, e cognitivos de intensidade variable, nos cales o uso dunha
droga psicoactiva adquire unha alta prioridade. Implica a necesidade de doses repetidas da
droga e indica que unha persoa ten un control deteriorado do uso de substancias, xa que o seu
consumo continua a pesares das consecuencias adversas.”

Tradicionalmente establecéronse dous tipos de dependencia: fisica ou psicoléxica. A
dependencia fisica, tamén cofiecida como neuroadaptacidn, é unha situacién fisiopatoldxica na
que o consumidor ten unha necesidade urxente de manter uns niveis de droga no organismo,
desenvolvéndose unha tolerancia ao uso da mesma, polo tanto o cese do consumo pode
ocasionar abstinencia [113,114].

O sindrome de abstinencia determinase como o conxunto de sintomas que aparecen
cando un consumidor habituado a unha substancia psicoactiva reduce ou cesa a suUa
administracion (abstinencia por supresion) ou cando se administra a substancia antagonista
(abstinencia precipitada). A intensidade desta dependera de varios factores, como son: tipo e
cantidade de substancia, via e frecuencia de administracién, velocidade de absorcion e
eliminacion, existencia de metabolitos activos, etc. Todos estes factores farmacocinéticos son
importantes dado que, se a droga se elimina de maneira paulatina, a sintomatoloxia aparecerd
de maneira atenuada. En cambio, se se retira o consumo de forma brusca, o sindrome aparecera
intensamente [115,116].

Por outra parte, a dependencia psicoléxica estd asociada ao desexo incontrolable de
consumo. Este desexo conclie coa administracion repetida da droga, co obxectivo de
beneficiarse dos efectos que produce (reforzo positivo), xa sexan evasivos ou pracenteiros, ou
para evitar o malestar que produce a abstinencia (reforzo negativo). Este tipo de dependencia é
complexa debido a que se adquire rapidamente e é complicado sair da situacion xa que depende
de varios factores: sociais, educativos, motivacionais, eficacia da droga, vias de administracion,
etc. [117].

Outro termo relacionado coa drogodependencia é a intoxicacién. A American Psycological
Association (APA) no seu Manual de Diagndstico e Estatistico de Trastornos Mentais (DSM-5),
trata a intoxicacion como un comportamento problematico ou cambios psicoldxicos
clinicamente significativos aos que se lle pode atribuir o efecto da substancia sobre o sistema
nervioso central”.

Para o tratamento da drogodependencia, pddese concluir en que todas as estratexias
estdan encamifiadas a modificar a conducta da persoa adicta, aportando unha serie de técnicas
gue poidan axudar a previr e afrontar situacidons que conduzan a unha recaida. Dentro das
estratexias, a desintoxicacion é o paso inicial de calquera terapia e ten como obxectivo que o
paciente non sufra os sintomas da abstinencia aguda tras o cese do consumo de calquera tipo
de substancia. O seguinte paso seria a deshabituacién, que ten como fin dotar ao paciente das
ferramentas suficientes que o axuden a contrarrestar calquera situaciéon que provoque a
reincidencia no consumo. Tratase dun proceso longo e dificil, que ten como fin a reinsercion
social, laboral e familiar. Xeralmente este tipo de asistencia estd ligada a determinados
programas psicoterapéuticos asociados a centros asistenciais as drogodependencias.

Dependendo do tipo de droga a carga para o sistema sanitario é diferente. A maioria dos
trastornos por uso de substancias estan relacionadas co cannabis e os opioides, sendo estes
ultimos os mais letais. Segundo o World Drug Report de 2023, no 46 % dos paises a maior parte
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dos trastornos son causados polo consumo de cannabis, mentres que un 31 % dos paises
informaron que os opioides, principalmente heroina, eran os que mais problemas de saude
ocasionaban. Esta clasificacidon en cada pais vén determinada por dous factores: a prevalencia
no uso, e o potencial de dependencia.

Tamén hai diferencias dependendo da rexién, nos ingresos en programas para o
tratamento da adiccién: na maior parte de Europa e en Asia, os opioides son a principal causa
de ingreso, mentres que en América Latina é a cocaina e nalgunha parte de Africa o cannabis.

Os ultimos datos dos que se dispoiien do 2021, mostran que arredor de 39.5 milléns de
persoas en todo o mundo sofren trastornos causados polo abuso de drogas, pero sé 1 de cada 5
pode recibir un tratamento. Ademais, a pandemia agravou esta problematica, rexistrandose
unha diminucidon no numero de persoas que recibiron tratamento durante a situacion de
emerxencia sanitaria causada pola COVID.

Os impedimentos para acceder a estes tratamentos son multiples, sendo as mulleres as
mais afectadas. Ademais das expectativas e responsabilidades familiares, as mulleres
experimentan unha maior problematica que inclie un maior temor as sanciéns legais, como a
perda da custodia dos fillos, ou ao aumento de estigma social. Ademais, soen ser membros de
certos grupos de exclusién social, como traballadoras sexuais, persoas con comorbilidades, ou
membros de minorias étnicas. En sintese, as mulleres son mais vulnerables & discriminacion e ao
estigma social, polo que se lle dificulta un acceso a un tratamento de desintoxicacion.

Como se estudou ao longo desta introducidn, existen gran cantidade de investigacidns que
aportan informacidn sobre a incorporacidn, acumulacién, farmacocinética e estabilidade das
drogas de abuso no cabelo. En cambio son escasos os estudos que indaguen sobre a diminucidn
da concentracién unha vez que se deixou de consumir durante un periodo de tempo: é cofiecido
gue, unha vez que se deixa de consumir, pode pasar bastante tempo ata que se deixa de eliminar
a droga por parte do organismo e, por iso, parase de incorporar a droga no cabelo. Esta
diminucién poderia dar indicios sobre o cumprimento da abstinencia por parte do suxeito, pero
non hai estudos fidedignos sobre este periodo de eliminacién. E importante cofiecer como se
produce e canto tarda esta eliminacion no cabelo, xa que esta é a mostra mdis habitualmente
empregada para o control do suxeito no periodo de deshabituaciéon a drogas de abuso.

A analise da mostra de pelo pode realizarse por orde dun Organo Xudicial para obter
informacion adicional sobre un acto delictivo. De outro modo, estes estudos no ambito da
Toxicoloxia Forense permiten esclarecer feitos naqueles casos nos que se comete un delito baixo
o efecto de substancias que afectan & vontade e a capacidade cognitiva do individuo. O pelo
aporta informacion retrospectiva sobre as condiciéns nas que se atopa o agresor, e tamén a
vitima se hai sospeitas de submision quimica.

En resumo, a solicitude da analise en cabelo pode realizarse con fin de: verificar o
seguimento dun programa de desintoxicacidon; comprobar se existe consumo en suxeitos
cumprindo unha condena; suspender unha condena; ou valorar matices sobre a imputabilidade
dun feito delictivo.
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Nas ultimas décadas o fendmeno da drogodependencia alcanzou unha extraordinaria
importancia pola sua difusion e polas stas consecuencias sociais e sanitarias. Ademais, é un feito
dindmico que estd en continuo cambio ao longo do tempo. Na nosa sociedade, esta
preocupacioén evidénciase debido 4 alta prevalencia do consumo de drogas de abuso.

A andlise en cabelo emprégase de maneira moi extensa en Toxicoloxia Forense, xa que
permite establecer a relacion causa-efecto entre a exposicidén a unha droga e o seu efecto téxico;
permite realizar andlises secuenciais que dean informacidn sobre os patrons de consumo ao
longo do tempo; monitorizar fdrmacos cun estreito rango terapéutico; sinalar a intoxicacidn
como circunstancia cualificadora dun delito; coinecer o posible consumo de drogas no dmbito
laboral, etc. O emprego do pelo como matriz aporta importantes vantaxes sobre outras
metodoloxias, debido a que unha mostra pode proporcionar unha gran ventd de deteccidn, pode
ser facilmente obtida sen violar a privacidade do individuo e pédese almacenar a transportar de
forma sinxela. Ademais a sua adulteracion é practicamente imposible.

O estudo de drogas de abuso en cabelo non é unha novidade, pero é necesaria unha
continua mellora nos procedementos de deteccion e analise para aumentar a sua eficiencia e
rapidez, especialmente cando hai dificultades para obter cantidade suficiente de mostra de pelo
do suxeito que se quere analizar.

Existen numerosas investigaciéns que proporcionan informacién sobre a incorporacion,
acumulacién, farmacocinética e estabilidade de drogas de abuso no pelo. Non obstante, hai
poucos estudos que investigan a diminucién da concentraciéon unha vez que se deixou de
consumir durante un periodo de tempo. Sdbese que, despois de cesar o consumo, pode pasar
bastante tempo antes de que o organismo deixe de eliminar a droga, e polo tanto que cese a sUa
incorporacion no pelo. Esta reducién poderia ofrecer indicios sobre o cumprimento da
abstinencia por parte do individuo, pero apenas hai estudos fidedignos sobre este periodo de
eliminacidn, incluindo a sua duracidn, as concentraciéns agardadas e as variaciéns segundo o
tipo de droga consumida, entre outros aspectos. E crucial comprender como se leva a cabo e
canto tempo tarda en producirse esta eliminacidon no pelo, dado que esta é a mostra mais
comunmente utilizada para monitorizar suxeitos durante o proceso de deshabituacién as drogas
de abuso.

A importancia fundamental do presente traballo a nivel social e sanitario, foi poder
demostrar se un suxeito se atopaba realmente baixo un periodo de abstinencia ao consumo de
drogas de abuso, o que é de especial relevancia no caso de suxeitos postos a disposicién xudicial
e pendentes de Sentencias ou Executorias, que deben demostrar de maneira fiable que estdn
abstinentes para poder solucionar os seus requirimentos legais. Por isto, o poder confirmar este
feito mediante unha andlise toxicoldxica, cunha mostra mais indicada para o asunto, e os
mellores e mais sensibles métodos de andlise, repercutird en gran medida na solucién destes
casos e na incorporacion a plena vida social e a reinsercion de suxeitos que abandonaron o
consumo de drogas.

Tendo en conta todo o anterior, o principal obxectivo desta Tese centrouse en realizar unha
analise temporal da diminucién da concentracién de drogas de abuso en cabelo; en concreto
analizouse a cocaina, os opiaceos e o cannabis. Para isto, empregouse cabelo de suxeitos que se
atopaban baixo un programa de deshabituacién a drogas, o que permitiu levar un control
exhaustivo do cumprimento da abstinencia. Polo tanto, analizouse cada mostra ao longo do
tempo para cofiecer o periodo no cal a droga deixa de aparecer no pelo, e tras o cal se pode
afirmar que o resultado da anadlise é totalmente negativo.
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Outro obxectivo foi levar a cabo o desenvolvemento e validacidon da metodoloxia analitica
empregada para a determinacion dos analitos de interese. Para isto estuddronse os parametros
establecidos pola Guia de Validacién de Métodos Bioanaliticos para a Industria da
Administracion Americana de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA)
[118].
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1. Material e instrumentacion xeral

A continuacion, enumérase todo o material e instrumentacion empregados no
desenvolvemento das metodoloxias de andlise das drogas de abuso estudadas nesta Tese, que
se describiran a posteriori:

Instrumentacion

- Axitador magnético (Velp Scientifica®)

- Axitador mecanico con rotacion (Selecta®)

- Balanza BP615 (Sartorius®)

- Balanza analitica SI-234 (Denver Instrument®)

- Bafio termostdtico para tubos, con subministro multiple de nitréxeno VLM EC1.
(Selecta®)

- Cdmara frigorifica

- Centrifuga Mixtasel (Selecta®)

- Estufa (Selecta®)

- Micropipetas automdticas de 2-20, 10-100, 20-200, 100-1000, 1000-5000 uL
(Eppendorf®)

- pH-metro Basic 20 (Crison®)

- Sistema de extraccion a baleiro para columnas en fase sélida (manifold) (Waters®)

Material
- Columnas de SPE Strata-X 33um Polymeric Reversed Phase (60mg) (Phenomenex®)

- Embudes de vidro

- Espatulas

- Frascos lavadores

- Pousatubos

- Matraces aforados de 1, 5, 10, 100, 500 y 1000 mL

- Micropipetas automaticas de 20-200, 100-1000, 1000-5000 puL (Gilson® y Kartell®)
- Pipetas Pasteur

- Probetas de 250y 1000 mL

- Tubos Pyrex® redondo tamano 15

- Tubos cénicos con tapdn de vidro para derivatizacion
- Tubos de vidro con tapdn para lavado de pelo

- Vasos de precipitados de 25, 50 y 100 mL

- Viales de vidro para disoluciéns patrén

- Vidros de reloxo
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2. Determinacion de cocaina, benzoilecgonina e
cocaetileno en pelo

2.1. Reactivos e substancias patréon

Os patréns comerciais de cocaina, cocaina-ds, BEG, BEG-ds;, CE e CE-d3 en metanol (100
pug/mL) obtivéronse de Cerilliant® (Round Rock, TX, U.S.). O clorotrimetilsilano (TMCS), N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), Pronasa-E, 1,4-ditiotreitol (DTT), acido
acético, metanol en grado gradiente e hidroxido de amonio foron subministrados por
Merck® (Darmstadt, Alemafia). O tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS) foi adquirido a
Sigma-Aldrich® (Stemheim, Suiza). Obtivose auga ultra pura dun sistema Milli-Q de
Millipore® (Le Mont-sur-Lausanne, Suiza).

2.2. Condiciéns cromatograficas

As anadlises cromatograficas realizdronse nun cromatdgrafo de gases HP 6890 de Hewlett-
Packard® (Little Falls, DF, EE.UU.) equipado cun autoinxector HP 7683B de Agilent® (Las Rozas,
Espafia) e conectado a un detector de masas inerte HP 5973 de Agilent®. Para a separacion
cromatografica empregouse unha columna capilar HP-5MS (fenilmetilsiloxano ao 5%, 30 m de
lonxitude e 250 um de diametro interno, cun espesor de 0.5 um), sendo o gas portador o helio,
cun fluxo de 1.0 mL/min. A temperatura do inxector fixouse a 240°C. O modo de inxeccién é
splitless, cun tempo de purga de 2 minutos e un volume de mostra inxectada de 2 uL. O programa
de temperaturas empregado no forno do cromatégrafo foi de 90°C inicialmente durante 1
minuto e a continuacion aumentouse progresivamente a 30°C/min ata 235°C, mantivose durante
10 minutos, e logo aumentou novamente a 15°C/min ata 260°C e mantivose durante 5 minutos.
Despois disto, a temperatura incrementouse ata 300°C durante 5 minutos para limpar a columna.
O detector de masas selectivo mantivose a unha temperatura constante de 320°C, a fonte de
ions a 250°C e o cuadrupolo a 100°C.

O analizador de masas operou mediante impacto electrénico (70 eV) provocando a
ionizacion das moléculas. A identificacién de compostos realizouse a través dos seus tempos de
retencién e dos espectros de masas. Para obtelos inxectdronse en modalidade de barrido ou
SCAN 2 pL da disolucién patrén de 100 pg/mL de cocaina, BEG e CE, asi como 2 L da disolucion
dos seus andlogos deuterados da mesma concentracidon. Os espectros de masas obtidos
empregaronse para a seleccion dos iéns cuantificadores e cualificadores de cada un dos analitos.

Conseguiuse unha boa separacién coas condicidons cromatograficas propostas, de modo
gue se puido monitorizar os idns a partir dos espectros de masas para operar posteriormente na
modalidade SIM (Selected lon Monitoring). Para cada analito, empregaronse os iéns que se
mostran na Taboa 3. Os idns sublifiados utilizaronse para a cuantificacion.
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Taboa 3. Tempos de retencidn (Tg), e idns monitorizados (m/z) dos analitos de interese.

Compostos Tr(min) 16ns (m/z)
Cocaina 12.80 182, 303, 198
Cocaina-ds 12.76 185, 306, 201
BEG 14.20 240, 82
BEG-d; 14.16 243, 85
CE 13.98 196, 317, 272
CE-ds 13.93 199, 320

A continuacion, méstrase un cromatograma en modo SCAN coa cocaina, BEG e CE e os
seus analogos deuterados, e pode observarse que coinciden os seus tempos de retencidn Figura
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Figura 6. Cromatograma de cocaina, BEG e CE e os sus analogos deuterados en modo SCAN

2.3. Procedemento analitico
Mostras de pelo

Para o presente estudo as mostras de cabelo obtivéronse de suxeitos ingresados nun
programa de rehabilitacion de drogas. Os participantes proporcionaron voluntariamente as
mostras de pelo e para isto firmaron previamente un consentimento informado (ditos
consentimentos foron elaborados de acordo co protocolo aprobado polo Comité de Etica de
Investigacion Clinica de Galicia, Cédigo de rexistro: 2016/547, (anexo 1). O cumprimento do
tratamento de desintoxicacién foi demostrado mediante analises periddicas de urina. O pelo
recolleuse cada 2 meses nun periodo total de 6 meses desde o inicio do programa por parte dos
pacientes. As mostras obtivéronse da seguinte forma: O mesmo dia do ingreso do programa de
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rehabilitacion, tomouse o primeiro segmento (mostra 0). Esta mostra corresponde ao consumo
de drogas antes da abstinencia do paciente. Posteriormente, durante os 6 meses seguintes, a
pelo recolleuse a intervalos de dous meses (segundo, cuarto e sexto mes). Destas mostras,
analizouse 1 cm proximal, na zona vértex posterior o mais cerca posible ao coiro cabeludo.

A recollida de mostras de pelo dos pacientes para levar a cabo o estudo, presentou
desafios significativos que dificultaron a stda obtencidon. O principal inconveniente para obter un
numero suficiente de mostras, foi que o estudo requiria un seguimento a longo prazo (6 meses)
de cada paciente. Varios centros que se ofreceron a colaborar, non puideron manter a
continuidade necesaria. Ademais, alguns dos usuarios que comezaron o programa de
desintoxicacion, non lograron completalo e por conseguinte a taxa de abandono foi elevada.

Inicialmente dispuxéronse 71 casos en total de pacientes consumidores de cocaina que
ingresaron nos centros colaboradores. Deses pacientes, 28 non foron analizados porque so se
recibiu o primeiro segmento, ou porque a mostra recibida era insuficiente para a analise. Dos 43
restantes que si foron analizados, houbo que descartar 23 usuarios porque non mantiveron a
abstinencia requirida, ou porque non se dispuxo do Ultimo segmento e polo tanto non se puido
chegar a un resultado concluinte.

Procesado das mostras

Inicialmente sometéronse as mostras a un proceso de descontaminacion mediante o
lavado en 5 mL dunha solucién ao 0.1% de xabén liquido de pH neutro (Tween® 20), e o aclarado
con auga destilada para eliminar calquera contaminacién externa. Despois de secar nunha estufa
a40°C, o pelo cortouse en segmentos inferiores a 5 mm co obxectivo de expofier a maior porcion
de cértex e medula, onde estan retidas as drogas, @ accion do axente da extraccién. A
continuacién pesaronse alicuotas de 50 mg.

A fase de extraccién dos analitos do pelo realizouse mediante hidrdlise enzimatica.
Durante este proceso hai que conseguir unhas condiciéns que extraian o total das drogas
presentes sen que se produza a sla degradacion, e para isto engadense 500 uL de DTT nas
alicuotas, e déixanse a 37°C durante 1 hora. O DTT actua como activador da Pronasa E, que é a
gue realmente dixire o pelo, e da que se engaden tamén 500 plL a continuacion do DTT. Esta
mestura déixase a 37°C durante 12 horas aproximadamente, conseguindo asi a degradacidn da
matriz queratinica do pelo para que se liberen as drogas presentes.

Para a SPE empregdronse cartuchos Strata-X 30 um polymeric reversed phase (60 mg:
Phenomenex®). Despois da dixestién engadiuselle a cada mostra 50 ulL de cada patrdn interno
(cocaina, BEG e CE deuterados de concentracién 5 pg/mL). Nos cartuchos, previamente
acondicionados con 2 mL de metanol e 2 mL de auga, cargouse 1 mL de mostra con 1 mL de
tampdn borato pH=9.2 para facilitar a retencidon do analito. A continuacidn iniciouse a fase de
lavado dos cartuchos con 2 mL de metanol ao 5%, seguido de 2 mL dunha disolucién do 20% de
( 2% NH4OH, metanol) e o 80% de auga. Despois os cartuchos secaronse ao baleiro durante
aproximadamente 20 minutos e os analitos absorbidos na columna eluironse con 2 mL de acido
acético ao 2% en metanol (Figura 7). O eluido evaporouse a seco baixo unha corrente de
nitréxeno a 40°C nun bloque calefactor.
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Figura 7. Procedemento da SPE (Elaboracion propia).
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O residuo obtido despois da evaporacién do extracto disolveuse en 40 uL de BSTFA-TMCS
(99:1, v/v) e quentouse a 100°C durante 20 minutos para a sUa derivatizacidn previa a inxeccién

no sistema GC-MS.
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3. Determinacion da codeina, morfina e 6-MAM en pelo

3.1. Reactivos e substancias patréon

Os patrons comerciais de codeina, codeina-ds, morfina, morfina-ds, 6-MAM e 6-MAM-ds
en metanol (100 pg/mL) obtivéronse de Cerilliant® (Round Rock, TX, U.S.). O clorotrimetilsilano
(TMCS), N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), Pronasa-E, 1,4-ditiotreitol (DTT),
acido acético, metanol en grado gradiente e hidréxido de amonio foron subministrados
por Merck® (Darmstadt, Alemafia). O tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS) foi adquirido
a Sigma-Aldrich® (Stemheim, Suiza). Obtivose auga ultra pura dun sistema Milli-Q de
Millipore® (Le Mont-sur-Lausanne, Suiza).

3.2. Condiciéns cromatograficas

As andlises cromatograficas realizdronse empregando as mesmas condicidons que no
método anteriormente descrito para cocaina, BEG e cocaetileno.

O analizador de masas operou mediante impacto electrénico (70 eV) provocando a
ionizacion das moléculas. A identificacién de compostos realizouse a través dos seus tempos de
retencién e dos espectros de masas. Para obtelos inxectdronse en modalidade de barrido ou
SCAN 2 L da disolucién patron de 100 pg/mL de morfina, codeina e 6-MAM, asi como 2 uL da
disolucion dos seus andlogos deuterados da mesma concentracién. Os espectros de masas
obtidos empregdronse para a seleccién dos idns cuantificadores e cualificadores de cada un dos
analitos.

Conseguiuse unha boa separacién coas condicidons cromatograficas propostas, de modo
gue se puido monitorizar os idns a partir dos espectros de masas para operar posteriormente na
modalidade SIM. Para cada analito, empregdronse os iéns que se mostran na tdboa 4. Os idns
sublifiados utilizdronse para a cuantificacion.

Taboa 4. Tempos de retencion (TR), e idns monitorizados (m/z) dos analitos de interese.

Compostos Tr (min) I6ns (m/z)
Codeina 18.26 371,178,234
Codeina-ds 18.22 374,181, 237
Morfina 19.28 429,414, 236
Morfina-ds 19.24 432,417, 239
6-MAM 20.69 399, 340, 287
6-MAM-d; 20.64 402, 343, 290

A continuacion, méstrase un cromatograma en modo SCAN coa codeina, a morfina e o 6-
MAM e os seus analogos deuterados. Pode observarse que coinciden os seus tempos de
retencién (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma da codeina, morfina e 6-MAM e os seus analogos deuterados en SCAN.

3.3. Procedemento analitico

Tanto o procedemento de recollida das mostras de pelo coma as fases de lavado e
extraccion son as mesmas que para o método descrito para cocaina e os seus metabolitos.

Para a analise de opidceos, dispuxéronse inicialmente de 32 casos en total de pacientes
consumidores de heroina que ingresaron nos centros colaboradores. Deses pacientes, 8 non
foron analizados porque so se recibiu o primeiro segmento. Dos 24 restantes que si foron
analizados, houbo que descartar 7 usuarios porque non mantiveron a abstinencia requirida, ou
porque non se dispuxo do ultimo segmento e polo tanto non se puido chegar a un resultado
concluinte.

41



Metodoloxia

4. Determinacion de cannabinoides en pelo

4.1. Reactivos e substancias patréon

Os patréns comerciais de A°-THC, A%-THC-ds, THC-COOH, THCCOOH-ds, CBD e CBN en
metanol (100 pug/mL), CBD, CBN foron adquiridas de Cerilliant® (Round Rock, TX, U.S.). O axente
derivatizante TMCS, o BSTFA, asi como os disolventes organicos n-hexano, acetato de etilo e
metanol en grado gradiente foron subministrados por Merck® (Darmstadt, Alemafia). A auga
ultra pura obtivose dun sistema Milli-Q de Millipore® (Le Mont-sur-Lausanne, Suiza).

4.2, Condiciéns cromatograficas

As analises cromatograficas realizdronse no mesmo equipo que nos anteriores métodos.
A temperatura do inxector fixouse a 240°C. O modo de inxeccion é splitless, cun tempo de purga
de 2 minutos e un volume de mostra inxectada de 2 L. O programa de temperaturas empregado
para o THC, o CBD e o CBN no forno do cromatdgrafo foi de 90°C inicialmente durante 1 minuto
e a continuacion aumentouse progresivamente a 40 °C/min ata 210°C, e logo aumentou
novamente a 7°C/min ata 250°C e mantivose durante 14 minutos. Despois disto, a temperatura
incrementouse ata 285°C durante 5 minutos para limpar a columna. Para o THC-COOH, a
temperatura inicial da columna foi de 120 °C durante 1 minuto, logo aumentouse a 40°C/min ata
290°C e mantivose asi durante 7 minutos. Finalmente, a temperatura incrementouse ata 300°C
durante 5 minutos para limpar a columna. O detector de masas selectivo mantivose a unha
temperatura constante de 320°C, a fonte de idns a 250°C e o cuadrupolo a 100°C.

O analizador de masas funcionou mediante impacto electrénico (70 eV) inducindo a
ionizacion das moléculas. A identificacién das substancias levouse a cabo mediante a
observacién dos seus tempos de retencion e os espectros de masas. Para obtelos, inxectaronse
en modalidade de barrido ou SCAN 2 pL da disolucién patrén de 100 pg/mL de THC, CBN, CBD
e THC-COOH, asi como unha disolucion de THC-d3 e THC-COOH-ds na mesma concentracion. Os
espectros de masas obtidos utilizdronse para a seleccion dos idéns cuantificadores e
cualificadores de cada un dos analitos.

Logrouse unha boa separacidn coas condiciéns cromatograficas propostas, o que permitiu
monitorizar os iéns a partir dos espectros de masa para logo operar na modalidade SIM. Para
cada analito, utilizaronse os idns que se mostran na Taboa 5. Os idns sublifiado empregdronse
para a cuantificacion.

Taboa 5. Tempos de retencidn (TR), e idns monitorizados (m/z) dos analitos de interese.

Compostos Tk (min) I6ns (m/z)
THC 16.03 299, 314,271
THC-d3 15.98 302, 317,274
CBD 14.00 231, 246
CBN 18.09 295, 310, 298
THC-COOH 10.90 371,473,488
THC-COOH-d; 10.87 374,476,491
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Na Figura 9 pode observarse un cromatograma do THC-COOH e o seu analogo deuterado
en modo SCAN. O seguinte cromatograma (Figura 10) corresponde ao THC, CBN, CBD e o THC-
ds, tamén en modo SCAN.
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Figura 9. Cromatograma do THC-COOH e o seu deuterado en modo SCAN
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Figura 10. Cromatograma do THC, CBN, CBD e THC-d; en modo SCAN.

4.3. Procedemento analitico
Mostras de pelo

Tanto o procedemento de recollida das mostras de pelo coma a fase de lavado son as
mesmas que para o métodos anteriormente descritos.

Procesado das mostras

O método de extraccién consta dunha fase de hidrélise, na que aos 50 mg de pelo
pulverizado previamente, se lle engade 500 puL de NaOH 2 M e se introduce na estufa a 100°C
durante 10 minutos, ata que se produce a disolucidn total da mostra. A continuacidon engadense
a cada mostra 50 pL dunha mestura que contén os patréns internos THC-ds e THC-COOH-ds.
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Despois da hidrdlise basica, levouse a cabo unha extraccion liquido-liquido (LLE) que
consta de duas etapas: na primeira extrdense os compostos con propiedades bdsicas e neutras
(THC, CBD e CBN) e na segunda os de propiedades acidas (THC-COOH).

Para a primeira etapa engadense 5 mL da mestura de disolventes n-hexano/acetato de
etilo (9:1, v/v). A continuacidon sométese a axitacion mecanica durante 20 minutos e, para
separar completamente a fase acuosa e a fase organica, centrifigase a 8000 rpm durante 10
minutos, separando a continuacidon as duas fases cunha pipeta Pasteur. A fase organica
evaporase a sequidade nun bafio termostdtico a 40°C coa axuda dunha corrente de nitréxeno
gasoso. Unha vez que a alicuota esta seca, reconstitiese con 40 pL de metanol e procédese a
inxectar no GC-MS para a deteccién de THC, CBN e CBD.

Na segunda etapa, a fase acuosa que se reservou na anterior etapa, acidificase con 100 pL
de HCI 1 M para conseguir un pH= 4-5. Posteriormente realizase unha segunda extraccién con 5
mL da mestura de disolventes n-hexano/acetato de etilo (9:1, v/v) aplicando o mesmo
procedemento que na etapa anterior para separar as fases. Unha vez obtido o extracto organico
derivatizase con 40 pL de BSTFA e 1% TMCS a 100°C durante 20 minutos e posteriormente
inxéctase no GC-MS para a andlise de THC-COOH.
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5. Validacion da metodoloxia analitica

E imprescindible levar a cabo a validacién do método analitico co fin de evidenciar a
fiabilidade da andlise cuantitativa dos analitos nun rango especifico de erro. Para garantir a
robustez dun método e realizar a sua validacion do forma efectiva, neste estudo seguironse as
directrices internacionais da Guia de Validacidon de Métodos Bioanaliticos para a Industria da FDA
[118]. Estuddronse os seguintes parametros: linealidade, sensibilidade, selectividade, limites de
deteccidn e cuantificacién, precision e a recuperacién [87,119-121].

Linealidade

A linealidade dun procedemento analitico definese como a capacidade para obter
resultados directamente proporcionais @ concentracién do analito. O modelo de calibracion
debe prepararse para cada analito na mesma matriz bioldxica que as mostras de estudo,
mediante a adicién de cantidades cofiecidas @ matriz de mostra branco. Estas concentracidns
deben elixirse basedndose no rango de concentraciéns esperado en cada estudo en particular. O
numero de estandares usado para a preparacién da curva de calibrado vén determinado polos
valores do rango analitico e a natureza da relacién analito/resposta.

Habitualmente, recoméndanse entre 5 e 7 puntos que inclian o LLOQ para realizar a curva
de calibracién, ademais dun branco (matriz procesada sen analitos e sen patron interno) e un
cero (matriz procesada con unicamente patrén interno). No presente estudo as curvas de
calibrado realizaronse con 7 niveis crecentes de concentracion, realizando 7 recalibracions para
cada nivel.

Sensibilidade

A sensibilidade dun método analitico mide a sla capacidade para discriminar entre
pequenas diferencias na concentraciéon dun analito. Existen dous factores que limitan a
sensibilidade: a pendente da curva de calibracién e a reproducibilidade do sistema de medida.
Para dous métodos que tefian a mesma precisidn, o que tefia a curva de calibracién con maior
pendente serd o mdis sensible, e se dous métodos tefien as curvas de calibracién coa mesma
pendente, o mdis sensible serd aquel que presente maio reproducibilidade. A sensibilidade dos
métodos analiticos avaliase mediante o limite de deteccion (LOD) e o limite inferior de
cuantificacion (LLOQ).

Definese LOD como a concentracion minima de analito que pode distinguirse do ruido de
fondo, para un nivel de confianza dado, sendo estatisticamente diferente dunha mostra branco.
A relacién sinal/ruido (S/N) determinase comparando os sinais medidos en mostras con
concentracion de analito baixas e cofiecidas con outras mostras branco, e establecendo a minima
concentracion coa que o analito pode ser detectado con fiabilidade. O LOD é a concentracion
minima & que S/N é superior a 3.

O limite de cuantificacién (LOQ) pode definirse como a concentracion minima de analito
coa que se poden realizar determinacidns cuantitativas, con fiabilidade e repetibilidade
aceptables. Como LLOQ debe aceptarse o punto mais baixo da curva de calibracién, sempre que
S/N sexa 10 veces superior. O pico do analito (resposta) debe ser identificable, diferenciado e
reproducible cunha precisién polo menos do 20% e unha exactitude comprendida entre o 80%
e 0120%.

En analises forenses é moi importante definir os LOD e os LOQ para cada analito en
cuestion, dado que os resultados poden ser positivos ou negativos dependendo de que o valor
obtido se encontre por encima ou por debaixo destes limites. Un hipotético resultado positivo
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non é suficiente para considerar ser detectado un analito, xa que se necesita cofiecer ademais o
LOD nas condiciéns do método.

Selectividade

E a habilidade do método analitico par diferenciar e cuantificar o analito en presencia
doutros componentes da mostra. Para determinar a selectividade débense analizar
individualmente polo menos 6 mostras da matriz branco que procedan de distintos suxeitos,
para poder determinar as interferencias.

As substancias potencialmente interferentes na matriz bioldxica inclien compofientes
endodxenos da matriz, metabolitos, produtos de descomposicién e contaminacion por outras
substancias.

Exactitude e precision

A exactitude dun método analitico é a capacidade para dar resultados o mais préximos
posibles ao valor verdadeiro ou tedrico da concentracién do analito. E dicir, describe a veracidade
dun resultado experimental, anque é un termo relativo, xa que o feito de que un método sexa
ou non exacto depende en gran medida das necesidades e da dificultade do problema analitico.
A exactitude mide o erro sistemdtico, o determinado dun método analitico, e exprésase en
termos de erro absoluto ou relativo.

Determinase mediante a andlise de réplicas das mostras que contefien cantidades
cofiecidas de analito. Recoméndase analizar un minimo de tres concentraciéns (alta, media e
baixa) dentro do rango de concentracidons empregado no estudo da linealidade. Deben realizarse
un minimo de cinco determinacidons para cada concentraciéon. Ademais, faise para unha
concentracion no mesmo dia (exactitude intra-dia) ou en dias distintos (exactitude inter-dia).

Para o calculo da exactitude empregarase o erro medio relativo, expresado en porcentaxe:
X — X¢

B= |
T X,

x 100

Sendo X o valor da media e x; o valor tedrico.

Como criterio de validacidn o erro medio relativo debe ser menor ou igual ao 15 % con
respecto ao valor real, excepto no LLOQ onde a desviacién non debe superar o 20%.

A precisién do método analitico describe a reproducibilidade dos resultados, é dicir, a
concordancia entre os valores numéricos de varias medidas repetidas, que se fixeron
exactamente da mesma forma, ou o que é o mesmo, a distribucién dos valores analiticos arredor
da sua media. Sempre que se repiten varias medicions analiticas dunha mesma mostra, os datos
obtidos dispérsanse debido a presencia dos erros indeterminados ou aleatorios, e a precisién é
unha medida deses erros aleatorios. Os parametros matematicos a partir dos que se expresa a
precisidn son a desviacion estandar e o coeficiente de variacion (CV) tamén chamado desviaciéon
estandar relativa. A precision débese medir utilizando un minimo de réplicas por cada
concentracion, aplicadas polo menos a tres niveis de concentracion distintos dentro do rango de
calibracion.

A sta vez a precisién pode dividirse en: precisién intra-dia (repetibilidade) que mide a
precision durante o procesado dunha secuencia de mostras e, a precision inter-dia
(reproducibilidade) que mide a precision do método no tempo. Esta ultima pode englobar
diferentes analistas, equipos, reactivos e incluso laboratorios.

46



Metodoloxia

A desviacion estandar calcilase mediante a seguinte formula:

Sendo x o valor da media, x; cada unha das medidas individuais e n o nimero total de
medidas realizadas.

A desviacidon estandar relativa (RSD) é unha medida da variabilidade que se utiliza para
referirse a precision dunha serie de medidas. Tamén se cofiece como CV cando se expresa en %.

cv = (%) x 100

Como criterios de validacidn, a precisién para cada nivel de concentracién non debe
superar 0 15% agdas no LLOQ, onde se permite ata un CV do 20%.

Recuperacion

A recuperacion ou rendemento de extraccion é a relacidén porcentual entre a resposta do
detector obtida a partir dunha cantidade de analito engadido e sometido posteriormente 3
extraccion da mostra bioldxica, e a resposta dese mesmo detector para a mesma concentraciéon
verdadeira da substancia estandar pura. A recuperacidn proporciona unha idea da eficacia da
extraccion dun método analitico dentro duns limites de variabilidade. Non se busca que a
recuperacion do analito sexa do 100%, pero si debe ser constante, exacta e reproducible.

O rendemento debe ser calculado polo menos para duas concentracidns do rango (unha
baixa e outra alta), e faise con mostras branco as que se lles engade as cantidades
correspondentes de analitos e patrdn interno antes da extraccién, e con outras mostras branco
con patrén interno as que se lles engade as mesmas cantidades de analitos despois do
procedemento de extraccion. Estas uUltimas serdn consideradas o 100% do rendemento de
extraccion. Considéranse valores aceptables de recuperacién os que se atopen entre 0 70% e o
120%.
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1. Estudo da eliminacion de cocaina, benzoilecgonina e
cocaetileno do organismo trala abstinencia

Como xa se sinalou previamente, o consumo de cocaina é un problema grave que segue
aumentando a nivel mundial. O uso abusivo desta substancia estd fortemente asociado a
factores de risco tanto fisicos como mentais, xerando un impacto directo na saude e na
seguridade publica [43][122]. Na actualidade, acaddronse avances significativos no ambito das
técnicas analiticas empregadas en toxicoloxia forense, o que posibilita que se realicen analises
de drogas como a cocaina con alta sensibilidade, rapidez e seguridade cando se trata de matrices
complexas como o pelo [11,80,123]. Neste sentido, demostrouse que a analise de pelo é de
especial importancia en investigacions sobre o consumo crénico de substancias, xa que permite
realizar analises retrospectivas do consumo de drogas[124]. Ademais desta ampla ventd de
deteccion, presenta outras vantaxes xa sinaladas sobre outras matrices convencionais, tales
como a sua sinxela recoleccion e, en casos forenses, a posibilidade de levarse a cabo baixo estrita
supervision para evitar asi a sUa adulteracion [125,126].

Por conseguinte a analise de pelo é util para abordar diversos problemas clinicos e
forenses, como a deteccién de abuso de drogas, a exposicidén a drogas durante o embarazo, o
seguimento da abstinencia de drogas, a suspensidn de permisos de conducir ou a investigacion
as causas de morte [91,127,128].

Nesta seccion avaliarase o tempo de desaparicion da cocaina, BEG, e CE no pelo. O método
desenvolto baseado en andlise por segmentos, aplicarase a mostras de pelo de adictos que se
atopaban seguindo un programa de rehabilitacién de drogas, co fin de determinar o
cumprimento da terapia.

1.1. Resultados da validacion da metodoloxia analitica

Como xa se mencionou no apartado de metodoloxia, a validacién do método foi realizada
seguindo as directrices internacionais da Guia de Validacién de Métodos Bioanaliticos para a
Industria da FDA [118]. Estudaronse os seguintes parametros: linealidade, sensibilidade,
precision e exactitude intra- e inter-dia, e rendemento do proceso de extraccion.

Linealidade

A linealidade avaliouse construindo curvas de calibrado (n=7) para cada analito en mostras
de 50 mg pelo branco (sen analitos), engadindo os patréons de cocaina e BEG para os seguintes
niveis de concentracién: 0-0.2-1-2-4-5-8-10 ng/mg. Para CE, os niveis de concentracion foron: 0-
0.05-0.1-0.5-1-2-3-5 ng/mg. Estas alicuotas sometéronse ao proceso de extraccion
anteriormente descrito. Realizouse unha andlise de regresion lineal simple, observandose unha
linealidade satisfactoria xa que os coeficientes de correlacidn oscilaron entre 0.997 e 0.998. A
Taboa 6 mostra as ecuacidns da recta.

Taboa 6. Rectas de calibrado para cada analito.

Substancia Ecuacién R?

Cocaina y=0.3323x-0.0738 0.9982
BEG y=0.2696x-0.0098 0.9989
CE y=0.169x-0.0073  0.9977
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Sensibilidade

A sensibilidade do método determinouse calculando o limite de deteccién (LOD) e o limite
mais baixo de cuantificacion (LLOQ). O LOD obtivose empiricamente mediante a andlise de
mostras de pelo con concentraciéns decrecentes dos analitos. O LLOQ é o punto mais baixo da
curva de calibracién (Taboa 7).

Taboa 7. Limites de deteccion e limites de cuantificacidn para cocaina, BEG e CE.

Substancia LOD (ng/mg) LOQ (ng/mg)

Cocaina 0.015 0.20
BEG 0.015 0.20
CE 0.025 0.05

Selectividade

A selectividade avaliouse mediante a analise de 8 mostras branco de pelo de diferentes
persoas, as cales se sabia con total seguridade que non consumian cocaina. Puido comprobarse
gue non existian interferencias nos tempos de retencidn dos analitos.

Exactitude e precision

Tanto a exactitude como a precisién determindronse mediante ensaios inter-dia e intra-

dia (Taboa 8). Para o estudo inter-dia fixéronse 6 determinaciéns por concentraciéon en
diferentes dias. Para a cocaina e a BEG as tres concentracidons empregadas foron: 0.2-4-10
ng/mg. Para CE os niveis de concentracion analizados foron: 0.05-1-5 ng/mg. Nos ensaios intra-
dia analizaronse 5 réplicas para cada nivel no mesmo dia. A precisidon, expresada como
coeficiente de variacion (CV) calculouse como (desviacidn estdndar/media) x 100. Agardase que
sexa inferior ao 15 % en todas as concentracions, agds no LLOQ, onde se acepta ata 20 %.
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Taboa 8. Precision e exactitude intra-dia e inter-dia.

Concentracién Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
(ng/mg) CV (%) CV (%) (%RSD)  (%RSD)
Cocaina

0.2 8.87 9.10 9.54 9.54

4 6.98 6.51 0.24 1.11

10 4.78 5.02 2.38 2.56
BEG

0.2 9.84 10.10 5.84 6.20

4 2.22 2.03 0.74 2.35
10 6.85 7.05 9.50 10.91
CE

0.05 7.44 8.11 12.2 10.40
1 1.63 2.73 7.83 9.10

5 2.52 3.90 6.03 6.85

Recuperacion

A eficiencia da extraccién calculouse en dous niveis de concentracion, 5 réplicas da
concentracion mais baixa e 5 réplicas da concentracion mais alta. Nunha primeira quenda
engadiuse a mestura de patrdns coa concentracién cofecida antes do proceso de SPE, mentres
gue nunha segunda quenda agregouse esta mestura despois da SPE, pero antes da evaporacion.
Os resultados obtidos méstranse na Taboa 9.

Taboa 9. Porcentaxes de recuperacion no procedemento de extraccion.

Extr. Rec. (n=5) 0.2ng/mg 10 ng/mg
Cocaina 95.32 85.50
BEG 97.35 102.1
Extr. Rec (n=5) 0.05ng/mg 5ng/mg
CE 101.6 86.60
1.2. Analise de resultados dos
rehabilitacion

Casos €n programas de

As anadlises para a deteccién de drogas en pelo foron utilizadas amplamente no dambito
forense desde a década de 1990 como medio de obtencidn de probas firmes da inxesta de
drogas. En comparaciéon coas matrices convencionais, como o sangue e a urina, o pelo permite
documentar o historial de exposicién a unha droga a longo prazo, xa que unha vez que se
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consume a substancia, vaise acumular na matriz do pelo e polo tanto son dificiles de adulterar
[129]. Isto permite obter informacidn cronoldxica do consumo individual de drogas [130]. Outra
vantaxe é que posibilita identificar patrons de consumo, asi como a sua duracion ao longo do
tempo [131].

Se se analizan seccidéns de pelo de persoas que estean ingresadas nun programa de
deshabituacion e se atopen en abstinencia, serd posible avaliar a taxa de desaparicién da droga
do pelo, despois de interromper o seu consumo. A continuacién estudarase o periodo de
desaparicion da cocaina e dos seus metabolitos do pelo.

As mostras reais para levar a cabo o estudo da presente Tese, requiriron condicidns
especiais que dificultaron a sia obtenciéon de forma considerable. O principal desafio foi
conseguir un nimero abundante de mostras, dado que o estudo implica un seguimento de cada
paciente alongo prazo. Gran parte dos centros que se ofreceron a colaborar non lograron manter
a continuidade necesaria, ou incluso os propios pacientes que comezaban un programa de
deshabituacién, non permanecian o tempo necesario, sendo a taxa de abandono elevada. Na
Taboa 10 preséntase, de todos os pacientes dos que se dispuxeron, o nimero de casos que
resultaron validos na analise de deteccidon de cocaina. Como se pode observar, recibironse 71
positivos a cocaina en urina en total, dos cales sé foron analizados 43. Os 28 que non se chegaron
a analizar foi debido a que abandonaron o programa antes dos 6 meses, ou que a mostra de pelo
adquirida non chegaba aos 50 mg requiridos. Nos casos que si se analizaron, descartdronse 23
porgue non mantiveron a abstinencia durante todo programa (6 meses), é dicir, observouse un
aumento da concentracidn de cocaina e os seus metabolitos ao longo do tempo; ou
abandonaron aos 4 meses, non podendo ser concluintes as andlises dos 3 primeiros segmentos.

Sumado a estes inconvenientes, a pandemia COVID dificultou ainda mais a adquisicion de
mostras, por iso desde o ano 2020 ata o 2023 non se recibiron casos. Isto foi debido a que a
maioria dos programas de deshabituacion experimentaron unha interrupcion e os participantes
non puideron permanecer no centro. Polo tanto, non se puido facer un seguimento exhaustivo
para garantir o cumprimento da abstinencia.

Taboa 10.NUumero de casos reais totais recibidos para a analise.

Numero de participantes por ano
2017 2018 2019 2023 Total

Validos 14 2 - 4 20
Analizados
Descartados 18 B 5 B 23
Tamafio mostra 6 - - 1 7
Non insuficiente
analizados Abandono 9 - 4 8 21
programa

A continuacion, empregando a metodoloxia descrita na seccidn anterior, analizaronse
segmentos de 1 cm das mostras de pelo para establecer as concentracions residuais de cocaina,
BEG e cocaetileno en pelo de individuos en abstinencia. O cut-off da cocaina é 0.5 ng/mg e para
BEG e cocaetileno é 0.05 ng/mg segundo o recomendado pola guia da SoHT [4]. Neste estudo
seleccionouse como LLOQ 0.2 ng/mg para cuantificar con maior precision a concentracion
decrecente de cocaina.
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Despois do inicio de dita abstinencia, a concentracidon detectada de cocaina e os seus
metabolitos diminuiu de forma continua como se observa na Figura 11. Anque na maioria dos
pacientes as concentraciéns foron positivas nos 2 primeiros meses, os niveis diminuiron
significativamente chegados aos 4 meses de abstinencia. No grupo total estudado de 20 suxeitos,
transcorridos 2 meses desde o ingreso no programa, 16 casos foron positivos para cocaina, 13
casos para BEG, e 5 para cocaetileno. Despois de 4 meses, soamente 4 casos deron valores de
concentracion maiores ao cut-off para cocaina establecido pola SoHT (0.5 ng/mg). Finalmente
transcorridos os 6 meses, todos os suxeitos deron negativo para cocaina, BEG, e cocaetileno
(Taboa 11).

Hai poucas publicacidns que investiguen a desaparicién da cocaina do pelo en pacientes
gue se atopen nun programa de deshabituacion. En concreto, soamente existen dous estudos
qgue determinan que a duracién da deteccién de cocaina en pelo é de 3-4 meses [132,133]. Na
presente Tese seguironse a pacientes desde o inicio da abstinencia, e segundo os resultados
obtidos, as concentraciéns de cocaina, BEG e CE foron sempre negativas pasados 6 meses da
abstinencia controlada polo programa. Asi, neste estudo comprdbase que aos 3-4 meses de
iniciar o programa de deshabituacidon, ainda nalglns casos se atoparon concentracidéns de
cocaina superiores ao cut-off, o que demostra a necesidade de agardar 6 meses desde que se
deixa de consumir para poder asegurar, con total fiabilidade, que o suxeito abandonou o
consumo. Ademais, o que resulta de gran importancia a nivel xudicial, é poder asegurar que o
resultado en pelo corresponde verdadeiramente coa realidade, deixando claro que un resultado
positivo tras 4 meses de abstinencia pode ser compatible coa afirmacién do paciente de que non
consumiu durante eses ultimos 4 meses.
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Figura 11. Numero de segmentos de pelo positivos para cocaina, BEG e CE.
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Taboa 11. Concentracidns de cocaina, BEG e CE no segmento 0-1 cm proximal de pelo durante 6 meses de 20 pacientes en abstinencia.

Ultimo consumo  Tempo de
Caso Idade Sexo antes de consumo Cocaina (ng/mg) BEG (ng/mg) Cocaetileno (ng/mg) Outras
admision (dias) (meses) drogas
Meses en abstinencia consumidas
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
1 27 H 30 120 1.30 0.43 0 0 0.93 0.41 0 0 0 0 0 | THC, MDMA
2 19 H 30 36 0.56 0 0 0 0.42 0 0 0 0 0 0 | THC, MDMA
3 40 H 37 168 2.92 0.25 0 0 1.98 0.25 0 0| 014 008 0 O THC
4 41 H 81 252 0.53 0.25 0.20 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 THC
5 43 H 81 264 0.53 0 0 0 0.47 0 0 0| 027 0 0 0 | THC, opidceos
6 32 H 51 60 0.64 0.42 0.25 0 0.44 0.26 0 0| 012 0 0 o0 Opiaceos
7 51 H 51 360 0.71 0.29 0 0 0.61 0.23 0 0| 030 011 0 0 | THC opidceos
8 49 H 72 - 2.74 0.85 0.69 0 2.16 061 038 0 | 059 0 0 0 | THC, opidceos
9 38 M 31 120 19.84  8.26 0.55 0 15.70 571 055 0 0 0 0 o THC
10 51 H 7 264 3.31 2.64 0.51 0 3.04 240 039 O 0 0 0 o opidceos
1 35 M 88 72 0.28 0.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | THC, opidceos
12 28 H 79 120 1.69 0.28 0 0 1.07 0 0 0 0 0 0 0 | THC, opidceos
13 35 M 20 240 1.90 0.47 0.30 0 1.42 08 041 O 0 0 0 0 | THC, opiaceos
14 31 H 84 60 0.96 0.27 0 0 0.51 0.29 0 0 0 0 0 0 | THC, MDMA
15 45 H 90 336 1.33 0.31 0 0 0.81 0.37 0 0 | 048 024 0 0 | THC opidceos
16 47 H 53 24 5.00 0 0 - 2.80 0 0 - 0 0 0o - -
17 31 M 35 60 4.30 1.50 0.98 0 2.20 080 027 0 | 0.60 0 0 o0 THC
18 36 H 28 216 2.60 1.74 0 0 0.70 0.40 0 0] 090 050 0 O THC
19 35 H 31 180 5.0 4.30 0 0 3.50 1.60 0 0| 140 070 0 O -
20 33 H 30 204 0.75 0 0 - 1.56 0 0 - 0.67 0 0o - THC

H:Home; M:Muller
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A Figura 12 mostra os cromatogramas correspondentes ao paciente 3 da Taboa 11.
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Figura 12. Cromatogramas correspondentes a cada segmento de pelo do paciente 3. (a)
Segmento 1 correspondente ao momento do ingreso. (b) Segmento 2, aos 2 meses do ingreso. (c)
Segmento 3 aos 4 meses do ingreso.

56



Resultados e discusién

2. Estudo daeliminacion da morfina, codeina e 6-MAM do
organismo trala abstinencia

O consumo de opioides segue sendo un problema importante en todo o mundo debido as
graves consecuencias que produce na saude. A heroina continta sendo un dos opioides mais
consumidos, con arredor de 31 milléns de adictos segundo os ultimos datos [43]. Tratase dun
opidceo semisintético da morfina, que debido 4 sua curta vida media, rara vez é detectable en
fluidos corporais. Despois da sia administracién, metabolizase rapidamente a 6-MAM, e esta a
sua vez transformase en morfina [134].

En usuarios crénicos de heroina, hai estudos que demostran que os seus metabolitos
poden detectarse en concentracidns mais altas do esperado en el pelo durante varios meses
despois de deixar o consumo da droga [135]. Unha explicacion a isto é que estas substancias
permanecen almacenadas nos foliculos capilares durante periodos prolongados [103].

Nesta seccion avaliarase o tempo total necesario para que a morfina, a codeina e a 6-MAM
sexan indetectables no pelo unha vez que cesou o seu consumo. Para lograr este obxectivo,
desenvolveuse un método baseado na anadlise por segmentos de cabelo procedente de persoas
ingresadas nun programa de deshabituacion de drogas.

2.1. Resultados da validacion da metodoloxia analitica

Ao igual que no método anterior, a validacion do presente método foi realizada seguindo
as directrices da guia da FDA [118]. Estuddronse os seguintes parametros: linealidade,
sensibilidade, precisién e exactitude intra- e inter-dia, e rendemento do proceso de extraccion.

Linealidade

Para avaliar a linealidade, tomaronse alicuotas de 50 mg de pelo sen drogas, as cales se
lles engadiu un volume determinado de disoluciéns estandar de morfina, codeina e 6-MAM a
diferentes concentracions: 0-0.2-0.5-0.8-1-2-4-5 ng/mg. A curvas de calibracion repetironse 7
veces. As mostras extraéronse seguindo o procedemento previamente descrito. Posteriormente,
realizouse unha analise por regresion lineal nas alicuotas. Segundo se reflexa na Taboa 12, os
coeficientes de correlacién, foron superiores a 0.99 para o rango de concentracion estudado.
Isto indica a fiabilidade e a precisién da calibracion.

Taboa 12. Rectas de calibrado para cada analito.

Substancia Ecuacién R?

Codeina y=0.1617x-0.0109 0.9979
Morfina y=0.1841x-0.0151 0.9982
6-MAM y=0.1178x-0.0072 0.9983

Sensibilidade

A sensibilidade do método determinouse calculando o limite de deteccidn (LOD) e o limite
mais baixo de cuantificacién (LLOQ). O LOD obtivose empiricamente mediante a andlise de
mostras de pelo con concentraciéns decrecentes dos analitos. O LLOQ é o punto mais baixo da
curva de calibracion (Taboa 13).
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Taboa 13. Limites de deteccién e limites de cuantificacidn para codeina, morfina e 6-MAM

Substancia LOD (ng/mg) LOQ (ng/mg)

Codeina 0.15 0.20
Morfina 0.15 0.20
6-MAM 0.15 0.20

Selectividade

A selectividade avaliouse mediante a andlise de 8 mostras de pelo de diferentes persoas,
as cales se sabia con total seguridade que non consumen opioides. Puido comprobarse que non
existian interferencias nos tempos de retencién dos analitos.

Exactitude e precision

A precision e a exactitude das medicions avalidronse mediante ensaios inter-dia e intra-
dia. Para a avaliacién inter-dia, realizaronse 6 determinaciéns para cada concentracién en
diferentes dias. A precision e a exactitude intra-dia determinaronse preparando e analizando
cinco réplicas en tres niveis de concentracién (baixo, medio e alto) no mesmo dia (Taboa 14).

Taboa 14. Precision e exactitude intra-dia e inte-rdia.

Concentracion Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia

(ng/mg) CV (%) CV (%) (%RSD)  (%RSD)
Codeina
0.2 10.97 13.20 6.45 5.95
1 3.27 6.19 10.82 9.45
5 10.37 3.25 8.13 7.83
Morfina
0.2 3.53 12.15 10.30 11.10
1 2.74 3.26 7.22 5.42
5 0.93 5.90 6.97 8.03
6-MAM
0.2 2.85 6.38 12.65 10.05
1 4.62 4.47 0.59 2.15
5 9.20 6.15 4.87 6.12
Recuperacion

A eficiencia da extraccién calculouse en dous niveis de concentracion, 5 réplicas da
concentracion mais baixa e 5 réplicas da concentracion mais alta. Nunha primeira quenda
engadiuse a mestura de patrdns coa concentracién cofiecida antes do proceso de SPE, mentres
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gue nunha segunda quenda agregouse esta mestura despois da SPE, pero antes da evaporacion.

Os resultados obtidos méstranse na Taboa 15.

Taboa 15. Porcentaxes de recuperacion no procedemento de extraccién.

Extr. Rec. (n=5) 0.2ng/mg 5ng/mg

Codeina 91.6 86.3
Morfina 101.6 83.0
6-MAM 88.1 84.1
2.2. Andlise de resultados dos casos en programas de
rehabilitacion

De igual modo que no estudo do tempo de desaparicidon de cocaina, a obtencién de
mostras reais para o estudo da eliminacién de heroina do pelo, foi de especial dificultade.
Sumado as complicaciéns xa comentadas, como alta taxa de abandono ou a baixa continuidade
dos centros, prodicese un menor nimero de ingresos en programas de rehabilitacion por
adiccion a heroina. Isto é debido a que afortunadamente, na actualidade, a prevalencia do

consumo de heroina é menor que no caso da cocaina.

Na Taboa 16 preséntanse tddolos casos recibidos, un total de 32, dos cales 24 foron
analizados. Os 8 casos non analizados foi debido a que abandonaron o programa antes dos 6
meses. Dos 24 estudados, 7 descartaronse debido a que non mantiveron a abstinencia durante
0s 6 meses en estudio e puido observarse unha concentracién crecente dos metabolitos da
heroina (morfina, codeina e 6-MAM). Polo tanto, finalmente conseguironse 17 pacientes con

mostras validas para o estudo.

Taboa 16. Numero de casos reais totais recibidos para a andlise.

Numero de participantes por ano

2017 2018 2019 2023 Total

Validos 13 3 - 1
Analizados

Descartados 4 B 2 1

Tamafio mostra - - - -
Non insuficiente
analizados Abandono 6 - - 2

programa

17
7

Utilizando a metodoloxia descrita anteriormente para a determinacion de opioides en
pelo, analizdronse os segmentos de pelo de 1 cm da zona proximal, enviados secuencialmente
ao longo do estudo para a sua determinacidn, para poder calcular as concentracidns residuais
de codeina, morfina e 6-MAM durante o periodo de abstinencia.
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Neste traballo elixiuse 0.2 ng/mg como LLOQ para cuantificar a concentracion decrecente
de opioides nos segmentos consecutivos estudados. Seleccionouse este cut-off porque é o
recomendado segundo a guia da SoHT para morfina, codeina e 6-MAM [4]. Como se advirte na
Figura 13, despois de cesar o consumo de droga, os niveis de concentracién dos metabolitos
diminuiron notablemente co tempo.

Observouse que despois dos 2 primeiros meses de abstinencia, dos 17 analizados so 3 de
las mostras analizadas resultaron positivas a codeina, e 4 para morfina e 6-MAM. Despois de 4
meses, soamente 2 mostras seguian sendo positivas a 6-MAM, 1 a morfina e ningunha a codeina.
Finalmente transcorridos 6 meses, en todas as mostras dos pacientes en estudio a concentracién
de codeina, morfina e 6-MAM foi negativa (Taboa 17).

Na literatura cientifica consultada, hai poucos traballos publicados sobre o tempo de
desaparicion de drogas en cabelo de adictos que comezan a abstinencia. En concreto para os
metabolitos da heroina soamente se atopou un estudo [136], que conclie 3 meses como tempo
de eliminacién. Na presente Tese seguironse a 17 pacientes desde o inicio da sUa abstinencia
nun centro de rehabilitacion. Os resultados anteriormente analizados mostraron que, anque
despois dos 2 primeiros meses na maioria dos casos as concentracions de codeina, morfina e 6-
MAM foron negativas, ainda habia alguns casos con resultados positivos, o que demostra que se
necesitan 6 meses para asegurar a completa desaparicidon da heroina, morfina y 6-MAM do
cabelo. Estes resultados indican a importancia de cofiecer estes intervalos para evitar unha
interpretacidn errénea dun resultado positivo en pacientes en periodo de deshabituacion.
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Figura 13. Numero de segmentos de pelo positivos para codeina, morfina e 6-MAM.
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Taboa 17. Concentracidns de codeina, morfina e 6-MAM no segmento 0-1 cm proximal de pelo durante 6 meses, de 17 pacientes en abstinencia.

Ultimo
Tempo de
Mostra Idade Sexo cc:jnsu:\o'a'rltes consumo Codeina (ng/mg) Morfina (ng/mg) 6-MAM (ng/mg) Outras
) 7d;‘s';'°" (meses) droga's
Meses en abstinencia consumidas
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
1 55 H 54 480 0.37 0.30 & 0 1.01 078 045 O | 1.13 068 042 0 | THC
2 29 H 79 120 0.31 0 0 0 0.88 0.22 0 0| 0.98 * 0 0 | THC
3 44 H 26 324 0.78 0.52 0 0 1.49 0.47 0 0| 133 052 0 0 | THC, cocaina
4 49 H 72 - 0.40 0.25 0 0 1.20 0.26 0 0| 117 029 0.21 0 | THC cocaina
5 49 M 65 120 0.21 0 0 - 0.60 0 0 - 2.48 0 0 - | Cocaina
6 27 H - - 0 0 0 . 0.58 0 0 -] 112 0 0 - | THC, MDMA
7 19 H - - 0 0 0 - 0.54 0 0 - | 110 0 0 - | THC, cocaina
8 39 H - - 0 0 0 - 0.56 0 0 - 1.14 0 0 - | THC, cocaina
9 41 H - - 0 0 0 - 0.55 0 0 - 1.25 0 0 - | THC, cocaina
10 43 H - 15 0 0 0 - 0 0 0 - 1.13 0 0 - | THC, cocaina
1 32 H 25 48 < 0 0 - 0.64 0 0 - 1.27 0 0 - | Cocaina
12 45 M 81 120 * 0 0 0 0.61 * 0 0 | 1.06 * 0 0 | Cocaina
13 34 H 74 144 0.34 0 0 - 1.08 0 0 - | 163 0 0 - | Cocaina
14 51 H 46 204 0 0 0 - 0.51 0 0 - 0.91 0 0 - |-
15 51 H 66 300 0 0 0 - 1.26 0 0 - 1.24 0 0 - | THC, cocaina
16 51 H 73 12 0.70 0 0 - 2.70 0 0 - 3.38 0 0 - |-
17 46 H 14 360 0.28 @ 0 0 1.74 S 0 0| 430 1.27 0 0 | THC

H: Home; M: Muller.
*Valor da concentracion entre o LOD e o LLOQ.
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A Figura 14 mostra os cromatogramas correspondentes ao paciente 17 da Taboa 17.
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Figura 14. Cromatogramas correspondentes a cada segmento de pelo do paciente 17. (a) Segmento
1 correspondente ao momento do ingreso. (b) Segmento 2, aos 2 meses do ingreso. (c) Segmento 3 aos 4
meses do ingreso.
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3. Estudo daeliminacion de cannabinoides do organismo
trala abstinencia

Ao igual que en moitos paises, en Espafia o cannabis é a droga ilicita mais consumida [45].
O termo xeral “cannabis” emprégase para nomear aos diferentes compofientes psicoactivos da
planta Cannabis sativa. Non obstante, é o THC, que é un dos compostos presentes na planta
mais importantes e o que se atopa en maior proporcidn, o que lle confire as propiedades
psicoactivas. O THC é moi soluble en lipidos o que fai que a sua liberacién sexa lenta e o seu
efecto se prolongue durante varios dias [137]. No ambito forense soe investigarse a presenza en
pelo tanto de THC coma do seu principal metabolito, THC-COOH, que permite distinguir o
consumo da exposicidn pasiva [97]. Ademais, tamén se determinan de forma habitual o CBN e o
CBD, os principais cannabinoides non psicoactivos presentes na planta [138].

A continuacion preséntase os resultados da validacidn levada a cabo para determinar a
presenza de THC, CBD, CBN E THC-COOH en pelo.

3.1. Resultados da validacion da metodoloxia analitica

A validacidn do presente método realizouse calculando os mesmos pardmetros que nos
métodos anteriores, acordados pola FDA [118]: linealidade, sensibilidade, selectividade,
exactitude, precisién e recuperacion.

Linealidade

A linealidade avaliouse coma nos métodos anteriores, construindo curvas de calibrado
(n=7) para cada analito en mostras de 50 mg pelo branco (sen analitos), engadindo os patrons
de THC, CBN, CBD e THC-COOH para os seguintes niveis de concentracidn: 0-0.05-0.1-0.5-1-2-3-
5 ng/mg. Estas alicuotas sometéronse ao proceso de extraccion anteriormente descrito.
Realizouse unha andlise de regresién lineal simple, observandose unha linealidade satisfactoria
xa que os coeficientes de correlacion oscilaron entre 0.998 e 0.999. A Taboa 18 mostra as

ecuacions da recta.

Taboa 18. Rectas de calibrado para cada analito.

Substancia Ecuacién R?

THC y=0.9991x-0.0131 0.9990
THC-COOH y=1.0022x+0.0098 0.9998
CBD y=2.3026x-0.1412 0.9984
CBN y=1.2394x+0.1397 0.9982

Sensibilidade

A sensibilidade do método determinouse calculando o limite de deteccién (LOD) e o limite
mais baixo de cuantificacion (LLOQ). O LOD obtivose empiricamente mediante a andlise de
mostras de pelo con concentraciéns decrecentes dos analitos. O LLOQ é o punto mais baixo da
curva de calibracion (Taboa 19).
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Taboa 19. Limites de deteccidn e limites de cuantificaciéon para THC, THC-COOH, CBD e CBN.

Substancia LOD LOQ
THC 0.01 0.05
THC-COOH 0.009 0.05
CBD 0.02 0.05
CBN 0.03 0.05

Selectividade

A selectividade avaliouse mediante a andlise de 8 mostras de pelo de diferentes persoas,
as cales se sabia con total seguridade que non consumen cannabis. Puido comprobarse que non
existian interferencias nos tempos de retencién dos analitos.

Exactitude e precision

A precision e a exactitude determindronse mediante ensaios inter-dia e intra-dia. A
precisidn e exactitude inter-dia avalidronse mediante 6 determinacidns para cada concentracion
en diferentes dias. A precision e exactitude intra-dia determindronse en tres concentraciéns
(0.05-1-5 ng/mg), preparando e analizando 5 réplicas para cada nivel, no mesmo dia. A precision
exprésase como coeficiente de variacion (CV) dos valores medidos (Taboa 20).

Taboa 20. Precisidn e exactitude intra-dia e inter-dia.

Concentracidon Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia
(ng/mg) CV (%) CV (%) (%RSD)  (%RSD)
THC-COOH

0.05 10.7 10.8 2.20 2.20

1 4.50 5.50 4.96 5.11

5 4.40 6.10 2.38 2.56
THC

0.05 10.2 10.4 6.10 6.20

1 5.70 5.50 5.30 6.10

5 3.60 4.20 3.39 3.91
CBD

0.05 3.40 4.10 19.1 18.2

1 4.60 5.70 8.4 10.3

5 6.90 7.20 5.5 6.80
CBN

0.05 15.40 14.8 2.00 2.20

1 12.14 12.3 6.63 7.09

5 13.67 13.9 18.07 17.09
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Recuperacion

A eficiencia da extraccion calculouse en dous niveis de concentracion, 5 réplicas da
concentracion mais baixa e 5 réplicas da concentracion mais alta. Nunha primeira quenda
engadiuse a mestura de patrdons coa concentracidn cofiecida antes do proceso de SPE, mentres
gue nunha segunda quenda agregouse esta mestura despois da SPE, pero antes da evaporacion.
Os resultados obtidos méstranse na Taboa 21.

Taboa 21. Porcentaxes de recuperacion no procedemento de extraccién.

Extr. Rec. (n=5) 0.05ng/mg 5ng/mg

LLE THC-COOH 70.61 89.5
LLE THC 73.50 78.2
LLE CBD 73.27 100.39
LLE CBN 82.57 84.02
3.2. Analise de resultados dos casos en programas de
rehabilitacion

Como xa se describiu ao longo dos métodos anteriores, a recollida de mostras reais
complicouse debido as condicidns especiais requiridas, o que ocasionou que a presente Tese se
prolongase ao longo do tempo. Ademais dos inconvenientes xa mencionados, como a alta taxa
de abandono por parte dos participantes e a baixa continuidade dos centros, no caso de
consumidores de cannabis apenas hai ingresos por consumo Unico desta droga. Entén dos
poucos casos achegados, na maioria a mostra non foi suficiente porque se tivo que empregar
gran parte na analise de cocaina e/ou opiaceos.

O total de casos recibidos para esta Tese foron 75, dos cales soamente 4 ingresaron no
programa de deshabituacién por consumo exclusivo de cannabis. O nimero de pacientes con
policonsumo entre os que estaba o cannabis foi de 44, pero 23 abandonaron o programa e dos
21 restantes, en 19 a mostra non foi suficiente. Polo tanto, soamente se obtiveron 2 analises
vdlidas no primeiro segmento. Debido a isto, non se pode chegar a ningln resultado concluinte
sobre o tempo de desaparicidn de cannabinoides en pelo, trala abstinencia.

65



Resultados e discusién

4. Discusion xeral

Existen estudos previos a8 presente Tese que indicaron diferentes patréons de eliminacién
do pelo de diversas drogas de abuso e de medicamentos. Estas investigacidns foron publicadas
e recéllense na Taboa 22. O primeiro artigo publicado data de 1990 onde Nakahara et al. [139]
investigaron a diminucién dos niveis de metoxifenamina (MOP) no pelo. As concentracidns de
MOP producidas por doses que se administraron durante 7 dias, diminuiron arredor do 50% da
concentracion inicial despois de 5 a 6 meses.

Taboa 22. Duracién da deteccién de varias drogas de abuso en pelo despois da abstinencia.

Meses necesarios para obter
Substancias resultados negativos en pelo Referencias
trala abstinencia
Reducion do 50% aos 5-6

Metoxifenamina meses [139]
Metanfetamina 4-5 [140,141]
Anfetamina 4-5 [140,141]
Tramadol 3-4 [142]
THC-COOH 6-7 [142]
Ketamina 6-7 [143]
Heroina 3 [136]
Heroina 6 Presente estudo
Cocaina 3-4 [132,133]
Cocaina 6 Presente estudo

Outra investigacion relevante da desaparicién de droga no pelo foi publicada por Shen et
al. [136]. Neste estudo determinouse o tempo de desaparicién da codeina, da morfina e da 6-
MAM nun tamafio de mostra de 32 mulleres que deixaron de consumir heroina durante 4-5
meses. Os resultados obtidos suxeriron que un segmento de pelo proximal (1cm) despois dun
periodo de abstinencia de 3 meses, deberia estar libre dos analitos cunha concentracién por
debaixo do nivel de cut-off proposto pola SOHT para 6-MAM e a morfina (0.2 ng/mg).

Felli et al. [132] levaron a cabo un estudo sobre a desaparicion de cocaina do pelo durante
10 meses nunha muller que deixou de consumir. Os resultados demostraron que non se
encontrou cocaina nas seccidns mais proximas a raiz (1.5 cm) analizadas 5 meses despois do
ultimo consumo. Existe un segundo estudo sobre a desaparicion de cocaina [133], que a
diferenza do primeiro tamén incluiu a BEG como principal metabolito da cocaina. Realizouse
unha andlise retrospectiva con datos de 137 suxeitos que tifian concentraciéns gradualmente
decrecentes de cocaina e/ou BEG en mostras de pelo secuenciais, nos cales puido observarse
gue nos segmentos en situacion distal (é dicir, mais temperdn no tempo) habia niveis de
concentracions de droga madis altos, e niveis mais baixos non medibles no segmento mais
préximo 6 coiro cabeludo (mais preto 4 data de mostraxe). Neste estudo concluiuse que deben
pasar de 3 a 4 meses antes de obter un resultado negativo no segmento proximal ao coiro
cabeludo.
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Outra droga sobre a que se estudou o seu tempo de desaparicién no pelo foi a
metanfetamina e o seu metabolito anfetamina, nun total de 63 adictos crénicos que
recentemente deixaran de consumir durante un programa de rehabilitacidon [140]. A maioria dos
pacientes deron positivo a metanfetamina ata os 90 dias de abstinencia informada, pero aos 120
dias a taxa de deteccién diminuiu ata o 16%. Todos os suxeitos deron negativo para
metanfetamina despois de 153 dias de abstinencia. Para a anfetamina a duracién da deteccion
alcanzou os 106 dias. Os autores deste estudo concluiron que a analise de pelo de consumidores
cronicos de metanfetamina deberia dar negativa despois de 6 meses de abstinencia declarada.

Wang et al. [141] tamén investigaron a diminucidén das concentraciéns de enantidmeros
R/S da metanfetamina e da anfetamina en 13 mulleres en bo estado de satde que acudiron a un
centro de rehabilitacion e deixaron de consumir metanfetamina durante 4-5 meses. Os
resultados do estudo suxeriron que a R/S-metanfetamina e a R/S-anfetamina pode detectarse
no pelo de ex adictos durante aproximadamente 4 meses despois do comezo da abstinencia.

Nun estudo mais recente, Kintz et al. [142] analizaron mostras de pelo de 8 usuarios
crénicos de tramadol despois de 3-6 meses de abstinencia, e 15 usuarios de cannabis despois de
8-9 meses de abstinencia. No caso do tramadol obtivéronse resultados negativos transcorridos
3-4 meses, mentres que para o cannabis tiveron que pasar 6-7 meses despois de cesar o
consumo.

Por ultimo, unha das drogas na que se estudou mais recentemente a sta desaparicién en
cabelo foi a ketamina [143]. Para iso investigouse unha paciente que recibira tres doses de
ketamina como tratamento para a depresion. Unha vez que cesou a terapia, a ketamina
continuou sendo detectable durante mais de 4 meses, cunha diminucion de case o 97% aos 6
meses.

No estudo que presenta esta Tese Doutoral, de acordo cos estudos existentes xa
mencionados, pode establecerse que a desaparicién de droga no pelo despois da abstinencia
non é inmediata, xa que a transicidn de resultados positivos a negativos pode durar algins meses
dependendo das propiedades fisicoquimicas da substancias asi como factores externos que
afecten a matriz. Tanto para a cocaina como para os opidceos deben pasar como minimo 6 meses
para obter un resultado negativo tras deixar de consumir.

Por conseguinte, pode ser dificil diferenciar a abstinencia da exposicion a niveis baixos de
droga nos meses seguintes a interrupcién do consumo, por iso adquire especial importancia que
as mostras aportadas ao estudo estean baixo unha supervisidn estrita para certificar que non se
produciu consumo esporadico. Fundamentalmente nesta causa radica a maior dificultade para
levar a cabo un estudo destas caracteristicas, e sexa unha posible explicacion a que actualmente
existan tan poucas investigacions. Das que hai, na sia maior parte, implican un nimero reducido
de pacientes, xa que asegurar a supervisién e cumprimento da abstinencia durante periodos tan
largos é verdadeiramente dificil. A aportacion principal deste traballo radica precisamente neste
numero de pacientes incluidos cun seguimento controlado e a constatacion de que, ata
transcorridos 6 meses do inicio da abstinencia, non se pode asegurar un resultado negativo. Isto
ten unha implicacion fundamental na interpretaciéon de resultados analiticos neste tipo de
pacientes, moitos dos cales estan inmersos en procesos xudiciais e deben acreditar a total
abstinencia e o cumprimento dos programas de deshabituacion.
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5. Dificultades e limitacions do estudo

Como se describiu anteriormente, o emprego do cabelo como matriz aporta importantes
vantaxes sobre outras metodoloxias, debido a que unha soa mostra proporciona unha gran venta
de deteccion, pode ser facilmente obtida sen violar a privacidade do individuo e pddese
almacenar e transportar de forma sinxela. Ademais, a sua alteracion é practicamente imposible.

Para levar a cabo o estudo toxicoléxico proposto nesta Tese, foron necesarias unhas
condicidns especiais nas que o suxeito que proporcionase a mostra tifia que estar baixo o control
dun programa de deshabituacién, e asi poder confirmar que realmente se atopaba en
abstinencia. O principal inconveniente deste traballo foi precisamente a dificultade de obter as
mostras necesarias para levalo a cabo, dado que é un estudo a largo prazo e que esixe un
seguimento de cada paciente. A maioria dos centros que en principio se ofreceron a colaborar
no puideron manter a continuidade necesaria e moitos casos nos que se obtivo unha primeira
(eincluso segunda) mostra non terminaron as recollidas e envios posteriores polo que as mostras
analizadas e clasificadas tiveron que ser rexeitadas. Ao final, sé se dispuxo dun centro cun
programa de rehabilitacion que colaborase proporcionando con regularidade as mostras para a
analise. Asi mesmo, tamén hai que ter en conta non sé a dispofiibilidade dos centros sendén a
dos propios pacientes, que moitas veces comezan un programa de deshabituacién pero non
todos chegan ao final, sendo moi alta a taxa de abandono. Neste estudo, dos usuarios do centro
dispostos a participar, un nimero considerable abandonou o programa antes dos 6 meses
necesarios para que o estudo fose efectivo.

Sumado a estes desafios, a pandemia da COVID engadiu complexidade ao presente estudo
cun contexto tan especifico, como son os programas de deshabituacion. Os participantes da
investigacidon viron que o acceso ao programa quedou limitado debido as restriciéns de
mobilidade, e as medidas de distanciamento social dificultaron a comunicacion directa cos
participantes e a recollida das mostras. As visitas presenciais aos centros de tratamento foron
restrinxidas durante a pandemia. Ademais, a maioria dos programas de deshabituacidon
experimentaron unha interrupcién que afectou a continuidade do tratamento. Tamén se debe
ter en conta que, durante a pandemia, houbo cambio nos patréns de consumo, e no
comportamento das persoas adictas. Por isto non se puido levar a cabo un control exhaustivo
dos participantes que garantise o cumprimento das restriciéns no consumo.

Atendendo a estas consideracidns, é importante telas en conta e adaptar as estratexias de
investigacion, asi como considerar estes factores na conseguinte analise dos resultados para
chegar a conclusiéns significativas.
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Conclusions

Desenvolveuse un procedemento de extraccion en fase sélida para cocaina e
opidceos, e extraccidn liquido-liquido para cannabinoides. Resultaron ser técnicas
de gran utilidade cando se dispon de pouca cantidade de mostra e os
rendementos obtidos foron satisfactorios.

Desenvolveuse e validouse un método de determinacion mediante GC-MS para a
identificacion e cuantificacion simultdnea de cocaina e opidceos e os seus
metabolitos, e tamén para cannabinoides en cabelo. O método demostrou ser
especifico e sensible, cumprindo cos cut-off recomendados pola SoHT para
cocaina, opidceos e cannabis.

Estudaronse 20 pacientes adictos a cocaina desde que iniciaron a sta abstinencia
nun programa de deshabituacién. Tomouse como LLOQ o valor de 0.20 ng/mg
para cocaina e BEG, e 0.05 ng/mg para CE. Analizaronse 4 segmentos de 1 cm cada
un para cada paciente, sendo o primeiro segmento recollido no momento do
ingreso e os seguintes cada 2 meses.

Dos 20 casos iniciais positivos a cocaina, BEG e CE, no segundo segmento tomado
aos 2 meses, obtivéronse 16 casos positivos a cocaina, 13 para BEG e 5 para CE.
Despois de 4 meses, ainda se puido determinar cocaina en 7 pacientes, BEG en 5
pacientes e para CE foron todos negativos. Finalmente, aos 6 meses todas as
analises deron negativo.

Os resultados obtidos pofien de manifesto que se necesitan 6 meses de
abstinencia verificada para asegurar con total certeza a desaparicién de cocaina,
BE e CE do pelo.

Estudaronse 17 pacientes adictos aos opidceos que ingresaron nun programa de
deshabituacion. Tomouse como LLOQ o valor de 0.20 ng/mg para codeina,
morfina e 6-MAM. Analizaronse 4 segmentos de 1 cm cada un para cada paciente,
sendo o primeiro segmento recollido no momento do ingreso e os seguintes cada
2 meses.

Dos 17 casos iniciais, 10 foron positivos a codeina, 16 a morfina e 17 a 6-MAM.
Pasados 2 meses, analizouse o segundo segmento de cada paciente, e obtivéronse
4 positivos a codeina, 6 a morfina e 6 a 6-MAM. Despois de 4 meses, soamente 1
caso foi positivo a codeina e a morfina, e 2 casos foron positivos a 6-MAM. Pasados
os 6 meses, todos os casos analizados resultaron negativos a morfina, codeina e
6-MAM.

Os resultados obtidos para os opidceos mostran que se necesitan 6 meses de

abstinencia controlada para asegurar a total desaparicion de codeina, morfina e
6-MAM do pelo.
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ANEXO I: Informe favorable do Comité de Etica da Investigacién de Santiago-Lugo

Secretaria Técnica »
Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia

Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
* ’ : XUNTA DE GALICIA Edificio Administrativo San Lazaro B I l C I B
’r CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425, ceic@sergas.es
DITAME DO COMITE DE ETICA DA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Juan Manuel Vazquez Lago, Secretario do Comité de Etica da Investigacion de
Santiago-Lugo

CERTIFICA:

Que este Comité avaliou na sua reunion do dia 19/01/2017 o estudo:

Titulo: Estudo para determinar tempo de aclaramento de drogas en mostras
capilares de pacientes ingresados en CT”

Promotor: M. Jesis Tabernero Duque

Tipo de estudo: Outros

Codigo de Rexistro: 2016/547

E, tomando en consideracion as seguintes cuestions:

A pertinencia do estudo, tendo en conta o cofiecemento dispoiiible, asi coma os
requisitos legais aplicables, e en particular a Lei 14/2007, de investigacion
biomédica, o Real Decreto 1716/2011, de 18 de novembro, polo que se establecen os
requisitos basicos de autorizacion e funcionamento dos biobancos con fins de
investigacion biomédica e do tratamento das mostras bioléxicas de orixe humana, e
se regula o funcionamento e organizacion do Rexistro Nacional de Biobancos para
investigacion biomédica, a ORDE SAS/3470/2009, de 16 de decembro, pola que se
publican as Directrices sobre estudos Posautorizacion de Tipo Observacional para
medicamentos de uso humano, e o RD 1090/2015, de 4 de decembro, polo que se
regulan os ensaios clinicos con medicamentos, os Comités de Etica da Investigacion
con medicamentos e Rexistro Espafiol de Estudos Clinicos
A idoneidade do protocolo en relacion cos obxectivos do estudo, xustificacion dos
riscos e molestias previsibles para o suxeito, asi coma os beneficios esperados.
Os principios éticos da Declaracion de Helsinki vixente.

- Os Procedementos Normalizados de Traballo do Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE para a realizacion do estudo polo/a
investigador/a do centro:

Centros Investigadores Principais
Instituto de Medicinas Forenses - USC Ivan Alvarez Freire, Ana Suarez Garcia

En Santiago de Compostela, a 19 de xaneiro de 2017
O secretario

Juan M. Vazquez Lago



Secretaria Técnica »
Comité Autonomico de Etica da Investigacion de Galicia

XUNTA DE GALICIA Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade
H Edificio Administrativo San Lazaro B l C I B
CONSELLERIA DE SANIDADE 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425, ceic@sergas.es

Juan M. Vazquez Lago, Secretario do Comité Territorial de Etica da Investigacion de Santiago-Lugo,
FAI CONSTAR QUE:

1. O Comité Territorial de Etica da Investigacién de Santiago-Lugo cumpre tanto na stia composicién
coma nos seus PNTs os requisitos legais vixentes (R.D 1090/2015 de ensaios clinicos, e a Lei

14/2007 de Investigacion Biomédica).

2. A composicion actual do Comité Territorial de Etica da Investigacién de Santiago-Lugo é:

Pilar Rodriguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar e
Comunitaria. Area de Xestidn Integrada de Lugo.

Juan M. Vazquez Lago (Secretario). Médico especialista en Medicina Preventiva e Satde
Publica. Area de Xestién Integrada de Santiago.

Lorenzo Armenteros del Olmo. Médico especialista en Medicina Familiar e Comunitaria. Area
de Xestidn Integrada de Lugo.

Francisco Campos Pérez. Investigador. Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago de
Compostela.

Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica Atencion Primaria. Area de Xestion Integrada de
Santiago.

Daniel De La Iglesia Garcia. Médico especialista en Dixestivo. Area de Xestidn Integrada de
Santiago.

Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Dereito. Area de Xestidn Integrada de Lugo.

Victor Herrdan Carreira. Paciente, ADIL-Asociacién de Diabéticos Lucense.

Maria Jestis Lamas Diaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Xestion
Integrada de Santiago.

Maria Isabel Loza Garcia. Licenciada en Farmacia. Universidade de Santiago de Compostela.
Guillermo José Prada Ramallal. Médico especialista en Farmacoloxia clinica. Area de Xestion
Integrada de Santiago. Fundacién “Ramén Dominguez”. Santiago

Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacoloxia clinica. Area de Xestion
Integrada de Santiago.

Maria Jestis Wandosell Picatoste. Diplomada en Enfermeria. Area de Xestion Integrada de
Santiago.

Para que conste onde proceda, e a peticion do promotor / investigador, en Santiago de
Compostela, a 19 de xaneiro de 2017.

O Secretario do Comité Territorial de Etica da Investigacién de Santiago Lugo,




ANEXO IlI: Publicaciéns derivadas da Tese

Artigo 1

Duration of detection of cocaine and metabolites in hair after
discontinuation of abuse

Microchemical Journal, 153, 104335 (2020).
DOI: https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104335

Contribucion especifica na publicacidn:

Conceptualizacion, metodoloxia e investigacidon: formulacion e desenvolvemento da parte
experimental, validacion e analise de resultados. Redaccién do manuscrito orixinal.

indices de calidade:

A revista onde foi publicado o artigo presenta un indice de impacto de 4.8, e estd nas
seguintes posicidns nas seguintes categorias: cuartil 1 (Q1), 16/87 (Quimica Analitica), percentil
82.18
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MICROCHEMICAL
JOURNAL

Duration of detection of cocaine and metabolites in hair after )

discontinuation of abuse

Check for
| updates |

A. Sudrez-Garcia, 1. Alvarez-Freire, A.M. Bermejo-Barrera, P. Cabarcos-Fernandez,

M.J. Tabernero-Duque’

Institute of Forensic Science, Forensic Toxicology Service, Faculty of Medicine, University of Santiago de Compostela, C/San Francisco s/n, 15782 Santiago de Compostela,

Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Researchers in hair analysis have known that abuse drugs test positive in results during a period of time, after
Cocaine subjects had declared the end of use. The objective of this study was to test hair samples from chronic cocaine
Cocaine metabolites addicts who had recently given up c ing. The study pop (n = 15) is made up of patients in a drug
;i;i: i:::iyjs rehabilitation program in Santiago de Compostela, Spain. Subjects provided hair samples at 2 months intervals

after cocaine discontinuation for 6 months, with the first sample being collected on the admission day of the
program. Cocaine and its metabolites benzoylecgonine (BZE) and cocaethylene (CE) were tested by GC/MS with
a LOQ at 0.2ng/mg for cocaine and BZE, and LOQ at 0.05ng/mg for CE. The hair strands were cut into 1cm
segments and tested for the respective analyte. The older segment was considered as 100% of the response. After
cessation of drug consumption, the presence of cocaine and its metabolites in new growing hair segments
continued for a certain period. Negative results were obtained 6 months after discontinuation of cocaine abuse.

Drug rehabilitation

1. Introduction

Cocaine is a highly addictive drug with potent central nervous
system stimulant properties. Its abuse is a serious problem worldwide
with multiple consequences and is the cause of public health issues.
According to the latest data, it is estimated that there are currently
approximately 18.2 million cocaine users around the world [1]. Co-
caine is rapidly metabolized to benzoylecgonine (BZE) by spontaneous
hydrolysis. Moreover, this drug is frequently taken with ethanol and the
resulting product is cocaethylene (CE), formed through transester-
ification following concomitant intake of cocaine and alcohol [2]. The
cardiovascular complications associated with cocaine use are well
known [3]. Furthermore, it is also associated with a variety of com-
plications including psychiatric, neurological, renal, pulmonary, gas-
trointestinal, and obstetrical problems [4].

This situation demonstrates the need to investigate and develop new
analysis methodologies, including the use of alternative matrices. Hair
analysis has shown its importance in retrospective investigations on the
chronic consumption of substances due to its wide window of detection.
This is explained because drugs found in blood are spread and in-
corporated into the hair matrix. The hair has a constant growth of ap-
proximately 1cm/month and the drugs and their metabolites once

*Corresponding author.
E-mail address: mj.tabernero@usc.es (M.J. Tabernero-Duque).

https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104335

incorporated into their matrix can remain unchanged for a long time
without undergoing metabolism or degradation. The collection of hair
is not invasive, and prevents adulteration, since it can be performed
under direct supervision. In addition, hair samples can be stored for a
long time at room temperature, without the need for special conditions
of preservation or transport [5].

The most important limitation of hair analysis is still external con-
tamination for drugs groups that are usually smoked or snorted.
Consequently, removing any possible externally deposited drug is an
important part of the analysis. Several wash protocols have been pro-
posed [6,7]. Different studies have evaluated these wash protocols and
wash efficacy was acceptable, demonstrating how rarely external con-
tamination affects significantly the interpretation of the results [8].

At this moment, cocaine and its main metabolite BZE are the main
targets of the prevailing hair analysis, for the purpose of proving co-
caine consumption [9]. Some studies have started to focus attention on
another metabolites as norcocaine or hydroxylated cocaine, never-
theless further studies will be necessary to clarify the correlation be-
tween hydroxyl metabolites and their precursor in hair [10].

There are several mechanisms for drug incorporation into hair:
drugs secreted into sweat or sebum that permeates the hair, the diffu-
sion of drugs from blood supplying the growing follicle, drugs in the
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environment that deposit onto the hair fibre. In despite of this, it is
poorly understood how drugs adhere to hair fibre. To supply this lack of
knowledge, researches have focused on drug properties associated with
drug concentrations in hair [11].

Hair grows in a cycle formed of anagen, catagen and telogen stages.
Anagen is the active growth phase of the hair cycle and usually lasts
from 2 to 6 years. Approximately 85% of adult scalp is in the anagen
phase. Inversely, telogen is a reposing stage where the hair follicle stops
growing and stays inactive until it falls out and a new hair begins to
grow again. Catagen is a transitional phase and is recognized as in-
appreciable because it lasts less than 3 weeks. The percentage of hair in
the telogen stage is around 15%. Consequently, succeeding to drug
exposure, a substance will unlikely be found in the same place in every
hair, because the section where is found the drug will get away from the
scalp in the telogen phase [12]. It has been demonstrated that cocaine
and its metabolites could be detected in higher concentrations than
expected in older drug users for several months after abstinence. This
theoretical event could be consequence of follicular growth patterns
previous mentioned.

In our sampling technique, “new growth” hair was collected every
two months. Nevertheless, this method is not completely precise. Most
locks of hair include strands of old hair that is in a telogenic or sta-
tionary phase. Hair in telogen phase, which represents 10-15% of a
typical strand, can stay up to 6 months [12]. Hair in the telogen phase
probably maintains a record of the previous drug consumption. This
could be the reason that explains why in the new hair of subjects who
have stopped consuming, a positive analytical result is still obtained.
Another probable reason that explains these positive results may be that
deposits on the scalp act as reservoirs of substances and continue to
eliminate drugs and their metabolites in the hair for a time after giving
up the consumption [13,14].

As previously mentioned, hair analysis has several advantages.
Thus, it is a useful technique that allows answering several clinical as
well as forensic issues, such as the detection of drug abuse [15], ge-
stational exposure to drugs, following drug abstinence [8,9], suspension
of driving licenses or the research of causes of death [16].

The objective of this study is to assess the time of disappearance of
cocaine, BZE and CE in hair. The developed method was applied to hair
samples of cocaine abusers that were following a drug rehabilitation
program on the basis of segmental analysis, in order to determine the
compliance to the therapy.

2. Material and methods
2.1. Reagents and reference standards

Solutions of cocaine, cocaine-ds, BZE, BZE-d;, CE and CE-d; in
methanol (100 pug/mL) were purchased from Cerilliant® (Round Rock,
TX, U.S.). Chlorotrimethylsilane (TMCS) and N-methyl-tert-butylsilyl-
trifluoroacetamide (BSTFA), Pronase E, 1, 4-dithiothreitol (DTT), acetic
acid, gradient-grade methanol and ammonium hydroxide were supplied
by Merck® (Darmstadt, Germany). TRIS-hydroxymethyl-aminomethane
(TRIS) was from Sigma-Aldrich® (Stemheim, Switzerland). Purified
water was obtained from a Milli-Q water system from Millipore® (Le
Mont-sur-Lausanne, Switzerland).

2.2. Instrumentation

An HP 6890 GC from Hewlett-Packard ® (Little Falls, DF, USA) was
used, equipped with an HP 7683B autoinjector from Agilent® (Las
Rozas, Spain) and connected to an HP 5973 inert mass selective de-
tector from Agilent®. Chromatographic separation was achieved with
an HP-5MS capillary column (crosslinked 5% phenylmethylsiloxane,
30 m x 250um id., 0.5um film thickness). It was used using the

Microchemical Journal 153 (2020) 104335

splitless injection mode (2 min) and an injection volume of 2 uL. The
injection port was heated at 240 °C, while the temperature of the ion
source was set at 300 °C. The initial temperature of the column was
90°C for 1min, and then ramped progressively at 30 °C/min up to
235°C, held for 10 min and then ramped again at 15 °C up to 260 °C and
held for 5 min. After that, the temperature was increased to 300 °C for
5 min to clean the column. The mass selective detector was kept at
320°C, the ion source at 250 °C and the quadrupole at 100 °C. The mass
analyzer operated by electron ionization (70eV) in selected ion mon-
itoring (SIM) acquisition mode. For each analyte the following ions
were used: m/z182, 303, 198 (cocaine); m/z185, 306, 201 (cocaine-ds);
m/z240, 82 (BZE); m/z243, 85 (BZE-ds); m/z 196, 317, 272 (CE); m/
2199, 320 (CE-d3). The underlined ions were used for quantification.

2.3. Hair samples

The hair samples for the present study were obtained from a group
of subjects (n = 15) in a drug rehabilitation program who gave a
preliminary informed consent to the enrollment into the study (in-
formed consent was obtained from the participants according to the
protocol previously approved by the Clinical Research Ethics
Committee of Galicia, Spain). The subjects included were competent
and accepted to participate in the study voluntarily by supplying the
required hair samples. All of them demonstrated that they ade-
quately followed the detoxification treatment and compliance
within the treatment protocol was controlled by periodic urine tests.
The hair was collected every 2 months during 6 months from when
the patients started the program. Samples were collected in the
following way: On the same day the enrolment into the rehabilita-
tion program, the first hair segment was taken (sample 0). This
sample corresponds to the drug use before abstinence from the pa-
tient. Subsequently, during the following six months the sample was
collected at two month intervals (second, fourth, and sixth month).
From these samples, it was analysed 1 cm proximal (the most recent
from segment). Samples were collected from the vertex posterior
area as close as possible to the scalp and submitted to an initial
procedure of decontamination by washing in S5mL of a 0.1% solu-
tion of neutral soap (Tween 20) rinsing with distilled water to
eliminate any external contamination. After drying at 40 °C the hair
was cut into 1-mm segments. Then, 50 mg aliquots were weighted.

2.4. Sample preparation

Quantitative hair analysis for cocaine, BZE and CE followed a pre-
viously published validated protocol involving solid-phase extraction
(SPE) with GC/MS [17]. For SPE polymeric reversed phase cartridges
Strata-X 33 um (60 mg; Phenomenex®, UK) were used. The eluate was
evaporated under a stream of nitrogen at 40 °C in a heating block.

The residue obtained after evaporation of the extract was dissolved
in 40 pL of the derivatization solution BSFTA-TMCS (99:1). The mixture
was heated at 100 °C for 20min, and immediately thereafter was in-
jected into the GC/MS system.

3. Results and discussion
3.1. Method validation

Analytical validation of the method was performed by establishing
linearity, limits of detection and quantification, intraday and interday
precision and accuracy, and recovery according to FDA guidelines [18].
3.1.1. Linearity

Standard calibration plots (n = 7) were obtained by doping aliquots
of 50mg of free drug hair with standard at the following concentration
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Table 1 Table 3
Linearity, limits of detection and quantification. Extraction recovery percentages.
Substance Equation R? LOD (ng/mg) LOQ (ng/mg) Extr. Rec. (n=5) 0.2ng/mg 10 ng/mg
Cocaine y=0.3323x-00738 09982  0.015 02 Cocaine 95.32 85.5
BZE ¥ =0.2696x-0.0098 09989 0015 02 BZE 97.35 102.1
CE y = 0.169x-0.0073 09977  0.025 0.05 Extr. Rec (n = 5) 0.05 ng/mg 5ng/mg
CE 101.6 86.6

levels for cocaine and BZE: 0.2-1-2-4-5-8-10 ng/mg (ISTD: 5ng/mg).
For CE concentration levels were: 0.05-0.1-0.5-1-2-3-5ng/mg (ISTD:
5ng/mg). These aliquots were subjected to the extraction process as
previously described. A simple linear regression analysis was per-
formed. Table 1 shows the calibration plots of the analytes. The coef-
ficients of correlation were higher than 0.99 for the range of con-
centration studied.

3.1.2. Sensitivity

The sensitivity of the method was determined by calculating the
limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LLOQ). LOD
was determined by an empirical method in which a series of hair
samples containing decreasing amounts of the analytes were analyzed.
The LOQ is the lowest concentration of the analyte that can be de-
termined quantitatively with the appropriate precision and accuracy.
(Table 1)

3.1.3. Accuracy and precision

Precision and accuracy were determined by interday and intraday
assays. Interday precision and accuracy were evaluated by six de-
terminations per concentration on different days. Intraday precision
and accuracy were determined at three concentrations, low, medium
and high (0.2-4-10ng/mg) for cocaine and BZE, and (0.05-1-5ng/mg)
for CE, by preparing and analyzing five replicates for each level on the
same day. Precision, expressed as the coefficient of variation (CV) of the
measured values, was calculated as (standard deviation/mean) x 100.
It is expected to be less than 15% at all concentrations, except at the
LOQ for which 20% is acceptable. (Table 2)

3.1.4. Recovery

Extraction efficiency was calculated by adding the standard to one
batch (n = 5) of low and high control samples before SPE and to a
second batch after SPE, but before evaporation. The mean results are
shown in Table 3; they were calculated by dividing the mean peak-area
ratio target ion/ internal standard for the samples which the standard
solution was added before SPE, with the mean peak-area ratio of target
ion/ internal standard for the samples in which the standard solution
was added after SPE.

Table 2
Precision and accuracy intraday and interday.
Concentration Intraday CV  Interday CV  Intraday Interday
(ng/mg) (%) (%) (%RSD) (%RSD)
Cocaine
0.2 8.87 9.10 9.54 9.54
4 6.98 6.51 0.24 111
10 4.78 5.02 238 2.56
BZE
02 9.84 10.1 5.84 6.2
4 2.22 203 0.74 235
10 6.85 7.05 9.5 10.91
CE
0.05 7.44 8.11 122 10.4
1 1.63 273 7.83 9.1
5 2.52 3.90 6.03 6.85

3.2. Discussion

The objective of this study was to investigate the relationship be-
tween drug concentrations at the first stage of abstinence and the
prevalence of cocaine and its metabolites BZE and CE detection.

According to some authors, at least 3-4 months have to go by to
become negative for hair testing in the segment proximal to the scalp
[19]. This study maintains a previous one [20] in which the cocaine did
not disappear from the proximal segment until after 3 months post-
consumption (obtaining confirmation of withdrawal by urinalysis).

Cocaine cut-off level is 0.5 ng per mg of hair, and for BZE and CE is
0.05ng/mg, as advised by the guidelines of the Society of Hair Testing
[21]. In this work, it has been selected as LLOQ 0.2 ng/mg (smaller than
mentioned cut-off) to quantify with better precision the decreasing
concentration of cocaine and BZE in consecutive studied segments. All
participants (n = 15), as previously mentioned, during the course of the
study were tested by urine analysis, supporting participant report of
total abstinence. Some cases didn't keep the program, and the con-
centration of cocaine and its metabolites increased in the second seg-
ment. These cases were rejected.

Using the methodology described above, 1cm segments of the hair
samples were analyzed to establish residual concentrations of cocaine,
BZE and CE in the hair of abstinent individuals. After the beginning of
abstinence, the detected concentration of cocaine and its metabolites
continuously decreased (Fig. 1, 2 and 3). Although hair analysis results
for cocaine and BZE and CE remained positive for most of patients for
up two months after last reported cocaine consumption, concentration
levels fell severely in the successive two months.

In the studied group of 15 subjects who had stopped cocaine con-
sumption within 2 months of testing, 13 cases were positive for cocaine,
10 cases for BZE and 3 cases for CE. After 4 months, only 3 cases tested
over the cut-off for cocaine. After 6 months all subjects for cocaine, BZE
and CE tested negative (Tables 4 and 5).

Previous research on the timing of drug uses hair analysis by seg-
ments and can perform a retrospective analytical study on hair samples.
This retrospective analysis allows for large-scale population studies,
and since the samples are easy to collect and store, these studies can
span months or even years [13,19].

Cocaine
120%

100%

80%

60%

Response

40%

20%

0%

Fig. 1. Segmental response during six months after cocaine discontinuation for
fifteen subjects.
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BZE
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100%
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3
*®

20%

Month

Fig. 2. Segmental response during six months of metabolite BZE for thirteen
subjects.

CE

Response

‘x
e I N
3 4

0 1 2

Month

Fig. 3. Segmental response during six months of CE for six subjects.

Table 4
Concentrations of cocaine and its metabolites in hair for positive cases.

Months of reported abstinence

0 2 4 6

Coc (ng/mg) n 15 13 6 0
Mean + SD 2.62 + 4.8 1.0 = 2.1 0.17 £ 0.24 ND.
Min-max 0.28-19.84 0.25-8.26 0.20-0.69 N.D.

BZE (ng/mg) N 13 10 4 o

Mean + SD 1.97 + 3.89 076 + 1.50 0.12+020 ND.
Min-max 0.42-1570  0.23-5.71 0.38-0.55  ND.

CE (ng/mg) n 6 3 0 0
Mean + SD  0.12 + 0.20 0.03 * 0.06 N.D. -
Min-max 0.12-059 0.08-0.24 ND. -

4. Conclusion

There are few publications with patients in the period of abstinence
who perform periodic analysis to know the rate of disappearance of
drugs in hair. Previous studies indicated that the duration of detection
in the hair was 3-4 months for both opiates and cocaine after the be-
ginning of abstinence. [8,15]. The current study followed 15 patients
since the beginning of abstinence. The results of this work indicate that
after 4 months of abstinence, cocaine, BZE and CE concentrations in
hair for some tested subjects were higher than cut-off. Only after 6
months of abstinence these concentrations were negative in all cases.
Therefore, we consider that, in order to have total certainty, the limit of
duration of detection for cocaine and its metabolites in hair should be
established after 6 months of reported abstinence.
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Table 5
Levels of cocaine and metabolites in hair samples during six months from 15
cocaine users.

Subject Cocaine (ng/mg) BZE (ng/mg) CE (ng/mg)

Month

0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
1 130 043 0 0 093 041 0 [N [ 0 0
2 0.56 0 o 0 042 O 0 0 0 o 0 0
3 292 025 0 0 198 025 0 0 014 008 0 O
4 0.53 025 020 0 O o 0 0 0 o 0 0
5 0.53 0 0 0 047 O [ 0 027 0 0 0
6 0.64 042 025 0 044 026 0 0 012 0 0 0
7 0.71 029 0 0 o061 023 0 0 030 011 0 O
8 274 085 069 0 216 061 038 0 059 0 0o 0
9 1984 826 055 0 1570 571 055 0 0O o 0 0
10 3.31 264 051 0 304 240 039 0 0 [ 0 0
11 0.28 025 0 0o o o 0 0 0 o 0 0
12 1.69 028 0 0 107 O 0 0 0 o 0 0
13 190 047 030 0 142 086 041 0 O [ 0 0
14 0.96 027 0 0 051 029 0 0o 0 o 0 0
15 1.33 031 0 0 081 037 0 0 048 024 0 O

5. Compliance with ethical standards

The authors declare that they have not any conflicts of interest.

The use of human biological samples has been necessary in the
development of this research. This use has been done always following
all applicable legal requirements and in agreement with the ethical
standards of the current Helsinki Declaration and the recommendations
of the Council of Europe on research on biological material of human
origin. To be developed, this study has obtained the permission of the
Clinical Research Ethics Committee of Galicia

Those legally responsible of the samples are the researchers, and the
samples will not be transferred to third parties nor used in other re-
search projects. All participating researchers have demonstrated their
experience and capacity for research.

In order to carry out this study, written informed consent was ob-
tained from all involved participants. A copy of the written consent is
available for review if necessary. All biological samples have been
treated in the laboratory anonymously. The protocols usually estab-
lished in all clinical investigations have been followed to access only the
data necessary for scientific research. The treatment of the data is in
accordance with Law 3/2018 on the protection of personal data and
digital rights guarantee developed in Spain by Regulation (EU) 2016/
679 of the European Parliament and Council, of April 27, 2016, on the
protection of persons with regard to the processing of personal data and
on the free movement of such data (which abolish Directive 95/46 / EC:
General Data Protection Regulation)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Research on the determination of drugs of abuse in hair has established that drugs can be detected in hair even
Abstinence time long after cessation of use. The purpose of this study was to analyze hair samples from chronic opioid users who
Opioids were beginning a controlled drug cessation program. The study population (n = 15) is involved in a drug

Cessation drug use

2 5 rehabilitation program in Santiago de Comp Spain. Over a 6 th period, subjects provided hair samples
Hair analysis

at 2-month intervals, with the first sample collected on the day they began the program. Codeine, morphine, and
6-MAM were analyzed by GC/MS (LOQ = 0.2 ng/mg). Hair tresses were divided into 1 cm segments and
analyzed for all analytes 0-1 cm corresponding to the proximal portion to the scalp Following cessation of opioid
use, traces of codeine, morphine, and 6-MAM still remained in the newly growing hair segments for a specified
period. After 2 months, still 27 % of the users tested positive, and at 4 months, 20 % were positive but only for 6-

MAM. However, after 6 months of abstinence, the results were negative for all analytes.

1. Introduction

Opioids use remains a major concern around the world due to
potentially severe health consequences. An estimated 31 million people
worldwide consumed opiates, mainly heroin, according to most recent
data [1]. Heroin is a semisynthetic opioid of morphine, which is an
alkaloid naturally extracted from seed pod of the opium poppy plant.
The chemical structure of heroin is like morphine with the addition of 2
acetyl groups (diacetylmorphine), which increase its permeability into
the central nervous system [2].

Due to its short half-life of just a few minutes, heroin is rarely
detectable in body fluids. After administration, the drug is rapidly
metabolized to form 6-monoacetylmorphine (6-MAM), which is then
converted to morphine, the predominant metabolite of heroin [3].

The presence of 6-MAM in urine is considered a definitive proof of
heroin use since it cannot be produced by the metabolism of morphine or
codeine. However, its detection window is limited to around 8 h after
the drug is taken. This situation highlights the need to explore and
develop new techniques for analysis, such as the use of different
matrices [4]. Hair analysis has shown its importance in retrospective
investigation of long-term substance use due to its wide detection

* Corresponding author.
E-mail address: ivan.alvarez@usc.es (I. Alvarez-Freire).

https://doi.org/10.1016/j.forsciint.2023.111855

window. The reason behind this is that substances present in the
bloodstream are distributed and integrated into the hair matrix. Hair
grows at a steady rate of approximately 1 ecm per month, and once
substances and their metabolites are incorporated into the hair matrix,
they can persist without being metabolized or broken down for a sig-
nificant period. The collection of hair is non-invasive, and it prevents
adulteration because it can be done under direct supervision. Addi-
tionally, hair samples can be kept at room temperature for an extended
period without the need for special transport or storage conditions [5].
Hair analysis offers other benefits, making it a valuable method for
addressing various clinical and forensic concemns. These include iden-
tifying drug use [6], detecting prenatal exposure and monitoring with-
drawal treatment, revoking driving privileges, and investigating causes
of death [7] [8].

External contamination remains one of the most significant limita-
tions in hair analysis for groups of drugs that are typically smoked or
inhaled. Therefore, the removal of possible drugs that have been
deposited externally is crucial during the analysis. Various washout
methods have been suggested to address this issue [9,10]. Several
studies have evaluated the effectiveness of these wash protocols, and the
results have shown that they were effective enough, indicating that the
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Table 1
Linearity, limits of detection and quantification.
Substance  Equation R LOD (ng/mg)  LOQ (ng/mg)
Codeine y = 0.1617x-0.0109 0.9979 0.15 0.2
Morphine y = 0.1841x-0.0151 0.9982 0.15 0.2
6-MAM y = 0.1178x-0.0072 0.9983 0.15 0.2
Table 2
Precision and accuracy intraday and interday.
Concentration Intraday Interday Intraday Interday
(ng/mg) CV (%) CV (%) (%RSD) (%RSD)
Codeine
0.2 10.97 13.2 6.45 5.95
1 3.27 6.19 10.82 9.45
5 10.37 3.25 8.13 7.83
Morphine
0.2 353 1215 10.3 11.1
1 274 3.26 7.22 5.42
5 093 59 6.97 8.03
6-MAM
0.2 2.85 6.38 12.65 10.05
1 4.62 447 0.59 215
5 9.20 6.15 4.87 6.12
Table 3
Extraction recovery percentages.
Extr. Rec. (n = 5) 0.2ng/mg 5 ng/mg
Codeine 91.6 86.3
Morphine 101.6 83.0
6-MAM 88.1 84.1

interpretation of the results is rarely affected by external contamination
[111.

Drug incorporation into hair can oceur through several mechanisms,
such as drugs excreted in sweat or sebum seeping into the hair, drug
diffusion from blood vessels that supply the hair follicle, or drugs in the
surrounding environment that deposit on the hair strand. However, the
exact process of how the drugs are incorporated to the hair fibers is not
well understood. Therefore, researchers are currently studying the
chemical properties of drugs that bind to hair in order to gain a deeper
understanding of how these drugs are incorporated into the hair [12].

Hair growth occurs in a cycle that consists of three stages: anagen,
catagen and telogen. The anagen phase is the active growth phase and

Forensic Science International 352 (2023) 111855

can last for up to 6 years. About 85 % of the scalp hair is in the anagen
phase at any given time. During the telogen phase, which is a resting
stage, the hair follicle stops growing and remains inactive until a new
hair grows and the old one falls out. This stage accounts for approxi-
mately 15 % of the hair on the scalp. The catagen phase is a transitional
phase that lasts less than 3 weeks and is not easily noticed. After drug
exposure, it is unlikely that a substance will be found in the same
location on all hairs because, in contrast to anagen hair, the section of
telogen hair where the drug is present will not move away from the
scalp. [13]. In chronic heroin users, studies have shown that its me-
tabolites can be detected in higher than expected concentrations for
several months after they stop using the drug [14]. This may be due to
the aforementioned hair follicle growth patterns.

One possible explanation for why people who have stopped using
drugs may still test positive for them in their new hair, is that the drugs
and their metabolites can remain in the body’s hair follicles for an
extended period. Furthermore, it is possible that substances deposited
on the scalp can serve as a storage site for these drugs, leading to their
continued presence in the hair after the individual has stopped using
them. These factors may contribute to positive drug test results even
after the cessation of drug use [4,15]. Since scalp hair strands often
contain old hair in a telogenic or stationary phase. Hair in the telogen
phase, which makes up around 10-15 % of a typical hair strand, can
remain in this phase for up to 6 months [13]. It is likely that hair in the
telogen phase can serve as an indicator of past drug consumption.

The aim of this research is to assess how long it takes for opioids (6-
MAM, morphine, and codeine) to become undetectable in hair. To
achieve this, a method based on the analysis of hair by segments was
developed. Hair samples from people who entered a drug cessation
program were used. The goal was to determine the total time it took for
opiates to completely disappear from the hair of people who stopped
using. This investigation can help determine whether individuals are
compliant with the therapy program.

2. Material and methods
2.1. Reagents and reference standards

To develop the present study, solutions of 6-MAM, 6-MAM-dj,
morphine, morphine-ds, codeine and codeine-d; in methanol (100 pg/
mL) were obtained from Cerilliant® (Round Rock, TX, U.S.).

Pronase E, 1, 4-dithiothreitol (DTT), Chlorotrimethylsilane (TMCS),
N-methyl-tert-butylsilyltrifluoroacetamide ~ (BSTFA), acetic acid,
gradient-grade methanol, and ammonium hydroxide were provided by
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Fig. 1. Segmental response during six months after opioids discontinuation for fifteen subjects.
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Fig. 2. Segmental response during six months of metabolite morphine for fifteen subjects.
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Fig. 3. Segmental response during six months of 6-MAM for fifteen subjects.

Table 4
Concentrations of codeine, morphine, and 6-MAM in hair for positive cases.

Months of reported abstinence

0 2 4 6
Cod (ng/mg)  n 15 15 15 4
Mean=SD  040+0.20 036=0.14 - =
Min-max 0.21-0.78 0.25-0.52 - -

Mor (ng/mg)  n 15 15 15
Mean+SD  082£0.33 043025 - -
Min-max 0.51-1.49 0.22-0.78 0.45 Z
MAM (ng/mg) n 15 15 15 5
Mean=SD  126=0.38 041=016 031=0.15 -
Min-max 0.91-2.48 0.29-0.68 0.21-0.42 -

Merck® (Darmstadt, Germany). TRIS-hydroxymethyl-aminomethane
(TRIS) was supplied from Sigma-Aldrich® (Stemheim, Switzerland).
Purified water was supplied using a Milli-Q water system from Millipore
(Le Mont-sur-Laussanne, Switzerland).

2.2. Instrumentation

A gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) system was used
in this research. It was composed by an HP 6890 GC from Hewlett-
Packard® (Little Falls, DF, USA), equipped with an HP 7683B auto-
injector from Agilent® (Las Rozas, Spain) and connected to an HP 5973

inert mass selective detector, also from Agilent®.

To separate the different compounds, a capillary column HP-5MS
was used (crosslinked 5 % phenylmethylsiloxane, 30 m x 250 pm i.d.,
0.5 pm film thickness). The samples (2 pL) were injected into the in-
strument using the splitless injection mode (2 min). The injection port
was heated to 240 °C, while the temperature of the ion source was set at
300 °C. The initial temperature of the column started at 90 °C and hold
for 1 min. Then, the temperature was increased at a rate of 30 °C per
minute until it reached 235 °C, and it was held for 10 min. After that, the
temperature was ramped again, but a slower rate of 15 °C per minute,
until it reached 260 °C and held for 5 min. Finally, the temperature was
increased to 300 °C for 5 min to clean the column.

The mass selective detector operated at 320 °C. The ion source was
set to 250 °C and the quadrupole was kept at 100 °C. The mass analyzer
worked by electron ionization (70 eV), in selected ion monitoring (SIM).
For each analyte the following ions were selected: m/z 371, 178, 234
(codeine); m/z 374, 181, 273 (codeine-d3); m/z 429, 414, 236
(morphine); m/z 432, 417,239 (morphine-ds); m/z 399, 340, 287 (6-
MAM); m/z 402, 343, 290 (6-MAM-d;). The underlined ions were used
for quantification.

2.3. Hair samples

The hair samples used in this study were obtained from people (n =
15) enrolled in a drug cessation program. Participants voluntarily pro-
vided hair samples by previously signing an informed consent to
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Table 5
Levels of codeine, morphine and 6-MAM in the 0-1 cm proximal hair segment during six months from 15 opioid users.
Subject Codeine (ng/mg) Morphine (ng/mg) 6-MAM (ng/mg)
month

Age S 0 2 4 6 o 2 6 0 2 4 6
1 55 M 037 0.30 % 0 1.01 0.78 045 ] 113 0.68 0.42 0
2 29 M 0.31 o [ o 0.88 0.22 o 0 0.98 * o 0
3 44 M 078 0.52 0 o 1.49 0.47 o 0 1.33 0.52 o 0
4 49 M 0.40 0.25 0 0 1.20 0.26 0 ] 1.17 0.29 0.21 0
5 49 ¥ 0.21 o 0 = 0.60 o o - 248 o o -
6 27 M [ o o 0.58 o o - 112 0 o =
i7" 19 M 0 0 0 - 0.54 0 0 - 110 0 0 -
8 39 M 0 o o = 0.56 o o - 1.14 o o =
9 41 M 0 0 0 - 0.55 [ 0 - 1.25 0 0 =
10 43 M 0 o o - o o o - 113 0 o -
11 32 M b o [ = 0.64 o [ - 1.27 o o =
12 45 F * o o - 0.61 * o 0o 1.06 * 0 o
13 34 M 0.34 0 [ - 1.08 o o =3 1.63 o o =
14 51 M 0 o o 0.51 o o - 0,91 0 o -
15 51 M 0 0 [ 1.26 [ o = 1.24 0 o =

M: Male; F: Female.
* Concentration value between LOD and LLOQ.

participate in the research. Compliance with detoxification treatment
was demonstrated by periodic urine analysis.

The study’s protocol was approved by The Clinical Research Ethics
Committee of Galicia, Spain. Hair samples were collected every two
months during six months, starting from the patients’ enrollment in the
program. The samples were collected from the posterior vertex area,
0-1 cm segment proximal to the scalp was analyzed. The first hair
segment (sample 0 in Table 5) was taken on the same day as enrollment,
representing drug use before abstinence and the concentration was
considered to set 100 % response. Subsequent samples were taken at
two-month intervals (samples 2,4 and 6 in Table 5). The samples
collected had not undergone any cosmetic treatments, and patients were
instructed not to apply any of that to their hair during the study. To
eliminate external contamination, the hair was decontaminated by
washing with a 0.1 % solution of neutral soap (Tween 20) and distilled
water. After drying at 40 °C, the hair was cut into 1-mm segments and
50 mg aliquots were weighed.

2.4. Sample preparation

The process of analyzing hair for the presence of 6-MAM, codeine
and morphine involved a previously validated protocol [16]. After an
enzymatic hydrolysis process, the drugs were extracted from the hair
using SPE as the extraction technique. Polymeric reversed phase car-
tridges Strata-X 33 pum (60 mg; Phenomenex®, UK) were used. Once the
analytes were separated, the eluate was dried up using a stream of ni-
trogen gas in a heating block set at 40 °C. The extract obtained contains
the substances of interest.

The extract needed a posterior derivatization step (BSFTA-TMCS
(99:1), 40 pL) The sample was then heated at 100 °C for 20 min and then
injected into the GC/MS system for further analysis and detection of the
analytes.

3. Method validation
The method was rigorously tested and validated following the
guidelines set by the FDA [17]. Linearity, limits of detection and

quantification, intraday and interday precision and accuracy, and re-
covery were evaluated.

3.1. Linearity

To assess linearity, 50 mg aliquots of drug-free hair were doped with
standard solutions of morphine, codeine, and 6-MAM at different

concentrations: 0.2-0.5-0.8-1-2-4-5 ng/mg (ISTD: 5 ng/mg). The
calibration curves were repeated 7 times. The samples were extracted
following the previously described procedure. Subsequently, a simple
linear regression analysis was conducted on the aliquots. Table 1 shows
the calibration plots of the analytes. The coefficients of correlation were
found to be higher than 0.99 for the concentration range studied. This
indicates the reliability and accuracy of the calibration plots.

3.2. Sensitivity

The method’s sensitivity was assessed by determining the limit of
detection (LOD) and the lower limit of quantification (LLOQ). To
establish the LOD, a practical approach was employed where a range of
hair samples containing diminishing quantities of the substances of in-
terest were examined. The LLOQ represents the lowest concentration of
the analytes that can be reliably and accurately quantified. (Table 1).

3.3. Accuracy and precision

The precision and accuracy of the measurements were assessed
through both interday and intraday assays. For interday evaluation, six
determinations were performed for each concentration on different
days. Intraday precision and accuracy were determined by preparing
and analyzing five replicates at three concentration levels (low, me-
dium, and high) on the same day. Precision was quantified as the co-
efficient of variation (CV) of the measured values, calculated as the ratio
of the standard deviation to the mean, multiplied by 100. Precision
values were expected to be below 15 % for all concentrations, except for
the LLOQ, where a 20 % precision was deemed acceptable. (Table 2).

3.4. Recovery

The efficiency of extraction was determined by performing two
separate batches (n = 5) of low and high control samples. In the first
batch, the standard solution was added before SPE process, while in the
second batch, it was added after SPE but before evaporation. To calcu-
late recovery, the area ratios of the samples to which the standard was
added before SPE were divided by those of the samples to which the
standard was added after SPE. The average results are presented in
Table 3.

4. Results and discussion

The purpose of this research is to know the time that elapses between
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an opiate user stops consuming and opioids completely disappear from
the new hair.

Although there is currently little evidence on the disappearance time
of drugs in hair samples, some studies indicate that, in the case of
cocaine, at least 6 months are necessary to ensure that the new hair
(close to the head) is negative after beginning drug withdrawal [18].
Some authors suggest that for the hair of an opioid user to test negative
(in the segment closest to the scalp) at least 3 months must pass [15].
Other studies suggest that they could be detected up to 4-5 months after
the cessation of consumption [4].

The patients under study (n = 15) participated in an opiate with-
drawal program that required their admission and permanent control
(with periodic urine drug detection tests to confirm their abstinence).
Using the methodology described above, hair samples were analyzed to
determine the residual amounts of codeine, morphine, and 6-MAM
present in abstinent individuals. It was found that after cessation of
use, drug levels in the hair decreased significantly over time (as shownin
Figs. 1-3). After the first two months in the program, most of the par-
ticipants tested negative but still 27 % were still testing positive
(Table 4).

In this work, 0.2 ng/mg has been selected as LLOQ to quantify the
decreasing concentration of opioids in the consecutive segments studied.
This cut-off of morphine, codeine, and 6-MAM was chosen because it is
recommended by the Society of Hair Testing guidelines [19].

In this group of patients, it has been observed that after the first two
months of abstinence, only 4 of the 15 analyzed tested positive for co-
deine and 5 for morphine and 6-MAM. After four months, only 2 subjects
remained positives to morphine and 6-MAM. After 6 months, all patients
tested negative for codeine, morphine, and 6-MAM. (Table 5).

These results coincide with those obtained in the previously
mentioned study carried out by our laboratory with cocaine users who
began their withdrawal, confirming that at least 6 months are necessary
to ensure the complete disappearance of drugs in all cases [18].

Segmental hair analysis allows retrospective analytical study on hair
samples [20,21]. This is particularly useful for conducting large-scale
population studies and makes it possible for studies to cover long pe-
riods, spanning several months or even years [14]. This study provides
valuable and fundamental information to ensure compliance with the
cessation of patients who start their treatment. This is of particular
importance in cases of legal implication, where the user claims to have
stopped using and yet the hair samples give a positive result.

5. Conclusion

In the scientific literature consulted, there are few published works
on the disappearance time of drugs from the hair in addicts who stop
using drugs. In this study, 15 patients were followed from the beginning
of their abstinence. The results showed that, although after 2 months in
most cases the analysis of codeine, morphine and 6-MAM in the hair is
negative, 6 months are necessary to ensure the complete disappearance
of the drugs from the new growing hair.
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Nos tltimos anos, houbo un aumento significativo no uso de
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Por isto, o principal obxectivo desta Tese Doutoral foi analizar

mostras de pelo de persoas adictas cronicas as principais
drogas de abuso (cocaina, opiaceos, e cannabis) que iniciaron
un proceso de deshabituacién, para conecer o periodo no cal a
droga deixa de aparecer no pelo.
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