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Introduccion

A. Antecedentes

En los tltimos diez afios se ha registrado un enorme aumento no solo de la produccién
y la oferta de drogas ilicitas, reflejado en las cantidades enormes y cada vez mayores
de drogas decomisadas por las autoridades nacionales e internacionales, sino de la
magnitud que ha cobrado el uso indebido de drogas, reflejado en su demanda ilicita.
Las drogas decomisadas no son solo las drogas tradicionales ya sujetas a fiscalizacién
nacional e internacional, sino también drogas ilicitas nuevas e inesperadas, o combina-
ciones de drogas ilicitas preparadas por quimicos que trabajan en laboratorios clandes-
tinos. Al mismo tiempo, hay indicios de que es cada vez mayor el uso indebido de
drogas de uso médico como los barbitiiricos y las benzodiazepinas.

Este problema, que solia afectar sélo a los paises desarrollados, incide ahora tam-
bién en otros paises. El uso indebido de drogas es hoy un problema mundial que afecta
por igual a paises desarrollados y a paises en desarrollo; no hay ninguna nacién que
esté libre de esa amenaza.

La magnitud y las diversas formas del uso indebido de drogas han obligado a las
naciones a intensificar sus actividades de reglamentacién, en algunos casos mediante la
adopcion de leyes estrictas que pueden entraflar graves consecuencias para las personas
acusadas de delitos relacionados con las drogas. En ultima instancia, el resultado de esas
disposiciones legislativas depende de los resultados de las pruebas de laboratorio. Por ese
motivo, han aumentado las exigencias a que se ven sometidos los laboratorios nacionales,
que ahora deben no solo identificar el material decomisado, sino también detectar el uso
indebido de drogas. Ademas, los laboratorios, que antes sélo debian hacer andlisis cuali-
tativos, deben ahora producir resultados cualitativos y cuantitativos fiables.

En el ambito del uso indebido de drogas, los laboratorios deben ocuparse de un
mayor numero de sustancias y emplear métodos de deteccién y andlisis mds rapidos y
a la vez mads precisos y especificos. El andlisis de especimenes biolégicos como la orina
y la sangre es problemadtico por la necesidad de separar las sustancias que se desea
analizar de las interferencias en la sangre y la orina, complejas matrices bioldgicas.

Ademas, el alcance internacional del problema del uso indebido de drogas exige
que los laboratorios intercambien con rapidez datos analiticos entre ellos y con los or-
ganismos encargados de hacer cumplir las leyes pertinentes en los planos nacional e
internacional. La formulacién de métodos internacionalmente aceptables de deteccién y
andlisis contribuiria enormemente al logro de esos objetivos.

Mientras elaboraba métodos recomendados para el andlisis de cannabis y anfeta-
mina/metanfetamina decomisadas, el Grupo de Expertos reunido en Kuala Lumpur en
1986 reconocié que una cuestién de importancia creciente para todos los Estados Miem-
bros era que se formularan métodos para el andlisis de drogas de uso indebido y sus
metabolitos en los fluidos orgdnicos. Se recomendé que las Naciones Unidas estudiaran
los medios mds adecuados de abordar el problema [1].

La Comisién de Estupefacientes hizo suya esa propuesta en su 32° periodo de se-
siones, celebrado en febrero de 1987, en el que se alentd al Laboratorio de las Naciones
Unidas a prestar su asistencia a los Estados Miembros estableciendo y proporcionando



directrices sobre métodos de andlisis en fluidos orgdnicos de sustancias sujetas a
fiscalizacion.

En respuesta a esa sugerencia, la Divisién de Estupefacientes convocé en 1987
una reunién de un grupo de expertos con el fin de que elaborase directrices para el es-
tablecimiento de programas y laboratorios nacionales para las pruebas de deteccién de
drogas de uso indebido en fluidos del organismo humano. El grupo, al evaluar las ne-
cesidades mundiales en esta esfera concreta, observé que la lista de drogas que debian
someterse a pruebas debia al menos incluir opidceos (heroina, morfina, codeina), can-
nabinoides, cocaina, metadona, metacualona, anfetamina, metanfetamina y fenciclidina,
y recomendé la “publicacién de un manual de trabajo, a titulo de actividad de segui-
miento, que sirva de orientacién para la creacion de laboratorios y la elaboracion de
programas” y “el establecimiento de un grupo de expertos que examine periddicamente
la metodologia y los procedimientos de pruebas para la deteccion de drogas y que ela-
bore conceptos para la realizacién de pruebas eficaces a nivel internacional” [2].

La Comisién de Estupefacientes, en su décimo periodo extraordinario de sesiones,
hizo suyas las recomendaciones del Grupo e hizo especial hincapié en ‘“el desarrollo de
métodos recomendados de pruebas de laboratorio y de criterios internacionales normali-
zados para los programas nacionales de pruebas de fluidos del organismo humano, incluida
la elaboracion de ensayos eficaces y la validaciéon de métodos y procedimientos” [3].

La Conferencia Internacional sobre el Uso Indebido y el Trafico Ilicito de Drogas,
en junio de 1987, habia sugerido de forma similar, que “La Division de Estupefacientes,
en colaboracién con la OMS y la OIT, debe fomentar y armonizar los esfuerzos nacio-
nales elaborando directrices, criterios y metodologias internacionalmente aceptables para
los programas nacionales de ensayo”. La Conferencia también propuso el establecimien-
to de “una fuente central de normas de referencia de los metabolitos de las principales
drogas para servir a los laboratorios nacionales” [4].

En respuesta a la solicitud de la Comisién y por invitacién del Gobierno de Sin-
gapur, la Divisién de Estupefacientes convoc6 una reunién del Grupo de Expertos en
deteccién y andlisis de drogas sometidas a fiscalizacion en fluidos orgdnicos y métodos
recomendados para la deteccion y el andlisis en especimenes bioldgicos y métodos re-
comendados para la deteccion y el andlisis de heroina/morfina y cannabinoides en es-
pecimenes bioldgicos. Posteriormente se celebré una reuniéon en Madrid sobre los mé-
todos para la deteccidn y el andlisis de cocaina, anfetamina, metanfetamina, y derivados
anfetaminicos con anillo sustituido en especimenes biolégicos.

B. Finalidad del manual

El presente manual revisado constituye un compendio de los manuales de las
Naciones Unidas titulados Métodos recomendados para la deteccion y el ensayo de heroina
y cannabinoides [S] y Métodos recomendados para la deteccion y el ensayo de cocaina,
anfetamina, metanfetamina y derivados anfetaminicos con anillo sustituido en muestras
biologicas [6]. Se ha hecho especial hincapié en la recogida, el transporte y el almacena-
miento de muestras debidamente realizados y supervisados, y en el estricto mantenimiento
del proceso de la cadena de custodia. En los andlisis de especimenes bioldgicos resulta
importante observar estrictamente las directrices para la presentacion de las muestras por
las graves consecuencias juridicas que pueden tener los resultados para las personas.

El presente manual, elaborado por Operaciones de Laboratorio de la Subdivisién
de Servicios Técnicos del Programa de las Naciones Unidas para la Fiscalizacién
Internacional de Drogas (PNUFID), recoge las conclusiones de los grupos de expertos
y se ha concebido para proporcionar orientacién practica a las autoridades y analistas
nacionales mediante la descripcion de los métodos que se recomienda utilizar en los
laboratorios forenses y toxicoldgicos con miras a la deteccion y el andlisis de heroina/
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morfina, cannabinoides, cocaina, anfetamina, metanfetamina y derivados anfetaminicos
con anillo sustituido en especimenes bioldgicos.

En cuanto a la seleccién de los métodos, el Grupo de Expertos no desconocia que mu-
chos laboratorios utilizaban métodos que satisfacian, incluso con creces, los requisitos legis-
lativos. No obstante, se observo una gran diversidad en cuanto a la estructura de los programas
y del equipo y las metodologias de los laboratorios para la deteccion del uso indebido de
drogas. En general, el presente manual tiene por objeto ayudar a promover y armonizar las
actividades de los paises proporcionando directrices internacionalmente aceptables y una se-
leccién de métodos para uso de los laboratorios. Fundamentalmente, se pretende prestar
asistencia a los laboratorios que tal vez no tengan acceso a equipo y métodos complejos.
Todos los métodos que se describen han sido utilizados durante varios afios en laboratorios
de renombre y cabe esperar que produzcan resultados fiables. Al determinar los métodos, el
Grupo de Expertos no ignoraba la existencia de muchos otros métodos titiles y aceptables.

C. Utilizacion del manual

Los métodos recomendados en el presente manual se han seleccionado sobre la base
de su fiabilidad comprobada, requisito importante si los resultados han de utilizarse con
fines juridicos o punitivos. El o la analista del pais de que se trate tendrd la Gltima palabra
respecto de la seleccion de la metodologia y el criterio con el que se encare el andlisis.
Por necesidad, su decision dependerd de la disponibilidad de instrumental, material de
referencia y personal capacitado. No obstante, se recomienda que, a los efectos de deter-
minar el consumo ilicito de drogas, se utilicen dos métodos: un método de deteccion inicial
(por lo general una técnica de inmunoandlisis) seguido por un método de confirmacién
en el que se empleen distintos principios quimicos o fisicos (por lo general una técnica
de cromatograffa). Cuando sélo se pueda utilizar cromatografia en capa delgada (CCD),
se sugiere obtener una segunda cromatografia utilizando un disolvente distinto.

Cabe destacar que, independientemente del método que se escoja, es preciso prestar
atencién al mantenimiento del equipo y al control del ambiente, en particular, para el
transporte y el almacenamiento de especimenes y reactivos inestables, y es importante
que s6lo se confie en personal idéneo debidamente capacitado. También se insiste en
la importancia de disponer de libros de texto sobre las drogas de uso indebido y las
técnicas analiticas. Ademads, se presume que el analista se mantendra al corriente de los
adelantos en el dmbito del andlisis toxicoldgico consultando la bibliografia mds reciente
sobre el tema. Otros manuales de las Naciones Unidas de Métodos recomendados para
el ensayo de drogas diferentes, son complementos utiles del presente manual. Aunque
estos manuales estuvieron destinados inicialmente al andlisis de materiales incautados,
contienen informacién también pertinente para el andlisis de especimenes bioldgicos.

El Programa de las Naciones Unidas para la Fiscalizacion Internacional de Drogas
(PNUFID) agradecera cualesquiera observaciones sobre el contenido y la utilidad del
presente manual. Las observaciones se pueden dirigir a:

Seccién de Laboratorio y Asuntos Cientificos

Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
Centro Internacional de Viena (CIV)

Apartado postal 500

1400 Viena

Austria

Fax: (+43-1) 26060-5967

Correo electrénico: lab@unodc.org






. Aspectos generales del analisis
de drogas sujetas a fiscalizacion
en especimenes biolégicos

A. Finalidad y estrategia

El andlisis de fluidos o especimenes bioldgicos suele tener dos finalidades:

Una finalidad forense, es decir, el andlisis de muestras bioldgicas para la deteccion
de drogas sujetas a fiscalizacion. En este contexto, un resultado analitico positivo
de la muestra por lo general daria lugar a un proceso penal y a una sancién para
el acusado cuya muestra se ha sometido al andlisis.

Una finalidad de diagndstico, tratamiento y rehabilitacion, es decir, el andlisis
de muestras en un contexto clinico para determinar la causa de una intoxicacion
o establecer si el dador de la muestra se ha abstenido del uso de drogas en los
dltimos dias. En este contexto, un resultado analitico positivo no necesariamente
darfa lugar a un proceso penal, pero podria servir como indicador fiable en que
basar el tratamiento médico futuro del dador de la muestra.

Como los resultados analiticos positivos pueden dar lugar a medidas punitivas, en
los procedimientos y métodos que se utilicen han de seguirse normas estrictas basadas
en principios de toxicologia forense. La estrategia generalmente recomendada es que se
lleve a cabo una prueba inicial de detecciéon para separar las muestras que podrian
arrojar un resultado positivo seguida de una prueba de confirmacién de las muestras
presuntamente positivas.

En la prueba de deteccion inicial de las muestras, los laboratorios deberian consi-
derar la posibilidad de utilizar técnicas de inmunoandlisis como el radioinmunoanalisis
(RIA), el inmunoanalisis enzimdtico (IAE), el inmunoandlisis de polarizacién por fluo-
rescencia (IAPF), y la inhibicién de la aglutinacién con latex y otras técnicas. Por esos
medios podrdn eliminarse con rapidez las muestras negativas. El resultado positivo ob-
tenido mediante el inmunoandlisis deberd confirmarse con un método basado en un
principio quimico o fisico diferente, como la cromatografia en capa delgada (CCD), la
cromatografia en fase liquida de alto rendimiento (CLAR) o la cromatografia en fase
gaseosa (CQG).

B. Directrices generales para la entrega de muestras para
la deteccion de drogas

La finalidad de las presentes directrices es describir procedimientos que satisfagan
los criterios necesarios para garantizar la validez 6ptima de los resultados. Como reco-
mend6 el Grupo de Expertos de Bruselas, la orina es la muestra preferida para la de-
teccion de drogas de uso indebido. Aparte de que es facil de obtener por procedimientos
no invasivos, practicamente todos los metabolitos de drogas se excretan en la orina y
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pueden detectarse en ella durante un periodo mds largo que en la sangre. El uso de
otros materiales biolégicos como el pelo, la saliva y el sudor a los efectos de establecer
el consumo ilicito de drogas todavia no ha sido generalmente aceptado.

Para mantener la validez de los resultados analiticos desde el punto de vista forense,
hay que tener especial cuidado en la supervisién de la toma, el transporte y el alma-
cenamiento de las muestras. La supervision deberd estar a cargo de personal capacitado
que comprenda claramente las consecuencias juridicas del procedimiento y deberd ha-
cerse por observacion visual directa. Es preciso mantener una vigilancia adecuada en
todo momento, haciendo al mismo tiempo todo lo posible por proteger la intimidad y
la dignidad del dador. El supervisor también deberd prevenir todo intento de afadir
sustancias contaminantes o reactivas a la orina. Cuando sea necesario transportar mues-
tras a un laboratorio analitico, hay que mantener la seguridad y una cadena de custodia
claramente establecida.

Las presentes directrices son aplicables a las situaciones en que la muestra de orina
se tome fuera de un laboratorio analitico. Quizds €se no sea el caso en todos los paises
o las distintas localidades geogréficas de un mismo pais. Asi pues, las directrices deberdn
adaptarse o modificarse para las circunstancias locales, por ejemplo, en el almacena-
miento de muestras; si no existen instalaciones de refrigeracion, el analista debe incor-
porar comprobaciones de estabilidad en su programa de control de la calidad.

C. Toma de la muestra: procedimiento pormenorizado

1. En el lugar de toma de la muestra

e El personal del lugar en que se tome la muestra se encargard de tomar, rotular,
envasar y transportar las muestras, asegurando que los procedimientos de toma
y almacenamiento se documenten debidamente y se apliquen con los métodos
de seguridad necesarios.

e Todo el personal del lugar en que se tome la muestra estard suficientemente
capacitado para comprender el proceso y su importancia para los resultados
de laboratorio.

e Latoma de la muestra serd supervisada y presenciada por personal autorizado
y apto.

e Antes de considerar la posibilidad de tomar una muestra de orina, es preciso
disponer de instalaciones sanitarias adecuadas.

. La sala en que se tome la muestra se inspeccionard para ver si contiene alguna
sustancia que pudiera usarse para invalidarla. En la sala no deberd haber re-
cipientes que dispensen jabon ni productos de limpieza.

. La muestra de orina se tomard en dos botellas de 50 ml. Las botellas deberan
llenarse al menos en 2/3. Siempre que sea posible, debera evitarse el uso de
recipientes pldsticos y tapones de goma, ya que las drogas no polares y sus
metabolitos, como los canabinoides, son muy propensos a absorberse a algu-
nas superficies de pldstico y a la mayoria de las de goma. Si, por razones
précticas, se emplean recipientes pldsticos desechables, los laboratorios deben
realizar pruebas para garantizar que esos recipientes pldsticos no alteran la
composicién o concentracién de las drogas o metabolitos en la orina.

¢ Inmediatamente después de la toma de la muestra, se medird y registrard su
temperatura (32 a 38°C en cuatro minutos) y pH. Si se sospecha de adulte-



racion, se notificard al laboratorio. En tales casos se recomienda una compro-
bacién visual cuidadosa (color, precipitacién, espuma, etc.) y el control de la
creatinina (180 = 80 mg/ 100 ml: “normal”; 10 a 30 mg/100 ml: “probable-
mente diluida”; < 10 mg/100 ml: “diluida”) y de la gravedad especifica (1,007
a 1,035: “normal”) [13, 14].

e Las botellas deberdn taparse, sellarse y rotularse debidamente. Se tomardn
medidas para mantener la integridad de la muestra, por ejemplo, utilizando
un sello de seguridad de cera estampado con un signo departamental o alguna
otra medida que permita ver si ha sido adulterado. Es importante que el dador
presencie el sellado de la botella y firme o iniciale el sello o el rétulo.

. El rétulo del espécimen se adherird al recipiente de la orina y no a la tapa
para impedir la confusién o el trueque de especimenes o de rétulos
identificadores.

Posibles formas de invalidar las muestras de orina

Afadiendo diversas sustancias quimicas a la muestra. La sal comun, los deter-
gentes o algunos articulos domésticos como el hipoclorito (lejia) pueden destruir
las drogas o afectar a la muestra y producir falsos resultados negativos.

En determinadas circunstancias, anadiendo sustancias ilicitas a la orina para pro-
ducir resultados positivos.

Haciendo una pequena perforacion en el fondo del recipiente para producir una
fuga del contenido.

Utilizando una jeringa escondida debajo del brazo y provista de un tubo que llegue
a la regién genital. Con la jeringa, se puede introducir en la muestra agua u otras
sustancias que la diluyan o contaminen.

Haciendo pasar como propia orina de amigos que no tomen drogas.
Echando agua del inodoro en el recipiente de la muestra para diluir la orina.

El rétulo debe contener como minimo la siguiente informacion:

1IN (] 10 0] (=PSRRI
Numero del documento de identidad: ..........cccceeiiiiiiiiiiiieesi e
Fecha y hora de 1a toma: ...
(I o F= T e L= = o 3 = S
Nombre de la persona que supervisa la toma: .......cccccevviiiieiiiiiiieeesseee e

Droga(s) que se procura deteCtar: .........ccocciiiiiiiiiie i

NUMEro de la MUESLIA: ... e e e e e e e e e eeeeaeeas



La informacién personal sobre el dador del espécimen se indicard en un for-
mulario de solicitud de analisis. Ese formulario acompafiard a la muestra al
laboratorio.

El dador del espécimen no intervendrd en la manipulacidn, el etiquetado, el
embalaje ni el transporte al laboratorio de la muestra después de su
obtencion.

También se adoptardn medidas estrictas de seguridad en el almacenamiento
y la distribucién de vasos vacios, formularios de solicitud, rétulos y materiales
de embalaje.

2. Transporte y almacenamiento

Una vez rellenado, el formulario de solicitud se entrega junto con la muestra
al transportista para que lo lleve al laboratorio. La muestra debe protegerse
de la luz directa y del calor durante el traslado y el almacenamiento, por lo
que deberia transportarse refrigerada, de preferencia con hielo o algln otro
material de embalaje refrigerante, en un recipiente provisto de aislamiento.

Es importante proteger las muestras de la exposicion prolongada a la luz y
al calor desde que se toman hasta que se someten a analisis.

El transportista designado se encargard de trasladar las muestras al laboratorio
y de llevar un registro adecuado de la cadena de custodia para que no sean
adulteradas durante el transporte.

3. En el laboratorio

En el laboratorio, una persona autorizada deberd recibir e inspeccionar cui-
dadosamente las muestras y los documentos. Una de las dos muestras de orina
deberd usarse para hacer el andlisis y la otra deberd guardarse, congelada,
para hacer otro andlisis en caso necesario.

Una vez que se ha comprobado que las muestras y los formularios de solicitud
estdn en regla, se deberd dar un recibo firmado al transportista.

El laboratorio deberd llevar registros bien documentados y mantener medidas
estrictas de seguridad para garantizar la integridad de las muestras y la con-
fidencialidad de los resultados.

Si el analisis debe retrasarse mds de uno o dos dias, los especimenes de orina
se guardardn congelados en una refrigeradora cerrada con llave. En general,
los especimenes congelados son estables durante varios meses.

4. Formulario de solicitud de andlisis de drogas

El formulario de solicitud de andlisis de drogas que acompafa a las muestras
de orina permitird al laboratorio cotejar cada muestra con la informacion del
formulario para confirmar la identidad del dador y que todos los especimenes
recogidos hayan llegado al laboratorio.



El formulario deberia incluir, como minimo, datos que identifiquen al dador,
a la persona que superviso la toma de la muestra y al transportista, el nimero
de muestra, la fecha y la hora de su obtencién, y la temperatura y pH de la
muestra en el momento en que se obtuvo.

Como informacién adicional se puede incluir en el formulario una especifi-
cacion de las drogas que se procurard detectar en el andlisis y una nota acerca
de cualquier sospecha en cuanto a su validez.

Una vez rellenado, el formulario deberd recibir la firma de una persona
autorizada y un sello oficial.

D. Caracter confidencial de los resultados

Es importante mantener la mas absoluta seguridad y confidencialidad en todo
momento.

Toda la informacioén relacionada con el dador y los resultados del andlisis
deberd guardarse bajo llave en lugar seguro.

Sélo tendrdn acceso a los informes las personas autorizadas.

E. La seguridad del personal del laboratorio

La manipulacion de materiales bioldgicos expone a las personas que se ocupan de
ella al riesgo de contraer, entre otras infecciones, la hepatitis y el SIDA. Por con-
siguiente, todo el personal deberd adoptar las precauciones necesarias y aplicar
medidas de seguridad como el uso de guantes y vestimenta protectora de otra
indole.

F. Resumen de los procedimientos de seguridad

Debera mantenerse una seguridad estricta no solo respecto de las muestras,
sino del almacenamiento y la entrega de vasos vacios, formularios de solicitud,
rétulos y material de embalaje.

El dador del espécimen no intervendrd en la manipulacidn, el etiquetado, el
embalaje ni el transporte al laboratorio de la muestra después de su
obtencion.

Es importante que el dador presencie el sellado del recipiente y firme o iniciale
el sello o rétulo.

Deben mantenerse registros precisos y completos de todas las personas que
participen de una manera u otra en la toma, el almacenamiento y el transporte
de la orina.

El rétulo de los especimenes debe adherirse al recipiente de la orina, no al
tapén, para impedir la confusién o el trueque de especimenes o de rétulos
identificadores.

La informacién sobre el dador y los resultados serdn estrictamente confiden-
ciales y s6lo podran acceder a ellos personas autorizadas.



G. Metodologia

Como se recomienda anteriormente, tanto las pruebas de deteccién como de con-
firmacién son necesarias.

La prueba de deteccion deberia permitir determinar las muestras que podrian arrojar
resultados positivos de manera sumamente fiable, sensible, rdpida y econémica. Los in-
munoandlisis suelen satisfacer esos requisitos. No obstante, los anticuerpos que se utilizan
en ellos son relativamente poco especificos y pueden causar reactividad cruzada. Todos
los resultados positivos obtenidos mediante una deteccién por inmunoandlisis deberian
confirmarse con un segundo andlisis basado en distintos principios quimicos. La croma-
tografia en capa delgada (CCD) puede también utilizarse como prueba de deteccion.

Las pruebas de confirmacion deberdn ser al menos tan sensibles como las de de-
teccién, pero mds especificas. Suelen abarcar técnicas cromatograficas y pueden incluir
la cromatografia en capa delgada (CCD), la cromatografia en fase gaseosa (CG), la
cromatografia en fase liquida de alto rendimiento (CLAR) y la cromatografia en fase
gaseosa combinada con espectrometria de masas (CG-EM).

1. Métodos de inmunoandlisis

El inmunoandlisis es el método preferido cuando es preciso cribar un gran nimero
de especimenes en poco tiempo. Hay varias pruebas de inmunoandlisis en venta para
la deteccién de drogas de uso indebido. Los métodos mds comtinmente utilizados son,
entre otros, el radioinmunoanalisis (RIA), el inmunoanalisis enzimatico (IAE), el inmu-
noandlisis de polarizacién por fluorescencia (IAPF) y la inhibicién de la aglutinacién
con latex (IAL). El instrumental que requieren el RIA, el IAE, el IAPF y la IAL (versién
instrumental en linea) es relativamente costoso. Los laboratorios pueden utilizar cual-
quiera de los andlisis anteriores a los que tengan acceso.

La técnica que se utilice dependera en la mayoria de los casos del volumen de
trabajo (es decir, del nimero de muestras diarias) de que se ocupe el laboratorio. Las
técnicas IAE y RIA, por ejemplo, se pueden obtener en versiones para pruebas Unicas
o multiples. Los laboratorios que tengan un nimero reducido de muestras pueden utilizar
las versiones para pruebas tnicas, o IAL (versién para prueba no instrumental in situ),
pero éstas resultan costosas desde el punto de vista del costo del andlisis por muestra.
Los inmunoandlisis enzimdticos para pruebas multiples o el IAPF son mds apropiados
para un gran volumen de trabajo.

Para reducir al minimo la posible inexactitud de los resultados, es preciso prestar la
debida atencién al mantenimiento del equipo, el control del medio ambiente (estabilidad
térmica) y el suministro y el almacenamiento (en frio) de los reactivos relativamente ines-
tables. Los resultados falsos pueden ser también consecuencia de la adulteracién de los
especimenes, por ejemplo, al afiadirse agentes modificadores del pH (vinagre, 4cido ascor-
bico, zumo de limén, disolvente de cal, etc.), de oxidacién (hipoclorito de sodio), agentes
activos de superficie (detergente, jabon, etc.) y de desactivacion de enzimas (glutaraldehido),
y medicamentos (como gotas oculares o nasales que contengan tetrahidrozolina), edulco-
rantes (sacarina) y cloruro de sodio. Las manipulaciones mas comunes son la dilucién en-
ddgena (tomar liquidos en exceso, uso de diuréticos) y la dilucién exdgena (adicién de
agua), asi como también el intercambio o sustitucién del espécimen de orina.

Aunque los requisitos en cuanto a capacitacién y experiencia no son tan estrictos
en algunas técnicas de inmunoandlisis, lo cual facilita la tarea de dotar al laboratorio
de personal, los andlisis deberian llevarse a cabo bajo la supervisién de analistas con
amplia experiencia en la utilizacién de las técnicas.

Algunas de las caracteristicas de los principales inmunoandlisis se resumen en el
cuadro I.1.
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Cuadro I.1 Caracteristicas generales de los principales inmunoanalisis

Caracteristica RIA IAE IAPF IAL

Requisito de

instrumentacion especial Nit Nit St No¢/si¢

Estabilidad de reactivos 3- 4 semanas Meses Meses >1 afio*¢
Costos de reactivos + D ++(+) +tod

Posibilidad de

automatizacion Nit Nit St No¢/Si¢

Pruebas por técnico
por turno de 8 h 200-400 100-400° 250-300 200-350/>500¢

“Prueba tnica

®Andlisis de orina para determinar uso indebido de drogas (d.a.u.), prueba muiltiple.
‘Prueba no instrumental in situ.

9Prueba instrumental en linea.

2. Cromatografia en capa delgada

Los métodos de CCD son econdémicos en cuanto al equipo y otros gastos iniciales
que requieren. Necesitan mucha mano de obra y suelen ser menos sensibles que otras
técnicas; ademds, por el cardcter subjetivo de su interpretacion, hace falta una experien-
cia considerable para aplicarlos con precisién. Se recomiendan como andlisis de con-
firmacién de los resultados de la deteccién por inmunoandlisis y como prueba primaria
cuando los gastos de mano de obra sean menos importantes que los gastos de capital
y se disponga de personal debidamente capacitado.

Cuando los recursos obliguen al laboratorio a emplear tinicamente la metodologia de
CCD, el resultado del andlisis no se utilizard como tnica prueba de la presencia o el uso
de una droga si ello entrafia graves consecuencias para la persona. En ausencia de equipo
mds complejo, una solucién aceptable podria ser una prueba de confirmacién en que se
utilice al menos un sistema disolvente distinto o un reactivo de deteccion diferente.

3. Cromatografia en fase gaseosa y cromatografia en fase liquida
de alto rendimiento

La cromatografia en fase gaseosa y la cromatografia en fase liquida de alto rendi-
miento son sumamente sensibles y especificas para la confirmacién de resultados que se
presuman positivos en el andlisis de deteccién. No obstante, el equipo necesario es rela-
tivamente costoso en comparacién con la CCD o el inmunoanilisis, y la capacitacién y
la experiencia en el empleo de estos sistemas sumamente complejos son fundamentales.

4. Espectrometria de masas en combinacion con cromatografia en fase gaseosa

La espectrometria de masas en combinacidn con cromatografia en fase gaseosa es
el método més sensible y especifico de que se dispone para confirmar la presencia de
una droga en un espécimen bioldgico. Exige la mayor inversién en costos de capital,
capacitacién y mantenimiento. Es el método con menos probabilidades de impugnacién
en los tribunales y deberia considerarse un elemento necesario e importante de los
programas nacionales en que el laboratorio de control sea la fuente de confirmacién
definitiva de andlisis cuestionados.
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5. Preparacion de la muestra

En general, para los inmunoandlisis de deteccién iniciales la preparacién de la mues-
tra es minima. No es necesario hidrolizar las muestras de orina porque el inmunoandlisis
permite medir tanto las formas libres como conjugadas de las drogas y los metabolitos.
Quizds sea necesario ajustar el pH o centrifugar la orina para eliminar la turbidez. Para
obtener resultados Optimos, deben seguirse las instrucciones del fabricante.

En los procedimientos de cromatografia, la buena preparacién de la muestra es de
suma importancia porque la orina es una sustancia compleja que contiene una mezcla de
grandes cantidades de numerosos compuestos orgdnicos e inorgdnicos en los cuales los
analitos que se pretende detectar se encuentran en cantidades infimas. La preparacion de
la muestra suele consistir en la hidrélisis de la orina y en la extraccién y purificacién de
los analitos. El procedimiento ha de ser eficiente, pues la recuperacion ha de ser satisfac-
toria para poder extraer las pequefias cantidades presentes, y selectivo, para asegurar que
se retiren de la muestra las sustancias que pudieran interferir en el andlisis.

La preparacién de muestras para CG y CG-EM suele entrafiar la preparacién de
derivados quimicos de los analitos buscados. Aunque ese paso adicional tal vez requiera
tiempo y datos adicionales a causa de la utilizacién de reactivos, suele recomendarse
la derivacién por los siguientes motivos:

Ofrece una sensibilidad mayor.

Los compuestos derivados son mds estables desde el punto de vista térmico que
las formas sin derivar.

Mejoran las propiedades de la cromatografia, es decir, la forma de los puntos
maximos, los tiempos de retencién y las separaciones.

Los espectros de masas contienen iones mas apropiados para la CG-EM en el
monitoreo selectivo de iones (SIM) que los de las formas sin derivar.

6. Anadlisis cuantitativo

Para determinar el uso ilicito de drogas, no es absolutamente necesario utilizar
métodos analiticos cuantitativos. No obstante, conviene mucho medir las cantidades de
una droga y sus metabolitos encontrados en el método de deteccion, en particular cuando
hay problemas de interpretacion.

Por lo general, los métodos cromatograficos permiten cuantificar los analitos de forma
fiable. Los métodos de CCD pueden emplearse como procedimiento cuantitativo, pero
exigirfan el uso de un escaner de placas o un densitometro y tal vez no resultarian fiables
o eficaces en relacién con los costos. Ademds, los métodos de inmunoandlisis no suelen
permitir una cuantificacién fiable en ese contexto por la posibilidad de que haya en la
muestra sustancias no identificadas que puedan provocar reacciones cruzadas.

Para el andlisis cuantitativo por CG, CLAR o CG-EM, es preciso afiadir un patrén
interno a la muestra antes de la extraccién. El patrén interno también permite medir el
tiempo de retencion relativo. Los patrones internos deberdn parecerse a los analitos bus-
cados en el sentido de que se presten a la extraccion, la derivacién y el analisis en las
mismas condiciones, y a la vez deberdn ser ficiles de diferenciar de esos analitos durante
el procedimiento cromatografico. Ahora bien, deberia evitarse el uso como patrén interno
de sustancias que puedan encontrarse en la muestra, como otras drogas o materiales
end6genos.

Para el andlisis cuantitativo por CG-EM, el mejor patrén interno suele ser un
andlogo del analito marcado con deuterio. No obstante, esos andlogos son costosos y a
veces cuesta conseguirlos. Otros andlogos del compuesto buscado también suelen dar
resultados satisfactorios como patrones internos.
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Si se toma la decisién de establecer métodos cuantitativos, como consecuencia
inmediata serd necesario validar el método con respecto a su exactitud y precisiéon, como
se sefiala mds adelante. El coeficiente de variacion de un método cromatogréfico deberia
ciertamente ser inferior al 10% y preferiblemente inferior al 5%.

La concentracién de un analito puede calcularse utilizando la siguiente férmula
general:

. . I:A,/AIS en el cromatograma de la muestra ]

Concentracion del analito X = o Cus
Ap/A, en cromatograma patrén

Donde
Ay = punto maximo del analito X del cromatograma de la muestra
Ay = punto maximo del patrén interno del cromatograma de la muestra
Apg = punto méaximo del patrén de referencia del cromatograma patrén
A en el
cromatograma patrén = punto maximo del patrén interno del cromatograma patrén
Chrs = concentracién del analito X en la solucién patrén de referencia

H. Garantia de calidad

Para asegurar la fiabilidad de los resultados, es fundamental contar con personal
apto y debidamente capacitado. El respeto de los principios de las buenas practicas de
laboratorio (BPL), la utilizacién de procedimientos normales de operacion (PNO) y la
recapacitacion periddica del personal ayudardn a mantener la calidad y la fiabilidad del
laboratorio.

1. Control de calidad externo

El laboratorio de andlisis de drogas debera tener un programa de garantia de calidad
eficaz y debidamente documentado que al menos incluya algin medio de evaluar la
exactitud y precision de todos los andlisis. La precision de los métodos se evaluard ha-
ciendo andlisis mdltiples de una misma muestra o incluyendo un nimero suficiente de
especimenes de control de calidad (con diferentes concentraciones de la droga o el
metabolito en el fluido orgdnico de que se trate). Ello permitird al analista hacer eva-
luaciones estadisticas de la precisién dentro de un mismo lote a lo largo de un periodo
determinado.

2. Evaluacion externa de calidad

En lo posible, el laboratorio deberd participar en un programa de control de calidad
externo. Lo mejor serfa que ese programa estuviera a cargo de un organismo externo
independiente como las Naciones Unidas y que se invitara a participar en €l a labora-
torios de los Estados Miembros. A falta de ese programa, los laboratorios de los paises
podran adoptar la siguiente estrategia:

Un programa de control de calidad entre laboratorios: en el marco de este programa
los laboratorios intercambiardn muestras para analizarlas y comprobar los resulta-
dos obtenidos por los otros laboratorios.

La designacién como laboratorio de referencia al principal laboratorio central, el
cual enviard muestras con distintas concentraciones del analito o los analitos a todos
los laboratorios para que los analicen. Posteriormente el laboratorio de referencia
evaluaria los resultados de los andlisis.
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I. Interpretacion de los resultados

El andlisis cualitativo o cuantitativo de una muestra biolégica permitird probar que
una persona ha hecho o no uso de una droga sujeta a fiscalizacién. La presencia de
metabolitos permite determinar que se ha administrado una droga.

Un resultado positivo en la deteccion inicial significa que la droga o el metabolito
se encuentra en la orina en una concentracién superior o igual al nivel limite (si se ha
establecido tal nivel). La eliminacién del organismo y las concentraciones de la droga
en la orina dependen de factores como la via de administracion, la frecuencia y la du-
racion del uso, la funcién de los 6rganos, la tasa de metabolizacién de la droga, el estado
fisico, la edad y el sexo de la persona, su alimentacién, el momento en que se ha tomado
la muestra, la ingesta de liquidos y otros factores. Es importante sefialar, no obstante,
que no es posible establecer una relacién entre la concentracién de una droga en la
orina y el grado de trastorno mental.
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Il. Métodos recomendados para
la deteccidn y el analisis de
heroina (morfina) en
especimenes biolégicos

A. Tipos comunes de productos ilicitos de opio, morfina y heroina [7, 8]
1. Opio

El opio es un producto natural obtenido por incision de las cdpsulas verdes de la
adormidera. El ldtex lechoso que rezuma de las incisiones se rasca con la mano y se
seca al aire para producir la goma de opio. El opio en bruto es una compleja mezcla
que contiene azucares, proteinas, lipidos, otras sustancias gomosas y agua, de manera
que la fraccién alcaloide activa constituye sélo el 10% al 20% del peso total. Se han
notificado aproximadamente 40 alcaloides. Cuatro o cinco de estos alcaloides pueden
considerarse como los elementos constituyentes principales, comprendidos en dos cate-
gorias generales, los alcaloides fenantrénicos, representados por la morfina, la codeina
y la tebaina, y los alcaloides isoquinolinicos, representados por la papaverina y la nar-
cotina (noscapina).

Las cantidades relativas de los diferentes alcaloides pueden variar considerable-
mente, seglin factores como el clima, la altitud, la fertilidad del suelo, la cantidad de
humedad disponible, la edad de la planta, el momento de sangrado y la variedad de
Papaver somniferum.

La morfina es el principal alcaloide del opio, y su concentracién oscila entre el
4% vy el 21%, y por lo general del 8% al 14%. El opio en bruto producido licitamente,
conocido como opio indio, contiene no menos del 9,5% de morfina, calculado como
morfina anhidra.

La narcotina es el segundo alcaloide mds abundante, y suele estar presente en un
2% a 8%. No es narcético y a veces estd presente en la morfina en bruto como una
impureza.

La codeina se encuentra en el opio en bruto en concentraciones del 0,7% al 3%.
Su presencia, como impureza en la morfina en bruto utilizada para la preparacién de
heroina, da por resultado la formacién de acetilcodeina.

La tebaina es un alcaloide secundario presente en la Papaver somniferum en una
concentracion del 0,2% al 1%.

La papaverina suele encontrarse en la concentracion de 0,5% a 1,3%.

Otra sustancia caracteristica del opio es el dcido mecénico, presente en cantidades
que llegan al 15%. Segitin la técnica de extraccion, éste influye en la pureza de la morfina
en bruto aislada del opio.

15



a) Opio en bruto

En estado fresco, el opio en bruto es una sustancia viscosa parecida al alquitran,
de color marrén oscuro, que puede moldearse en cualquier forma segin el método de
envase y el pais de origen. A medida que madura pierde su consistencia y se hace fragil
y duro. Tiene un olor caracteristico parecido al regaliz que se intensifica cuando el
producto se disuelve en agua. Es una sustancia no homogénea que contiene fragmentos
de cdpsulas de adormidera y a veces se adultera con pulpa de banano o colofonia. Suele
envolverse en hojas de plantas y recubrirse después con una capa de pldstico amarrada
con un cordel.

b) Opio preparado

El opio preparado, conocido también como “chandu” en Asia sudoriental, se ob-
tiene aplicando varios métodos al opio en bruto, entre otros, la extraccion, filtracién y
evaporacion del agua. Este tratamiento se lleva a cabo para obtener un producto ade-
cuado para fumar.

c) Residuo de opio

El producto que queda en la pipa después que se fuma el opio se denomina residuo
de opio. Debido a la combustién y volatilizacién incompleta, el producto tiene atn al-
gunas caracteristicas del opio, incluida la presencia de morfina en una cantidad impor-
tante. En Asia sudoriental se han notificado mezclas de residuo de opio con opio en
bruto y preparado.

d) Opio medicinal

El opio medicinal, conocido también como opio en polvo, es el que se ha secado
a una temperatura moderada, reducido a un polvo fino o moderadamente fino y cuyo
contenido de morfina se ajusta al requisito de la farmacopea del 9,5% al 10,5% con la
adicion de lactosa en polvo, vaina de cacao, o almidén de arroz. Suele ser un polvo
marrén ligero compuesto por particulas de color marrén amarillento o rojizo y tiene el
olor caracteristico del opio.

Desde el punto de vista quimico, las diferencias entre todos los productos del opio
antes mencionados son relativamente pequeas.

2. Morfina en bruto

La morfina en bruto obtenida en el mercado ilicito puede ser de calidad muy alta
o muy baja, segtin los procedimientos de purificaciéon utilizados, la finalidad que se
persigue con el material y los hdbitos, el conocimiento y la competencia profesional
del quimico ilicito.

3. Heroina

Hay que recalcar que dos especimenes de heroina nunca tienen exactamente la
misma apariencia fisica. Fabricada a partir de un producto natural sumamente variable,
mediante un proceso discontinuo capaz de una amplia variacién, y posteriormente so-
metida a adulteracién y transformacion para fines de trifico, no resulta sorprendente
que la heroina se presente en una diversidad de formas. Las que se mencionan en el
presente documento son sélo una seleccion, aunque las mas comunes. El hecho de que
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el material presentado para el examen forense no guarde ninguna relacién fisica con
los tipos que se describen aqui no significa, por supuesto, de que no se trate de heroina
o un producto que contenga heroina.

a) Dos tipos de heroina de Asia sudoriental

Tipo 1: Muy variable de color y consistencia y se ha encontrado practicamente en
toda la tonalidad del beige al marrén oscuro. Casi siempre es un polvo, a menudo fino,
pero ocasionalmente se encuentran pequefios agregados en el polvo suaves y que ceden
ante una ligera presion. Esta categoria constituye con mucho el principal tipo de esta
region. La variacion fisica va aparejada a una composiciéon quimica muy diversa, pero
los especimenes incautados mds recientemente indican que se estd fabricando un pro-
ducto mas consistente. Normalmente es un polvo fino marrén claro con un olor carac-
teristico derivado del opio, la pureza de la heroina suele ser del 60%, y todos los alca-
loides y derivados estdn presentes como base. El contenido tipico de los demads alcaloides
y derivados son:

Acetilcodeina...........ccoveeenee.. 5%
O°%monoacetilmorfina............ 3%
Narcotina........cccceeeevveeeenveennnen. 10%
Papaverina ...........cccccceveinnne 4%

Tipo 2: Polvo seco fino de color blanco, blanco-hueso o crema, que tiene menos olor
que el del tipo 1, su pureza varia entre el 80% y el 90%, y en que la heroina estd pre-
sente como sal de hidrocloruro. Algunas muestras de este tipo no pueden diferenciarse
de la heroina de “pureza farmacéutica”. El contenido tipico de los demds alcaloides y
derivados es:

Acetilcodeina..........cccceeeeennnn. 3%
Of%monoacetilmorfina............ 2%
Narcotina........coceeeeeeeivveeeeeennnes NO DETECTADA
Papaverina........c.ccoceeevevenennen. NO DETECTADA

b) Dos tipos de heroina del Oriente Medio

Tipo 1: Polvos finos de color beige o marrén muy claro; pocas veces se encuentran
agregados. Las muestras que contengan mds del 70% de heroina son raras y la pureza
media es de aproximadamente el 50%. Los alcaloides y derivados se presentan como
sales de hidrocloruro. El contenido de los demds alcaloides y derivados es:

Acetilcodeina...........ccceeeeennen. 3%
Of%monoacetilmorfina............ 2%
Narcotina........ccoeeeeeveeeeneeennen. NO DETECTADA
Papaverina........c.ccoceecvenenenen. NO DETECTADA

Este tipo contiene con mucha frecuencia un adulterante, a menudo un farmaco como
la procaina.

Tipo 2: Polvos finos blancos o blanco-hueso. Algunas muestras contienen del 70% al 80%
de heroina, mientras que otros tipos parecerian ser una forma diluida del producto de gran
pureza, que contienen una cantidad equivalente de cafeina, de modo que la concentracién
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tipica de heroina se reduce del 30% al 40%. Los alcaloides y derivados se presentan como
sales de hidrocloruro. Estas formas diluidas contienen sélo trazas de acetilcodeina,
O°-monoacetilmorfina, papaverina y narcotina, pero las formas muy puras suelen contener:

Acetilcodeina............ccoveeeue... 2% al 3%
O°monoacetilmorfina 2%

c) Dos tipos de heroina de Asia sudoriental

Heroina para fumar “China No. 3”

Material granular duro. Los granos normalmente tienen 1 a Smm de didmetro, y
a diferencia de los agregados de la heroina del Asia sudoccidental, son duros y no ceden
a la presion. So6lo una cantidad reducida de polvo estd presente en el material. El color
mads frecuente del material es el gris, aunque a menudo se encuentra en marrdn terroso,
y hay una variacién especial en que los grdnulos son rojos o rosados: la “rosada de
Penang”. Un andlisis tipico seria el siguiente:

Material gris o marrén terroso: heroina, 20%; cafeina, 40%; trazas de los demds
alcaloides en el material recién producido, aunque en la heroina de este tipo puede
formarse rdpidamente hasta el 5% de O°-monoacetilmorfina mediante hidrélisis. Los
alcaloides pueden presentarse como sales o bases de hidrocloruro; algunas muestras
pueden presentarse en forma de sal y en forma de base, es decir, que el dcido clorhidrico
no se ha anadido en cantidades estequiométricas.

Andlisis de material rojo o rosado semejante al material gris o marrén terroso,
pero el barbital sustituye la cafeina.

Heroina para inyectar “China No. 4”

Polvo blanco fino con poco olor y sin agregados. Practicamente todo el material
consiste en heroina. La narcotina y la papaverina no son detectables; la O®-monoacetil-
morfina suele ser inferior al 3%. El contenido de acetilcodeina con frecuencia es bastante
mds alto que en el producto de gran pureza equivalente del Asia sudoccidental. Todos
los alcaloides se presentan como sales de hidrocloruro.

En todos los tipos de heroina de cualquier origen, hay que sefialar que las con-
centraciones de Of-monoacetilmorfina en ocasiones son superiores a las citadas. Los
especimenes de heroina de fabricacion deficiente a menudo se hidrolizan con la heroina
y se convierten en O°-monoacetilmorfina. La adicién no estequiométrica de acido clor-
hidrico (usualmente excesivo) es la causa mas frecuente de esa hidrolisis.

Es raro que la hidrélisis produzca un alto contenido de morfina, al menos en la
heroina ilicita en forma sélida. El alto contenido de morfina en material recientemente
incautado indica muy probablemente un procedimiento de fabricacion deficiente.

En el andlisis de laboratorio de varios especimenes bioldgicos de heroina u opidceos
afines como la morfina y la codeina, revisten interés los siguientes compuestos (véanse
las estructuras en la figura II.1):

Heroina (diacetilmorfina, DAM)
Morfina

O°monoacetilmorfina (MAM)
Codeina

Acetilcodeina

Ademas, los diversos morfina-O-glucurénidos (véase la figura I1.1) son de primor-

dial importancia para el analista, ya que la parte principal de la heroina se excreta en
la orina como morfina conjugada en forma de:
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Morfina-3-O-glucurénido (M-3-G)
Morfina-6-O-glucurénido (M-6-G)
Morfina-3,6-O-diglucurénido.

Figura II.1 Ruta metabélica de los opiaceos
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4. Vias de administracion

La heroina se administra en varias formas: aspirdndola o inhaldndola, fumandola,
o mediante inyeccién subcutdnea o inyeccién intravenosa. Cuando se administra por
inyeccion, el polvo se disuelve primeramente en agua a menudo con ayuda de calenta-
miento y acidificacion.

5. Metabolismo y excrecion

Después de su consumo, la heroina se diacetila ripidamente para convertirse en
MAM [15, 16], que luego se hidroliza ain mds para convertirse en morfina a un ritmo
mads lento. En la figura II.1 se indican las rutas metabdlicas. Los principales metabolitos
de la heroina que se encuentran en la orina en un lapso de 20 a 40 horas después de
su administracién intravenosa son la M-3-G (38,2% de la dosis), la morfina libre
(4,2%), la MAM (1,3%) y la heroina inalterada (0,1%). Se podrdn encontrar otros
glucurénidos de la morfina, asi como normorfina [17] como metabolitos secundarios
de la heroina. La codeina se ha encontrado con frecuencia en la orina de personas que
consumen heroina ilicita, aunque no es un metabolito de la heroina, sino mds bien el
resultado de la diacetilacion de la acetilcodeina que se halla a menudo como impureza
en la heroina ilicita.

Las concentraciones de morfina en la orina después de su administracién terapéu-
tica pueden elevarse hasta 10 pg/ml y la sobredosis de heroina puede causar muchas
mas muertes; por ejemplo, se ha notificado una concentraciéon de 86 pg/ml en un caso
[18]. La morfina (y la codeina) también se excreta en la orina después de la ingestion
de semillas de adormidera [19].

Debido a su rdpido metabolismo, no es practico determinar la presencia de heroina
directamente en los fluidos biolégicos humanos (periodo de semidesintegracién: 2 a 3
minutos [18]). Ello normalmente se hace analizando la morfina, su principal metabolito
en la orina. El uso de heroina también puede confirmarse determinando la MAM en
la orina, pero este metabolito especifico sélo puede detectarse poco después del con-
sumo de heroina (tiempo de deteccion: 2 a 8 horas [19]), ya que posteriormente también
se metaboliza a morfina con relativa rapidez (periodo de semidesintegracion: 0,6 horas
[19]). Para detectar la MAM se requiere un procedimiento de extracciéon modificado
e instrumentos mds complejos. En la mayoria de los casos ello quizds no sea
necesario.

B. Procedimientos de muestreo y de preparaciéon de la muestra para el
analisis de la heroina y sus metabolitos

Se pueden utilizar los procedimientos generales de muestreo expuestos en la
seccion I. Cy G.5.

1. Preparacion de la muestra para el inmunoandlisis

En general, se necesita poca o ninguna preparaciéon de la muestra para los inmu-
noanalisis (véase también la seccion 1.G.5). No es necesario hidrolizar las muestras de
orina porque los inmunoandlisis permiten medir tanto las formas libres como conjugadas
de la droga y los metabolitos. Quizds sea necesario ajustar el pH o centrifugar la orina
para eliminar la turbidez. Para obtener resultados éptimos, deben seguirse las instruc-
ciones del fabricante.
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2. Preparacion de la muestra para la cromatografia

El volumen de orina necesario para el andlisis depende de la técnica cromatogrifica
que se vaya a emplear. El volumen recomendado para la CCD y la CG de columna de
relleno es de 10 ml y para otras técnicas cromatograficas, de 5 ml.

a) Hidrdlisis
Hidrdlisis dcida

En una probeta de encaje rdpido de 50 ml, se agrega 1 ml de 4cido clorhidrico
concentrado a 10 ml de orina, se tapa la probeta sin ajustarla y se incuba en un bafio
de agua a 100°C durante 60 minutos aproximadamente.

Hidrolisis enzimdtica

Se ajusta la muestra de orina (5 a 10 ml) a pH 7 afiadiéndole 4cido acético si se
encuentra que es alcalino. Luego se agrega 0,1 ml de solucién tampén de 0,1 M de
acetato de sodio y dcido-acético (pH 5,5) y 0,02 ml de B-glucuronidasa (75 unidades/ml)
por ml de orina. Se incuba la muestra por 24 horas a 37°C u opcionalmente por una
hora a 55°C. Conviene asegurarse de que la temperatura no exceda de 55°C para evitar
que se desnaturalice la enzima. Se procede con la extraccion de la morfina libre como
se describe a continuacion.

Precaucion

La hidrdlisis 4cida y enzimdtica puede producir la desacetilacion de la MAM a
morfina.

b) Extraccion
Extraccion liquido-liquido

Ajustar el pH de la orina de 8,5 a 9,0 y extraer con el doble del volumen de cua-
lesquiera de los siguientes disolventes orgdnicos:

Cloroformo-isopropanol (9:1, v/v)
Diclorometano-isopropanol (9:1, v/v)
Acetato de etilo.

Hay que tomar precauciones para que la capa acuosa se separe completamente de
la capa del disolvente antes de separar el extracto a fin de evitar que éste contenga
agua. Si ocurren problemas con las emulsiones, se puede filtrar el extracto con un papel
filtro tratado con silicona (papel de separacion de fases); frenar la emulsiéon mediante
sonicaciéon. Cuando se requiere un extracto mds puro, hay que volver a separar la so-
lucién orgédnica con 6 ml de 0,5 M de 4cido clorhidrico. Descartar la capa orgdnica y
ajustar la solucién acuosa a un pH de 8,5 a 9,0; luego volver a separar con uno de los
disolventes citados. Separar las capas orgdnicas, combinar, filtrar la solucion mediante
una pequeia cantidad de sulfato de sodio seco, lavar el filtro con 5 ml de la fase orga-
nica. Concentrar la solucién a aproximadamente 1 a 2 ml y evaporar hasta que esté to-
talmente seco el resto del disolvente bajo un chorro de nitrégeno. Volver a disolver el
residuo en 0,1 ml de metanol o metanol-cloroformo (9:1) para efectuar el andlisis de
CCD o CG.
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Extraccion en fase solida

Cuando se dispone de las instalaciones adecuadas, se puede utilizar el método para
la extraccién liquida con apoyo de “Celite” [20]. También se recomienda el método de
extraccion en fase sélida con el empleo de silice C-18 [21].

Antes de utilizar las columnas, limpiarlas con 5 ml de metanol, 3 ml de agua
destilada y 1 ml de 0,05 M de solucién tampén de bérax (pH 9,0). Mezclar la muestra
de orina (1 ml) con 50 ml (= 50 ng) de patrén interno de nalorfina y 1,0 ml de solucién
tampén (pH 9,0) y pasarla a una columna de silice C-18. Lavar la columna con
100 ml de 80% de metanol acuoso y luego proceder a la elusién de la morfina con
0,5 ml de metanol.

c) Patrones internos

Los patrones internos deberdn responder a las normas establecidas en la seccién
1.G.6. La nalorfina sirve para la CG. Para la CG/EM, los patrones internos preferidos
son los andlogos deuterados de la morfina o de los compuestos afines. Si no se pueden
conseguir, se utilizaran algunos de los patrones antes indicados para la CG. Un patrén
interno adecuado para la CLAR es el l-a-acetilmetadol « HC1.

d) Patrones de calibracion

Para la CG, preparar soluciones madre independientes de morfina y nalorfina en
metanol en una concentracién de 1 mg/ml. De estas soluciones madre, preparar patrones
de calibracién acuosos que contengan de O a 10 pg/ml de morfina y 5 pg/ml de
nalorfina.

Para la CLAR, se preparan en metanol soluciones madre de l-a-acetilmetadol o
HCI1, DAM, MAM y morfina en una concentracién de 1 mg/ml, y se almacenan en
una refrigeradora. Se preparan patrones de calibracién diluyendo la solucién madre con
metanol-acetonitrilo (20:80, v/v).

C. Meétodos de deteccion

1. Métodos de inmunoandlisis

Se recomienda que la deteccién inicial se haga con inmunoandlisis siempre que
los laboratorios tengan acceso a tales técnicas. Se recomiendan, pues, el radioinmunoa-
nalisis, el inmunoandlisis enzimatico, el inmunoanalisis de polarizacion por fluorescen-
cia, el andlisis de inhibicién de la aglutinacién sanguinea y la inhibicién de la agluti-
nacién con latex. Los anticuerpos de los mdédulos de inmunoandlisis comerciales estdn
orientados hacia la morfina, pero pueden provocar una reaccién cruzada con otros opid-
ceos [22]. En el cuadro II.1 figura un resumen de las reactividades cruzadas correspon-
dientes a algunas pruebas comerciales.
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Cuadro II.1 Reactividades cruzadas de la morfina obtenidas con médulos de
inmunoanalisis comerciales

Reactividad cruzada (%)

Andlisis Morfina MAM M-3-G Codeina
Coat-A-Count 84 (300)** 0 (100) 1 (618) 0,1 (600)
Abuscreen-RIA 85 (300)** 15 (100) 52 (618) 198 (300)
TIAEPM - d.a.u. 86 (300)** 16 (100) 45 (618) 330 (300)
IAPF — TDx 90 (300)+* 93 (50) 64 (185) 111 (300)
Abuscreen-Ontrak 100 (300)<4 - 86 (350) 171 (175)
Abuscreen-Online 100 (300)< 97 (311) 62 (480) 134 (255)

“Reactividad cruzada aparente calculada dividiendo la concentracién aparente por la concentracién deseada y
multiplicando por 100 (la concentracion entre paréntesis, en que se determiné la reactividad cruzada, ng/ml).

"Véase Edwards [14].

“Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracion deseada (300 ng/ml) por la concentracion equivalente
a 300 ng/ml de morfina y multiplicando por 100 (equivalentes entre paréntesis, ng/ml).

“Informacién del fabricante.

2. Cromatografia en capa delgada
Técnica estdndar de CCD
En el Manual de las Naciones Unidas titulado Métodos recomendados para el en-
sayo de opio y morfina en bruto [8] figuran los detalles referentes a los materiales y

procedimientos que se emplean en la técnica estdndar de CCD, los cuales se aplican al
andlisis de extractos bioldgicos para detectar morfina.

Placas para la CCD

Revestimiento: Gel de silice activado G. También puede emplearse gel de
silice que contenga un aditivo fluorescente bajo luz ultra-
violeta, con una longitud de onda de 254 nm

Espesor de la capa: 0,25 mm
Tamafio de las placas: Placas de vidrio de 20 x 20 cm, 20 x 10 cm o0 10 x 5 cm.
El recorrido 6ptimo es de, aproximadamente, 10 cm.

Soluciones tipo
Morfina.

Codeina.

Hacer todas las soluciones tipo a una concentracién de 1 mg/ml en metanol y
aplicar 5 a 10 pl de cada solucién a la placa. Se puede emplear indistintamente una sal
o una base, ya que en las placas de CCD los compuestos siempre se comportan como
las bases libres.

Procedimiento

Con 25 y 50 ul del extracto manchar la placa (véase la seccién II. B.d.) que luego
se revela en uno de los sistemas de disolventes que figuran a continuacién.
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Disolventes para el revelado [8, 23]

Sistema A: Tolueno 45
Acetona 45
Etanol 7

Amoniaco concentrado 3

Sistema B:  Acetato de etilo 85
Metanol 10
Amoniaco concentrado 5

Visualizacion

Las placas deberdn estar secas antes de la visualizacion. Esto se puede conseguir

dejandolas secar a temperatura ambiente o, mas rdpidamente, en un horno a 120°C du-
rante 10 minutos, o utilizando un secador de aire caliente. Para un revelado adecuado
de los colores es importante eliminar de la placa todo resto de amoniaco u otras bases.
Se recomiendan los siguientes métodos de visualizacién [7, 8, 24]:

Luz ultravioleta a 254 nm.
Reactivo de Dragendorff.

Mezclar 2 g de subnitrato de bismuto (oxinitrato de bismuto), 25 ml de 4cido
acético concentrado (glacial) y 100 ml de agua para obtener la solucién A; disolver
40 g de yoduro potésico en 100 ml de agua para obtener la solucién B. Para ob-
tener el reactivo de Dragendorff, mezclar 10 ml de la solucién A, 10 ml de la so-
lucién B, 20 ml de 4cido acético concentrado (glacial) y 100 ml de agua.

Reactivo de yodoplatinato potdsico acidificado

Disolver 0,25 g de cloruro platinico y 5 g de yoduro potdsico en agua hasta com-
pletar 100 ml. Este es el reactivo de yodoplatinato potésico. Para acidificarlo se
afiaden 2 ml de 4cido clorhidrico concentrado.

Reactivo de fluorescencia [24]

i) Solucién tampén AMP: Agregar 105 mg de 2-amino-2-metil-1,3-propanediol
a 18,8 ml de 4cido clorhidrico concentrado y disolver con agua hasta obtener
1.000 ml (pH 9,3 = 0,2).

ii) Solucién de ferrocianuro potésico: Disolver 58 mg de ferrocianuro potésico en
100 ml de agua destilada y guardar en la refrigeradora. (Preparar una nueva
solucién después de una semana.)

Primeramente, observar la placa con luz ultravioleta. La morfina produce manchas

anaranjadas sobre fondo amarillo con el reactivo de Dragendorff, manchas de azul a
purpura cuando se rocia con el reactivo de yodoplatinato y es fluorescente con el reactivo
de fluorescencia bajo una luz ultravioleta.

Resultados
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Cuadro I1.2  Valores R, x 100 [8]

Sistema de revelado

Compuesto A B
Morfina 19 20
Codeina 40 35




D. Meétodos cromatograficos de confirmacion
1. Cromatografia en fase gaseosa

a) Derivacion de las muestras
Sililacion

El extracto de orina se evapora hasta que esté totalmente seco con un chorro de
nitrégeno y el residuo se deriva con 20 ul de N,O-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida
(BSTFA) o N,0-bis-trimetilsililacetamida (BSA) en una ampolla cerrada calentandolo a
85°C durante 15 minutos. Opcionalmente se puede utilizar una mezcla del reactivo de
sililacién y piridina (1:1, v/v) en lugar de los reactivos puros de sililacién. La mezcla
se inyecta directamente en el cromatdgrafo.

Si se utiliza un detector de nitrégeno-fésforo (DNF), la sililacién se puede llevar
a cabo empleando un reactivo de sililacién vol4til como la N-metil-N-trimetilsililtrifluo-
roacetamida (MTSFA) o una mezcla de hexa-metildisilasano (HMDS), el trimetilclo-
rosilano (TMCS) y la piridina. Los extractos derivados pueden evaporarse hasta que
estén totalmente secos y la muestra reconstituirse en un disolvente seco como el tolueno
antes de la inyeccion (1 a 2 pl) a la columna de CG.

Los derivados deberian prepararse poco antes del andlisis, ya que los silil derivados
no son muy estables.

Acilacion

Afadir 50 pl de anhidrido pentafluoropropionico (APFP) al extracto de orina y
calentar la mezcla durante 30 minutos a 65°C en una probeta sellada. Evaporar el exceso
de reactivo de APFP con un chorro de nitrégeno y reconstituir el residuo con 50 pl de
acetato de etilo. Los derivados son estables en el reactivo durante meses y después de
la evaporacion del reactivo durante 24 horas como minimo.

b) Técnica de la columna de relleno [8]

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de ionizacion de llama

Nota: Para lograr una mayor sensibilidad y especificidad se recomienda un detector
de nitrogeno-fosforo: los pardmetros de trabajo deben coincidir con las recomendacio-
nes del fabricante. Deberdn elegirse preparaciones de la muestra y procedimientos de
derivacion que no contengan disolventes ni reactivos con nitrogeno en la solucion final
que se inyecta en el cromatografo.

Columna: 2mx2a4mmdeD.I
Relleno: a) Dimetil silicona (SE-30, OV-1)
b) Fenilmetil silicona, 50% fenilo (OV-17)
Gas portador: Nitrégeno a 70 ml/min
Temperaturas de
trabajo: Inyector: 275°C

Horno: 230°C
Detector: 275°C
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Nota: Es preciso preparar todas las columnas de relleno antes de utilizarlas. Normalmente
la temperatura de acondicionamiento debe ser por lo menos 30°C superior a la temperatura
en que deberd hacerse el andlisis, salvo que ésta supere la temperatura mdxima de trabajo
de la columna especificada por el fabricante. En este caso deberd utilizarse un margen de
diferencia menor y extenderse considerablemente el periodo de acondicionamiento. Gene-
ralmente las columnas se acondicionan durante la noche, o por un minimo de 15 horas.

El acondicionamiento se efectiia con el flujo normal de gas portador y con la
columna desconectada del detector.

Nota:
e Silanizar las columnas de vidrio con frecuencia para evitar la adsorcion de
morfina durante las determinaciones de la CG;

e Limpiar el orificio de inyeccion y el detector con regularidad para evitar la
descomposicion de las muestras y la pérdida de sensibilidad del detector;

*  Manipular con cuidado los agentes silanizantes porque son muy reactivos y
sensibles a la humedad.

c) Técnica de la columna Megabore

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de ionizacion de llama
Columna: Silice fundida, 10 m x 0,53 mm de D.I. con 2,6 um quimi-
camente ligado con dimetil silicona en fase estacionaria, es
decir, OV-1
Gas portador: Helio a 25 ml/min
Temperaturas de
trabajo: Inyector: 280°C

Horno 260°C
Detector: 300°C

Nota: En el Manual de las Naciones Unidas titulado Métodos recomendados para el
ensayo de opio y morfina en bruto [8] también se describe una técnica apropiada de co-
lumna capilar. Las dimensiones de la columna capilar, la fase estacionaria, el espesor de
la fase, el gas portador y el caudal utilizados pueden variar de los citados anteriormente,
segiin su disponibilidad. Sin embargo, se recomienda el uso de una columna no polar, que
es de aplicacion general para el andlisis de muestras biologicas. Las condiciones dptimas
de trabajo para el sistema se seleccionardn segiin las recomendaciones del proveedor.

2. Cromatografia en fase gaseosa — espectrometria de masas

a) Andlisis cualitativo

Condiciones de trabajo

Columna: Silice fundida, 25 m x 0,31 mm de D.I. con 0,17 pm de
fenilmetil silicona en fase estacionaria cruzada al 5%
Gas portador: Helio a 1,8 ml/min
Temperaturas de
trabajo: Inyector: 280°C
Horno: 230°C
Ionizacién: Modo IE a 75 eV
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Los principales iones en los espectros de masas de los derivados de la morfina y
la trimetilsilil nalorfina utilizados para seleccionar el monitoreo de iones en una espec-
trometria de masas figuran en el cuadro II.3.

Cuadro I1.36 Principales iones en los espectros de masas de la morfina, la MAM,
la codeina y los patrones internos (derivados de TMS y TFA - SIM)

Compuesto Principales fragmentos ionicos m/z
Morfina-diTMS 414, 429
Nalorfina-diTMS 441, 455
Morfina-diTFA 364, 477
d_?—morﬁna—diTFA 367, 480

MAM-TFA 311, 364, 423
d,-MAM-TFA 367, 426
Codeina-TFA 282, 395
d,-codeina-TFA 285, 398

b) Andlisis cuantitativo [25]

Condiciones de trabajo

Columna: Silice fundida, 12 m x 0,2 mm de D.I. con 0,33 um de
dimetilpolisiloxano en fase estacionaria cruzada al 100%
Gas portador: Helio a 1,9 ml/min
Temperaturas de  Inyector: 250°C
trabajo: Horno: 150 a 300°C a 12°C/min
Técnica de
inyeccion: “Splitless”
Ionizacion: Modo IE a 75 eV
Iones: Derivados de MSI, TFA (véase el cuadro II.3)
Cuantificacion

Calibracién de un punto utilizando los coeficientes idnicos de los analitos y sus
correspondientes patrones internos deuterados. Codeina 395/398; morfina 364/367;
MAM 423/426.

Extraccion

Se ajusta 1 ml de orina a pH 7,0 agregando 3 ml de solucién tampén pH 7,00.
Se afiade una solucién de mg/ml de d,-codeina, d -morfina y d-MAM y se somete a
rotacion acelerada la mezcla. La orina se pasa a través de una columna de extraccion
en fase sélida (Bond-Elut Certify) acondicionada previamente con 3 ml de metanol y
3 ml de agua destilada. La columna se lava alternativamente con 3 ml de agua, 3 ml
de solucion tampén de 0,1 M de acetato sodico (pH 4,5) y 3 ml de metanol. Después
de secarse la columna (al vacio, 1 a 2 minutos), los analitos se eluyen con 3 ml de
diclorometano-isopropanol-amoniaco concentrado (80:20:2) (recién preparada).

Derivacion

Derivados de TFA: El residuo del eluyente evaporado (N, 50 a 60°C) se reconsti-
tuye con 200 ul de cloroformo y 100 ul de anhidrido trifluoroacético (ATFA), se somete
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a rotacion acelerada y se calienta a 70°C durante 15 minutos. Después de enfriarse y
evaporarse a sequedad (N,, 50 a 60°C), el residuo se vuelve a disolver en 100 ml de
cloroformo y se inyecta una alicuota de 2 pl en la CG/EM.

3. Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento

Se han publicado diversos métodos para el andlisis de la morfina mediante la
CLAR. Se han empleado diversas técnicas de deteccion, como la absorcion y fluores-
cencia UV. Algunos de ellos tienen la desventaja de acusar poca sensibilidad o requerir
una preparacion tediosa de la muestra. La deteccion electroquimica brinda una opcién
sensible y prictica. A continuacién se describen dos métodos.

Condiciones de trabajo

Método A [16]

Columna: Silice (LiChrosorb Si-60 o equivalente), 5 um, 30 cm x 4 mm de
D.IL

Fase movil: Acetonitrilo-metanol-solucion-A-solucion B (75:25:0,04:0,216,
vIVIVIV)

Solucién A: Mezclar amoniaco concentrado y metanol (1:2, v/v)
Solucién B: Mezclar dcido acético glacial y metanol (1:1, v/v)
Caudal: 1,3 ml/min
Deteccion: UV a 218 nm

Método B [26, 27]

Columna: Columna en fase invertida de octadecilsilice, 5 pm, 25 cm x 4,6
mm de D.I.
Fase movil: 100 ml de acetonitrilo y 900 ml de solucién tampén de 0,2 M de

perclorato s6dico/0,005 M de citrato sédico (filtrar a través de un
filtro de membrana de 0,5 um antes de utilizarse)

Caudal: 1,9 ml/min

Deteccion: Deteccion electroquimica, electrodo de carbén vitreo

Nota: La determinacion de morfina-3-O-glucuronido (M-3-G) y morfina-6-0-glucuro-
nido (M-6-G) en la orina con CLAR y la deteccion electroquimica o UV se mencionan
en otros lugares [28, 29].

E. Analisis por CG/EM de monoacetilmorfina como indicador
del consumo de heroina

Se dispone de diversos métodos para la deteccion y la determinacion cuantitativa
de los nanogramos de O°-monoacetilmorfina (MAM) contenidos en las muestras de
orina de los heroindmanos. Segiin un método [30], la deteccion de MAM se basa en
la extraccién en fase sélida de la orina con un pH alcalino, mediante una columna de
octadecilo, y la transformacién subsiguiente en el derivado pentafluoropropionil (PFP).
El pentafluoropropionato de monoacetilmorfina se separa y se identifica por la CG/EM
con el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM) utilizando nalorfina o d,-morfina
como patrones internos. En la seccién I1.D.2 se describe otro método de CG/EM [25]
en que se emplean derivados de TFA y el SIM. Una identificacién positiva de MAM
puede servir para distinguir entre el consumo de heroina (0 MAM) y el uso indebido
de morfina, codeina, opio o semillas de adormidera.
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1. Preparacion de la muestra y derivacion

Nota: No hay que hidrolizar las muestras de orina antes de este andlisis porque tanto
la hidrdlisis dcida como la enzimdtica pueden provocar la hidrélisis de MAM a
morfina.

Agregar 1 ml de solucién tampén (pH 9) a 10 ml de orina en un tubo centrifugo
de 25 ml. Verificar que el pH sea de 8 a 9. Utilizar una columna de extraccién en
fase sélida C-18 que se acondiciona lavandola alternativamente con 5 ml de me-
tanol y 5 ml de agua destilada. Pasar la muestra de orina por la columna.

Lavar la columna dos veces con agua destilada. Agregar una gota de amoniaco
concentrado, luego lavar nuevamente la columna con agua destilada. Secar la co-
lumna haciendo pasar aire por ella (5 minutos). Recuperar MAM y morfina por
elusion doble de la columna con 0,75 ml de diclorometano-acetona (1:1, v/v).
Evaporar la elucién en un tubo de ensayo de 2 ml a 60°C. Disolver el residuo en
100 ul de diclorometano-acetona (1:1, v/v) y transvasar la solucién a un tubo de
1,5 ml. Evaporarlo con un chorro suave de nitrégeno a 65°C.

Agregar 50 pl de anhidrido pentafluoropropiénico (APFP). Mantener la mezcla
durante 30 minutos a 65°C en una probeta sellada. Evaporar el exceso del reactivo
de APFP con un chorro de nitrégeno. Reconstituir el residuo con 50 ul de acetato
de etilo. Inyectar 1 pl en la CG/EM.

Otra técnica posible, en que se utiliza una extracciéon por disolvente simple, se
describe en otros lugares [31].

2. Condiciones de trabajo

Se aplican las condiciones especificadas anteriormente (véase la seccion 11.D.2.
Para detectar los derivados PFP de la morfina, codeina y MAM, se controlan los si-
guientes iones: m/z 361, 414, 445, 473 y 577. El i6n a m/z 603 se utiliza para el patrén
interno.

F. Interpretacion de los resultados

El resultado positivo del inmunoandlisis inicial de deteccion denota la presencia
de un opidceo en la orina a un nivel superior o igual al nivel limite, presencia que debera
confirmarse por un método que sea sensible pero mds especifico que el andlisis inicial.
La retencién de opidceos en el cuerpo y las concentraciones reales de la droga en la
orina dependen de factores tales como el metabolismo de la droga, la condicién fisica
del sujeto, la cantidad del liquido ingerido y la forma de administracién. En general,
al usar el método citado los opidceos pueden detectarse en la orina durante un plazo
maximo de tres dias.

La heroina, el opio, la codeina y la propia morfina, por seguir la misma ruta me-
tabdlica, pueden ser fuentes de morfina y de morfina-3-glucurénido en la orina. Ademds,
otros opidceos, como la etilmorfina, la folcodina y la nicomorfina, también pueden ser
fuentes de morfina [18]. Por lo tanto, la presencia de morfina en la orina no indica en
si cudl ha sido el opidceo consumido.

Si tras los resultados analiticos se suscitan dudas sobre la fuente de la morfina, el
andlisis de detecciéon o cuantitativo del compuesto originario, o ambos, asi como la
modalidad de excrecién de otros metabolitos principales pueden dar una informacién
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mds precisa sobre la droga ingerida. Por ejemplo, la deteccion de MAM puede consi-
derarse como prueba del consumo de heroina [19, 30, 32].

En el caso de la codeina, si bien el tema sigue siendo hasta cierto punto polémico,
generalmente se acepta que si la relacién entre el total de codeina y el total de morfina
es inferior a 0,5 y la concentracién total de morfina en la orina es superior a 200 ng/ml,
puede excluirse la codeina como fuente de la morfina presente [33, 34].
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lll. Métodos recomendados para
la deteccidn y el analisis de
cannabinoides en
especimenes biolégicos

A. Tipos comunes de productos de cannabis [9]
1. Productos herbdceos (marihuana)

El cannabis (Cannabis sativa L.) es una planta muy comun en todas las zonas
templadas y tropicales del mundo, y la mayoria de los paises han informado del cultivo
y trafico ilicitos de sus productos herbaceos. El cultivo ilicito en gran escala de esta
planta para elaborar productos de hierba de cannabis tiene lugar en América del Norte
y del Sur, en el Caribe, Africa y el Asia sudoriental. La presentaciéon de la materia
herbécea en el tréfico ilicito varia no solo de una a otra regién, sino también dentro de
los paises de cada region.

Se cree tradicionalmente que sélo los dpices floridos y con fruto y las hojas de la
planta de cannabis contienen cantidades importantes de los constituyentes sicoactivos
(por ejemplo, tetrahidrocannabinol); se las conoce como las “partes que contienen dro-
ga”, y generalmente son sélo estas partes las que se venden en el trafico ilicito. Dichas
partes pueden ser arrancadas de la planta y ésta seguird creciendo. El tallo central y los
tallos laterales principales de la planta no se arrancan ni sirven para nada en la fabri-
cacién de productos ilicitos de cannabis. Otra posibilidad es tomar toda la planta, cor-
tando el tallo principal por debajo de los tallos laterales mds bajos que lleven hojas. La
materia herbacea separada, o las plantas enteras, se dejan secar al aire, generalmente
esparciéndolas en el suelo o, si se trata de una cantidad relativamente pequefia, ponién-
dolas en bandejas poco profundas. Las plantas enteras pueden secarse suspendiéndolas
invertidas y, una vez ya secas, las partes de la planta que contienen la droga se separan
del tallo central y de los tallos laterales principales. Segiin sea el proceso posterior
aplicado a la materia seca, la hierba puede presentarse de muy diversos modos. Las
partes separadas pueden ser fuertemente comprimidas para formar bloques de materia
herbacea (el cannabis de Africa occidental y del Caribe se comercia frecuentemente de
esta forma). Otra posibilidad es dejar el cannabis como materia herbacea suelta (muestras
procedentes de algunos paises del Africa central y meridional y de paises del Asia su-
doccidental y sudoriental suelen presentarse de esta forma). Una presentaciéon menos
comun es cuando la materia herbacea se enrolla en forma de “mazorca de maiz” y se
envuelve con una fibra vegetal burda (Africa central y meridional).

Si para el trifico ha de obtenerse un producto de alta calidad, se utilizan inicamente
los apices floridos y con fruto. La mayor parte de las veces se preparan en barritas; a
menudo las inflorescencias se atan con un cordel alrededor de una cafia central de
bambu. Esas barritas pesan unos dos gramos (brutos), tienen aproximadamente ocho
centimetros de largo y se conocen en el tréifico ilicito como “barritas de Buda” (Asia
sudoriental). Con frecuencia, cuando son incautadas en el trafico ilicito, se encuentran
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en haces de hasta 20 unidades. Otra posibilidad es que los dpices floridos y con fruto
se dispongan formando un rollo pequefio forrado en papel de estraza (Sudéfrica). Estos
rollos son considerablemente menores que los del Asia sudoriental. Normalmente hay
menos de 0,5 gramos de cannabis por rollo y apenas llevan semillas.

Puede elaborarse un producto de alta calidad pasando la hierba de cannabis por un
cedazo para eliminar aquellas partes de la planta que contienen niveles relativamente bajos
de cannabinoides, o no los contienen en absoluto. Esencialmente, esto elimina las semillas
y casi todas las partes menos valiosas del tallo. Todo lo que pasa por el cedazo se ha
obtenido de los apices floridos o con fruto, o de las hojas de cannabis. Tiene el aspecto
de materia herbdcea cortada finamente. En el trafico ilicito se denomina “kif”. Es un
producto caracteristico del norte de Africa. Esa materia tiene un alto contenido en resina
de cannabis y puede comprimirse en tabletas que tienen cierta semejanza fisica con las
tabletas de resina de cannabis hechas en la misma regién. Sin embargo, cuando se someten
a examen microscépico, se ve que han conservado caracteristicas esencialmente herbaceas.
Esta materia, ya sea suelta o comprimida en tabletas pequefias, tiene el mismo perfil de
cannabinoides que las tabletas de resina de cannabis hechas en la misma regién.

Otro producto de alta calidad es la sinsemilla. La sinsemilla se produce retirando las
plantas masculinas de cannabis de las inmediaciones de las plantas femeninas de cannabis,
antes de que la planta masculina haya liberado su polen. Las plantas femeninas no llegan
nunca a ser fertilizadas y, en consecuencia, no producen semillas. Quienes participan en
el cultivo ilicito de cannabis afirman que las partes de tales plantas que contienen resina
contienen también una mayor concentracion de productos quimicos sicoactivos (por ejem-
plo, THC) que las plantas femeninas ordinarias que se han dejado fertilizar en la forma
normal. El andlisis forense corroboraria esta afirmacion. Se comprueba que la sinsemilla
contiene niveles superiores de cannabinoides, especialmente THC.

Cabe seflalar que la supresion de las plantas masculinas del entorno de las plantas
femeninas antes de que haya ocurrido la fertilizacién se ha practicado durante muchos
afios, por ejemplo, en el subcontinente indio. Se sabia que de lo contrario, las plantas
femeninas granarian y se obtendria una cosecha muy baja de “ganja”. Sin embargo,
invariablemente en ese material estaban presentes unas pocas inflorescencias con semi-
llas. Esto puede haber ocurrido porque el cannabis no es totalmente una planta dioica.
En cualquier campo extenso de plantas de cannabis algunas seran monoicas, esto es,
que tienen tanto flores masculinas como femeninas.

La sinsemilla sigue siendo un producto cultivado sélo en América, si bien en otros
lugares se han efectuado también incautaciones de sinsemilla. Sin embargo, el material
incautado en estos casos habfa sido cultivado en América.

2. Productos de resina (hachis)

La produccién de resina de cannabis se concentra principalmente en dos regiones
del mundo. Los paises situados alrededor de la parte meridional y oriental del Medite-
rrdneo constituyen una de esas regiones y los del subcontinente indio la otra. En ambas
regiones se han utilizdo diversos procedimientos para fabricar resina de cannabis. No
obstante, en general, los paises de una misma regién utilizan técnicas andlogas. Esto
tiene como consecuencia que hay dos “familias” de resina de cannabis. Los paises de
la zona meridional y oriental del Mediterrdneo elaboran un grupo de productos de resina
de cannabis y los paises del subcontinente indio fabrican un segundo grupo de productos.
Sin embargo, en ambas regiones existe cierta semejanza en los métodos utilizados para
fabricar resina de cannabis; por ejemplo, en ambas regiones hay métodos en los que el
cernido es parte importante del procedimiento.

La resina de un determinado pais de cualquiera de estas regiones mostrard mucha
mds semejanza fisica con la de otro pais de la misma regién, que con una resina
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procedente de la otra region. (Puede haber diferencias importantes en el perfil de can-
nabinoides de las resinas de una misma region.)

a) Resina de cannabis de los paises del Mediterrdneo

La materia herbdcea se bate, a menudo contra una pared. Este proceso es para se-
parar las partes de la planta que producen resina de las que no la producen y, en con-
secuencia, son bajas en componentes sicoactivos. Las particulas de resina, las de hojas,
asi como las semillas de cannabis, se separan de las partes mds fibrosas de la planta.
Estas tdltimas se desechan. Después, el material se cierne (las semillas y las partes fi-
brosas menores se eliminan). El producto que queda tiene ahora un mayor contenido
de resina. En esta etapa las caracteristicas herbiaceas macroscépicas quedan practica-
mente destruidas, pero microscépicamente el material presenta ain muchos rasgos her-
baceos. Fisicamente se asemeja a un polvo fino y en esta etapa se comprime en tabletas.
En algunos paises (Mediterrdneo oriental) antes de comprimirla, la materia se coloca
en bolsas de tela; en otros paises (Africa septentrional) antes de la compresion se en-
vuelve en celulosa. En una zona (Mediterraneo nororiental) el material circula ocasio-
nalmente en forma de polvo fino sin haber sido transformado en tabletas.

b) Resina de cannabis del subcontinente indio

En los paises del subcontinente indio se utiliza un método diferente para producir
la resina de cannabis. Los dpices floridos y con fruto de las plantas de cannabis que se
cultivan en los paises del subcontinente indio contienen altos niveles de resina, hasta
el extremo de que ello hace que estas partes de la planta sean pegajosas al tacto. Cuando
estos dpices de las plantas se frotan entre las palmas de las manos, la resina queda
adherida a éstas.

En consecuencia, la produccion de resina de cannabis en los paises del subconti-
nente indio se basa en un proceso de frotamiento o amasadura, y no en uno de batido.
Para ello pueden utilizarse diversos métodos. Los que a continuacién se describen pue-
den considerarse como representativos del proceso.

El frotamiento entre las palmas de las manos de las partes de la planta de cannabis
que contienen la resina supone un método lento y laborioso. A medida que el material
se frota se va adhiriendo a las palmas de las manos una capa delgada de resina de
cannabis. Una vez extraida toda la resina mediante frotamiento, la planta se tira (puede
utilizarse como producto de calidad inferior, haciéndose con ella, por ejemplo, una in-
fusién similar al té). La resina que se ha adherido a las palmas de las manos se quita
raspandola con el filo de un instrumento metdlico, y puede depositarse en un cuenco.
Entonces otro montén de cannabis se somete al mismo proceso de frotamiento. Poco a
poco va aumentando la resina de cannabis depositada en el cuenco. Una cantidad ade-
cuada de resina se saca del cuenco y se comprime o se enrolla en forma de tabletas,
barritas, bolas o en la forma preferida en cada localidad.

Otro método es frotar los dpices floridos y con fruto del cannabis contra una hoja
de goma. La resina de cannabis pasa a la hoja de goma y de ésta puede rasparse y re-
cogerse en cantidades adecuadas para producir tabletas. Este método puede variarlo la
persona que cosecha la resina de cannabis, quien puede llevar consigo una hoja de
goma, cuero o un tejido similar, mientras recorre el campo de plantas de cannabis. La
resina se acumula en la hoja de goma a medida que se frotan los dpices floridos y con
fruto de las plantas y, cuando se ha recogido suficiente, la hoja de goma puede rasparse
hasta que quede limpia. Seguidamente se producen las tabletas, y se aplica el proceso
descrito anteriormente.

Los dpices floridos y con fruto pueden recolectarse de forma semejante a la utilizada
en la produccion de hierba de cannabis. Después se dejan secar y se rompen y trituran
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entre las manos dando un polvo grueso. Este polvo se pasa entonces a través de cedazos
para que alcancen una fineza similar a la que se obtiene en el Mediterrdneo. EI polvo
fino, que es todavia verde, se almacena en sacos de cuero durante cuatro a cinco meses
hasta que el clima vuelva a ser cdlido. El polvo se expone al sol por corto tiempo, sufi-
ciente para que la resina se derrita. El polvo se vuelve a poner en los sacos de cuero al-
gunos dias, después de lo cual se saca y se moldea bien con varillas de madera, de modo
que una cierta cantidad de materia aceitosa aparezca en la superficie. El amasamiento
continda hasta que se produce un material adecuado para su compresion en tabletas.

Por dltimo, en algunas localidades del subcontinente indio se utiliza un método
fundamentalmente diferente. En lo que a cantidad se refiere, en esta forma se produce
poca resina de cannabis. La materia vegetal, separada de los tallos principales, se sumerge
en agua hirviendo. Esto separa la resina de los dpices floridos y con fruto (comparese el
modo en que, al hervirse la carne, las grasas animales se separan de ella). El cannabis a
la que ya le ha sido extraida la resina se desecha (puede utilizarse para fines culinarios)
y cuando el liquido obtenido en la extraccion se enfria, se forma en la superficie una capa
de resina solidificada. A ésta se le da forma de tabletas o cualquier otra forma que se
desee. El problema con este método es que se introduce agua en la resina. En consecuencia,
a menudo las tabletas de resina se enmohecen con el tiempo.

3. Cannabis liquido (aceite de hachis)

El cannabis liquido es un extracto liquido obtenido de la hierba de cannabis o de la
resina de cannabis; a menudo el extracto se concentra antes de ser objeto de trafico. El
cannabis liquido se extrae para concentrar los ingredientes sicoactivos (por ejemplo, THC).
De esta forma, el traficante puede burlar méas facilmente la ley, pues puede ocultar mas
material sicoactivo en un envase mds pequefio. Otra ventaja es que el traficante puede
introducir el cannabis liquido en un envase que no podria contener ficilmente hierba o
resina de cannabis. Ademds, es facil cerrar herméticamente el recipiente de cannabis
liquido, con lo que se evita la posibilidad de que se detecte por el olor que desprende.

El cannabis liquido, tanto si procede de la hierba como de la resina de cannabis,
se prepara mediante un procedimiento semejante al que se emplea para filtrar el café.
Ese procedimiento puede compararse también con el de la extraccion en un aparato de
soxhlet que se efectia en los laboratorios quimicos para obtener sustancias quimicas de
materiales solidos y en el cual el disolvente empleado en la extraccién refluye
continuamente.

B. Descripcion de los productos ilicitos de cannabis
1. Nombres y sinonimos de los productos ilicitos de cannabis

Se emplean tantos sindnimos para los distintos productos ilicitos de cannabis que
no es posible enumerarlos todos en este manual. Remitimos al lector a la publicacion
de las Naciones Unidas que trata de este tema y que lleva por titulo Diccionario mul-
tilingiie de los estupefacientes y de las sustancias sicotropicas sometidos a fiscalizacion
internacional (ST/NAR/1).

2. Apariencia fisica y caracteristicas quimicas de los productos ilicitos
de cannabis

Hay que destacar que no existen dos productos de cannabis que tengan exactamente
la misma apariencia. Como se obtienen a partir de un producto natural de caracteristicas
mudables, mediante un proceso discontinuo que puede variar considerablemente, y pos-
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teriormente se elaboran y transforman para traficar con ellos, no es sorprendente que
los productos de cannabis se presenten en formas tan diversas. En este documento sélo
se describen algunos productos seleccionados que son, por otro lado, los mas comunes.
Naturalmente, el hecho de que un producto sometido a un examen forense no se parezca
en nada a ninguno de los tipos aqui descritos no significa que no sea cannabis o un
producto que contenga cannabis.

a) Productos herbdceos (marihuana)
Cannabis cultivado en climas templados

El cannabis que se cultiva en Europa, en América del Norte y en las partes meri-
dionales del hemisferio sur es de un verde intenso cuando estd en pie; una vez cosechada,
algunas muestras pierden su color verde y se vuelven amarillas, pero raras veces de
color pardo. Por lo general, los dpices floridos y con frutos no contienen resina y, con-
trariamente a lo que sucede con la hierba de cannabis procedente del subcontinente indio,
no son pegajosas cuando se comprimen en la palma de la mano. Por esa misma razén
es dificil comprimir en tabletas este material como se hace ficilmente, por ejemplo,
con el cannabis del Africa occidental. Contiene invariablemnente semillas. El cannabis
europea tendrd un mayor contenido de hojas que el cannabis norteamericano, en la que
predominan los édpices floridos y con fruto.

Caracteristicas quimicas: muy variables, porque las semillas se han importado, a menudo
de forma ilicita, de muchas regiones diferentes donde el cannabis crece silvestre. Se
pueden encontrar perfiles de cannabinoides diferentes, con o sin CBD y THV.

Cannabis cultivado en climas tropicales

Cannabis del Africa septentrional

Raras veces se trafica con ella fuera de la region; es una hierba de un verde claro
o amarillento finamente picada que no contiene semillas ni materia fibrosa.

Caracteristicas quimicas: idénticas a las de la resina que se produce en la region, es
decir, escasa proporcién de THV y de CBD con relacién al THC.

Cannabis del Africa occidental y del Caribe

Cuando estd en pie la planta es verde; al cosecharla y secarla se vuelve de color
pardo. Algunas muestras conservan su color verde. Por lo general, el cannabis del Caribe
conserva mds su color verde que la del Africa occidental. Es raro encontrar una muestra
seca de cannabis del Africa occidental que no sea parda. Aparte del color, ambos tipos
de cannabis son fisica y quimicamente muy similares. En algunas muestras de cannabis
del Africa occidental se observa que los dpices floridos y con fruto han quedado des-
truidos en el proceso de elaboracién, y en la masa comprimida de materia herbacea
pueden verse muchas semillas de color pardo oscuro.

Hasta hace pocos afios el cannabis del Caribe era de baja calidad y contenia muchos
tallos, que apenas tienen componentes sicoactivos o carecen de ellos. Ultimamente se
ha intentado producir sinsemilla; todavia no se ha encontrado ninguna muestra total-
mente desprovista de semillas, pero en las aprehensiones ha disminuido considerable-
mente la cantidad de material que no contiene sustancias sicoactivas, y los dpices floridos
y con fruto de esas aprehensiones son comparables a las que se encuentran en la sin-
semilla norteamericana.

Caracteristicas quimicas: ninguno de esos dos tipos contiene CBD y en ambos la relacién
THV/THC es baja.
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Cannabis del Africa central

La mayoria de las muestras son similares al cannabis del Africa occidental, pero
unas pocas se asemejan al cannabis que se produce en la parte meridional de Africa.

Caracteristicas quimicas: muestras pardas similares al cannabis del Africa occidental en
perfil de cannabinoides: muestras verdes similares al cannabis del Africa meridional en
perfil de cannabinoides.

Cannabis del Africa meridional

Una vez seco y preparado para el trafico, este material se asemeja por lo general
al cannabis que crece en zonas templadas. Es mucho mds verde y contiene una propor-
ciéon mayor de hojas que el cannabis del Africa occidental.

Caracteristicas quimicas: no contienen CBD. Aparecen THV y THC en cantidades
aproximadamente iguales.

Cannabis de América del Sur

Es semejante al cannabis del Caribe; la calidad de las muestras varia considera-
blemente, desde los productos que contienen una gran proporcién de material fibroso
sin sustancias sicoactivas hasta los productos del tipo de la sinsemilla, que constan
unicamente de dpices floridos y con fruto.

Caracteristicas quimicas: similares a las el Caribe. En ocasiones la muestra contiene
una cantidad reducida de CBD.

Cannabis del subcontinente indio

Tres son los tipos que pueden ser objeto de trafico: 1) los dpices pardos floridos
y con fruto con alto contenido de resina y pegajosos al comprimirlos en la palma de
la mano; 2) la materia de color pardo verdoso oscuro semejante a algunas muestras
procedentes del Africa occidental; 3) la materia verde, con gran cantidad de hojas,
desprovista de dpices floridos y con fruto.

Caracteristicas quimicas: el tipo 1) contiene CBD vy, aproximadamente, la misma
cantidad de THC y THYV; el tipo 2) se parece al cannabis del Africa occidental; el tipo
3) es semejante al tipo 1) pero con bajo contenido de cannabinoides.

Cannabis del Asia sudoriental

“Barritas de Buda” — véase la seccion II1.A.1

Caracteristicas quimicas: Normalmente sélo contienen THC, nada de CBD y cantidades
despreciables de THV.

b) Productos de resina de cannabis

Resina de cannabis del Africa septentrional

Tabletas rectangulares delgadas de color pardo amarillento, envueltas en celofan
que raras veces llevan alguna marca. De vez en cuando llevan la sefial impresa de una
moneda.

Producto recientemente introducido que, superficialmente, es semejante a la resina
de cannabis procedente del subcontinente indio. Es casi negra en la superficie, y por
dentro mucho més oscura que las tabletas de color pardo amarillento. Se presenta en
forma de pastillas de jabon de tocador que van envueltas en celofan. No presenta sefiales
pero algunas muestras llevan la marca de una moneda.
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Caracteristicas quimicas: Por lo general, baja proporciéon de CBD en relacién con el
THC, y THV en cantidades muy pequefias. El contenido de 4cidos cannabinoides varfa
de unas incautaciones a otras.

Resina de cannabis del Mediterrdneo oriental

Parda rojiza y en polvo. Su trifico se realiza siempre en bolsas de tela, que hasta
hace pocos afios eran siempre blancas, pero que, de vez en cuando, llevaban una marca
impresa con tinta. Actualmente las bolsas de tela son a veces de colores vivos, con o
sin marcas de tinta. Las tabletas pesan hasta 0,5 kilogramos y algunas veces un Kkilo.
Cuando se desenvuelve, la resina lleva impresa la huella de Ia tela.

Caracteristicas quimicas: Presencia de CBD en cantidades mayores que en cualquier
otro producto de resina de cannabis. Muy poco contenido de THV. También contiene
dcidos, principalmente CBDA, en mayor proporciéon que cualquier otro producto de re-
sina de cannabis.

Resina de cannabis del Mediterrdneo nororiental

Polvo verdoso parduzco o (rara vez) en forma de pequefias obleas delgadas de
materia quebradiza envueltas en celoféan.

Caracteristicas quimicas: mucho menos CBD que THC. Bajo contenido de THV. Gran-
des cantidades de 4cidos.

Resina de cannabis del subcontinente indio

Se fabrica una gran variedad de productos. En cantidad predominan sobre todos
los demds tipos las tabletas rectangulares, negras en su superficie y de color verde oscuro
por dentro, originarias de la parte noroccidental del subcontinente. Estas tabletas, que
suelen llevar en la superficie una marca grabada en relieve, se envuelven a menudo en
celofdn oscuro antes de traficar con ellas. Algunas tabletas son cuadradas. El espesor
de las tabletas varia de 5 mm a 20 mm; son olorosas y flexibles cuando estin recién
hechas. Con el tiempo pierden el olor y se vuelven quebradizas. La tableta tipica pesa
250 gr, 500 gr o un kilo, pero a veces se encuentran pesos mayores. Las tabletas pro-
cedentes de la parte septentrional del subcontinente indio suelen ser mohosas y se
deshacen facilmente.

Otros productos de resina de cannabis procedentes del subcontinente indio son las ba-
rritas, con frecuencia en haces, las bolitas (de 1 cm de didmetro), las bolas grandes (de 8
cm de didmetro) y trozos de resina de formas irregulares. Todos estos productos son de color
pardo oscuro o negro en su superficie y verde oscuro o castafio oscuro en su interior.

Caracteristicas quimicas: varian tanto como las caracteristicas fisicas. Generalmente, el
contenido de 4cido cannabinoide es inferior al de la resina de cannabis del Mediterraneo.
El contenido de cannabidiol de la variedad en tabletas es inferior al de la resina del
Mediterraneo oriental, pero superior al de la resina del Africa septentrional; puede ser
bajisimo o nulo en algunos otros tipos. Generalmente, el contenido de THV es bajo,
pero algunos tipos contienen mds THC que cualquier otra resina de cannabis, por lo
que alcanzan precios mds altos cuando se venden en el trifico ilicito.

¢) Cannabis liquido (aceite de hachis)

El cannabis liquido es un aceite viscoso oscuro de olor caracteristico. Cuando se diluye
en disolventes orgdnicos, se convierte en una solucién de color verde o pardo. El color no
indica necesariamente su origen, pues en €l pueden influir la madurez de la materia de la
planta y el disolvente que se use para preparar el cannabis liquido. Generalmente, el cannabis
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liquido, que al diluirse produce una solucién de color verde, se ha hecho de cannabis her-
béceo, y el cannabis liquido, que al diluirse produce una solucién de color castafio se ha
hecho de resina de cannabis. El cannabis liquido no puede diluirse en agua; si se afiade
agua al cannabis liquido diluido en etanol, por ejemplo, se forma una emulsion.

Hay cannabis liquido que no estd concentrado antes de ser objeto de tréfico; este
producto tiene la consistencia (y a menudo el olor) de un disolvente orgdnico y puede
ser de color verde o pardo.

Caracteristicas quimicas: el perfil de cannabinoides es, con una importante diferencia,
similar al de cannabis o al de la resina de cannabis de la que se haya hecho el cannabis
liquido. La diferencia radica en que el cannabis liquido carece de dcidos cannabinoides.
Las principales regiones productoras de cannabis liquido son los paises productores de
resina del Mediterrdneo y del subcontinente indio, y las zonas del Caribe productoras
de cannabis herbaceo. Los perfiles de cannabinoides neutrales del cannabis liquido
procedente de estas regiones se asemejan a los de la resina o los productos herbaceos
de las mismas regiones. Sin embargo, los cannabinoides forman una proporcién mucho
mds elevada de esa materia.

Niveles tipicos de THC en los tres productos ilicitos derivados de cannabis:

Cannabis herbaceo: 0,5% a 5%
Resina de cannabis: 2 % a 10%
Cannabis liquido: 10% a 30%

Cabe observar que estos valores sirven sélo de indicacion en cuanto a los niveles que
probablemente va a hallar el analista forense. Muchas muestras de hierba, resina o
cannabis liquido tendrdn un contenido de THC fuera de estos limites.

Ademads de los cannabinoides neutros, la materia de cannabis aprehendida puede
contener asimismo, en proporciones muy diferentes, los correspondientes dcidos canna-
binoides. Aunque no parece existir una relacioén sistemadtica entre el origen del material
y el contenido real de acidos cannabinoides y la composicion de éstos, es posible que
se pida al quimico forense, segin la legislacion nacional, que demuestre, por separado,
la presencia o determine el contenido de estos dcidos en la muestra sometida a examen,
o0 ambas cosas.

Asimismo, se hace referencia a varios manuales y memorias recapitulativas en los
que se examina a fondo la quimica de los cannabinoides [35 a 37].

El cannabis contiene una compleja mezcla de determinados productos quimicos
especificos denominados cannabinoides. Cuatro de los elementos principales que los
componen son los siguientes:

A-9-tetrahidrocannabinol (THC)
Cannabinol (CBN)

Cannabidiol (CBD)
Cannabicromeno (CBC)

El THC es el principal cannabinoide que produce la mayoria de los efectos sico-
16gicos caracteristicos de los productos de cannabis. Por consiguiente, es el tnico can-
nabinoide de interés en el presente contexto.

3. Vias de administracion, metabolismo y excrecion del THC [38, 39]
La forma mas difundida de usar indebidamente el cannabis es fumarla. Ocasional-
mente puede haber casos de uso indebido por ingestién. El THC se metaboliza exten-

samente en el cuerpo humano, por ello en la orina se recupera menos del 1% de THC
inalterado. Cuando se fuma marihuana, el metabolismo se inicia en el pulmén, en tanto
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que si ésta se ingiere, el metabolismo tiene lugar en el higado. En la figura III.1 se
resume la ruta metabdlica del THC.

Setenta y dos horas después de haber fumado se excreta (como metabolito) aproxi-
madamente el 50% del THC inhalado y el 50% restante se distribuye por todo el cuerpo,
el cual lo absorbe en su mayor parte por los tejidos grasos y lo excreta lentamente en
los dias posteriores. La excrecion se hace principalmente por via urinaria (25%) y por
las heces (65%).

Si bien se han identificado hasta el momento mas de 20 metabolitos del THC, los
principales compuestos que aparecen en la orina se deben a la oxidacién en la posicién
C-11 y la glucuronidacién. El principal metabolito dcido es el dcido 11-nor-A-9-tetrahi-
drocannabinol-9-carboxilico (9-carboxi-THC) que se convierte en conjugados monoglu-
curénidos y diglucurénidos, que son las principales formas de metabolitos excretados
en la orina. Por ello la identificacion del 9-carboxi-THC en la orina se considera la
mejor indicacién de consumo previo de cannabis (ingestion de THC).

La concentraciéon de THC en el plasma disminuye rapidamente debido al metabo-
lismo y al almacenamiento en los tejidos. Sin embargo, el periodo de semidesintegracién
terminal es largo y suele durar més de 20 horas. Como resultado de ello, el THC queda
presente en el cuerpo durante muchas horas, posiblemente dias, después del tltimo
consumo. Por consiguiente, la excrecion de 9-carboxi-THC es prolongada. La modalidad
de excrecién urinaria en el consumidor ocasional es diferente de la del consumidor
crénico. En el consumidor ocasional el metabolito es detectable en la orina durante un
periodo de uno a tres dias, segtin el método analitico empleado, mientras que la orina
de los fumadores crénicos contiene niveles detectables durante un periodo de una semana
o mds después de la dltima dosis.

Figura III.1 Ruta metabélica del THC
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C. Procedimientos de muestreo y preparacion de la muestra
para el andlisis de 9-carboxi-THC

Se aplican los procedimientos de muestreo descritos en la secciéon I.C y G.5.

Precauciones

Hay que observar algunas precauciones adicionales cuando se trabaja con muestras
de orina para el andlisis de 9-carboxi-THC. La degradacién térmica de los metabolitos
de cannabinoides ocurre en forma relativamente rdpida y el principal metabolito,
9-carboxi-THC, puede disminuir considerablemente incluso a temperatura ambiente des-
pués de una semana, y hasta en un 45% después de 6 meses [40, 41]. La disminucién
depende de factores tales como la oxidacién, la cantidad de orina en el recipiente y el
tipo de recipiente utilizado. También se ha informado de que el 9-carboxi-THC se
absorbe irreversiblemente al material de diversos tipos de recipientes, lo cual causa
pérdidas considerables.

1. Preparacion de la muestra para el inmunoandlisis

En general, se necesita poca o ninguna preparaciéon de la muestra para los inmu-
noanalisis (véase también la seccion 1.G.5).

2. Preparacion de la muestra para cromatografia
a) Hidrdlisis

Mais del 80% del metabolito de cannabinoide excretado, 9-carboxi-THC, estd pre-
sente en la orina en forma de glucurénido conjugado. Para liberar el metabolito es ne-
cesario hidrolizar la orina, lo cual puede efectuarse mediante una hidrdlisis alcalina o
enzimdtica. La hidrdlisis alcalina se considera mds eficiente y reproducible que la hi-
drolisis acida o la enzimatica [42, 43].

Se transvasan en pipeta 10 ml de orina del recipiente original a una probeta con
tapa de vidrio. Para los métodos que exigen un patrén interno (CG, CG-EM, CLAR),
se agrega éste al tubo. Se afiaden 2 ml de hidréxido de potasio 10 N al tubo, se cierra
y se incuba por 20 minutos a 50°C, revolviéndolo ocasionalmente.

En esta etapa puede hacerse una extraccion simple con 20 ml de ciclohexano-
acetato de etilo (7:1, v/v) como medida de purificacién para eliminar impurezas de ca-
racter basico y neutro, especialmente antes de uno de los andlisis cromatograficos ya
mencionados: CG, CG-EM y CLAR.

b) Extraccion

El procedimiento de extraccién debe ser eficiente y selectivo. Es importante una
buena recuperacion, ya que la cantidad total de cannabinoides presentes es muy reducida.
La selectividad es importante para que se eliminen las sustancias interferentes presentes
en la orina.

La extraccion de 9-carboxi-THC de la orina hidrolizada se lleva a cabo a pH acido
para que el metabolito sea soluble en los disolventes organicos utilizados. Los disol-
ventes 0 mezclas de disolventes cominmente utilizados en la extraccién liquido-liquido
propuestos en publicaciones son: éter de petréleo, hexano, éter dietilico, cloroformo y
mezclas de hexano y acetato de etilo. También se han indicado varios métodos de
extraccion en fase sélida.
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Extraccion liquido-liquido

Después de enfriar la muestra tras la hidrdlisis, se ajusta su pH a 2 con 2 N HC1
0 2 N H,SO,. Se agregan 15 ml de ciclohexano/acetato de etilo (7:1 v/v) y se extrae
la solucién por agitacion durante 10 minutos. Se retira la capa orgdnica y se filtra con
una pequefia cantidad de sulfato de sodio seco a una probeta conica, se lava el filtro
con 5 ml de disolvente y se evapora a sequedad a temperatura ambiente con un chorro
de aire o de nitrégeno. Se vuelve a disolver el residuo en 0,2 ml de metanol o aceto-
nitrilo-metanol (3:1 v/v) mediante agitacién o sonicacion.

Extraccion en fase solida

Como alternativa a la técnica anterior, se puede emplear la técnica de extraccion
en fase sdlida. Se recomienda utilizar un absorbente con enlaces quimicos en fase in-
vertida (silice modificada) de acuerdo con la instrucciones del fabricante. Segtin los
datos de publicaciones pertinentes, varios métodos han alcanzado tasas altas de recu-
peracién [44, 45], uno de los cuales se describe a continuacion.

Se acondicionan las columnas enjuagando lenta y alternativamente con porciones
de 3 ml de metanol, agua, metanol y agua. Una jeringa pldstica de 10 ml adosada a la
columna sirve de depdsito. Se hace un vacio débil para aumentar el flujo. Se deja pasar
la orina hidrolizada (2 ml) por la columna, y se lava con 10 ml de 0,1 N HCI y
25 ml de 50 mM de 4cido fosférico en 10% de acetonitrilo. Se eluye 9-carboxi-THC
con 1 ml de acetona. Se evapora el disolvente bajo un chorro de nitrégeno y se vuelve
a disolver el residuo en 0,1 ml de metanol.

En otros lugares [46] se describe un procedimiento nuevo, sencillo y rdpido de
preparaciéon y limpieza de muestras para CG y CG/EM utilizando el disco (microco-
lumna) de extraccion en fase sélida y la derivacion en disco.

c) Patrones internos

Los patrones internos deben cumplir los criterios que figuran en la seccién I1.G.6.
El cannabinol (CBN), la oxifenbutazona o el ketoprofeno son apropiados para la mayoria
de los métodos de cromatografia en fase gaseosa. Si se dispone de productos andlogos
de 9-carboxi-THC (d, o d,) se recomienda emplearlo en CG-EM. El cannabinol o el
n-octil-p-hidroxibenzoato son apropiados para la CLAR.

Preparacién de soluciones de patrones internos:

Preparar una solucién madre en etanol absoluto que contenga 1 mg/ml de cannabinol.
Transvasar 1 ml de la solucién a un matraz comin de 200 ml, y llenar hasta la marca
con etanol absoluto (1 ml de solucién de patrén interno = 5 ug de cannabinol).

d) Solucion patron
Dado que no es necesaria la cuantificacion, se utiliza la solucién de 9-carboxi-THC

disponible para distinguir los metabolitos en la orina.

D. Métodos de deteccion

1. Métodos de inmunoandlisis

Se recomienda que la deteccién inicial se haga con inmunoandlisis cuando los
laboratorios tengan acceso a tales técnicas. Se pueden adquirir diversos mddulos de
inmunoandlisis comerciales para detectar cannabinoides en la orina [47, 48]. Con la
mayoria de los inmunoanadlisis se detecta el 9-carboxi-THC, con una reactividad cruzada
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media a alta hacia otros metabolitos urinarios de THC, con estructura dibenzopirdnica
ciclica, como el 11-hidroxi-THC [49, 50]. Todo resultado positivo obtenido por las
pruebas iniciales de deteccién deberd ser confirmado por un segundo andlisis del espé-
cimen original recurriendo a métodos basados en técnicas y principios quimicos dife-
rentes de los de la prueba inicial de deteccion. Estos andlisis deberdn ser mas especificos
y, por lo menos, igualmente sensibles. En el cuadro III.1 se resumen las reactividades
cruzadas de algunos productos en venta.

Cuadro III.1 Reactividades cruzadas de médulos de inmunoanalisis comerciales
para la detecciéon de cannabinoides

Reactividad cruzada (%)

Andlisis 9-carboxi-THC 11-Hidroxi-THC THC CBN
EMIT-d.a.u. 100 (50)*4 56 (90) - -
IAPF-TDx 100 (100)>< 36 (277) 15 (655) 11 (899)
Abuscreen-Ontrak 100 (100)>¢ 40 (250) 14 (714) 1 (10 640)
Abuscreen Online 100 (100)>¢ >100 (50) 3 (3 000) 5 (2 000)

@’Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracion deseada (50%/100° ng/ml) por la concentracién
equivalente a 50/100” ng/ml de 9-carboxi-THC y multiplicando por 100 (equivalentes entre paréntesis, ng/ml).

‘M. A. ElSohly [50].

“Informacién del fabricante.

2. Cromatografia en capa delgada

Técnica estandar de CCD

En el Manual de las Naciones Unidas, Métodos recomendados para el ensayo del
cannabis [9] figuran los detalles referentes a los materiales y procedimientos que se
emplean en la técnica estdndar de CCD, los cuales se aplican al andlisis de extractos
bioldgicos para detectar 9-carboxi-THC.

Placas para la CCD

Revestimiento: Gel de silice activado G. También puede emplearse gel de
silice que contenga un aditivo fluorescente bajo luz ultra-
violeta, con una longitud de onda de 254 nm.

Espesor de la capa: 0,25 mm

Tamafio de las placas: Placas de vidrio de 20 x 30 cm, 20 x 10 cm, 0 10 x 5 cm.
El recorrido éptimo es de 10 cm, aproximadamente.

Procedimiento

Se aplica a la placa una solucién de CCD reconstituida de 25 a 50 pl. También
se aplica una solucién patrén de 9-carboxi-THC a la placa, que luego se revela en alguno
de los sistemas de disolventes que figuran a continuacion.

Disolventes para el revelado

Sistema A [51]: Acetato de etilo 12
Metanol
Amoniaco concentrado 1
Agua 0,5
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Sistema B [52]: Cloroformo 70
Metanol 30
Amoniaco concentrado 2

Visualizacion

Las placas deberdn estar secas antes de la visualizacién. Esto se puede conseguir
dejandolas secar a temperatura ambiente o, mas rdpidamente, en un horno a 120°C du-
rante 10 minutos, o utilizando un secador de aire caliente. Para revelar bien los colores
es importante eliminar de la placa todo resto de amoniaco u otras bases. Se recomienda
el siguiente método de visualizacion:

Reactivo para rociado:

Solucién acuosa al 0,1% de sal de azul sélido B (Fast Blue B). La solucién debera
estar recién preparada. Una frecuencia aceptable es una vez por dia.

Para los revelados en color es importante que la placa para la CCD esté alcalini-
zada. Esto se puede hacer exponiendo la placa a vapores de amoniaco o de dieti-
lamina después de pulverizada. A continuacién se seca la placa mediante un secador
de aire caliente. El 9-carboxi-THC aparece como una mancha de color rosa o rojo
rosado al mismo valor R; que la mancha patrén del 9-carboxi-THC.

Nota: Algunas autoridades sostienen que la sal azul solido B es un posible agente
cancerigeno. Las mismas autoridades afirman que la tintura azul solido BB suscita
menos sospechas de serlo [53]. Por lo tanto, como alternativa, se puede pulverizar la
placa con una solucion recién preparada de sal de azul solido BB en 0,1 M de hidroxido
de sodio (0,75 mg/10 ml) y luego secarla para conseguir un revelado en color que sea
apropiado y estable.

Resultados

Cuadro III.2  Valores R, 3 x 100

Sistema de revelado

Compuesto A B

9-carboxi-THC 35-40 25-38

Estos valores estdn sujetos a variaciones que dependen de las condiciones del
laboratorio (humedad, temperatura, corrientes de aire) y otros pardmetros (por ejemplo,
la calidad de los materiales utilizados).

E. Métodos cromatograficos de confirmacion

1. Cromatografia en fase gaseosa
a) Derivacion de las muestras
El extracto de orina se evapora hasta que esté totalmente seco bajo un chorro de
nitrégeno y se afiaden 50 pl de N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) y de

trimetilclorosilano (TMCS) al tubo, que se centrifuga y calienta a 60°C durante 10 mi-
nutos. Otra posibilidad es utilizar MSTFA/TMCS [39, 54] o MTBSTFA/TBDMS [55,
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56] para la derivacion. La r-butildimetilsilil-trifluoroacetamida (MTBSTFA) es mds reac-
tiva y los derivados de TBDMS resultantes son mds estables y muestran mayor sensi-
bilidad en la CG/EM.

Otro método de derivacién, que produce el derivado de dimetilo de 9-carboxi-THC,
puede realizarse utilizando hidréxido de tetrametilamonio (HTMA) [57, 58]. En este
caso, se afladen 70 ul de HTMA-dimetilsulféxido al 10% al residuo seco, y después de
2 minutos, 5 pl de metilyoduro. Luego de otros 10 minutos, se afiaden 200 pl de
0,1 N de 4cido clorhidrico y se extrae la solucién con 2 ml de isooctano. La capa de
isooctano se separa y evapora bajo un chorro de nitrégeno. El residuo se reconstituye
en 50 pl de disolvente. Se inyectan 1 a 2 pl de la solucién derivada.

b) Técnica de la columna de relleno [57]

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de ionizacién de llama
Columna: 2 m x 2 mm de D.I.
Relleno: a) 3% dimetil silicona (OV-1)
b) 3% fenilmetil silicona, 50% fenilo (OV-17)
Gas portador: Nitrégeno o helio a 30 ml/min
Temperaturas de
trabajo: Inyector:  260°C

Horno: 255°C
Detector:  275°C

Nota: Es preciso preparar todas las columnas de relleno antes de utilizarlas. Normalmente
la temperatura de acondicionamiento debe ser por lo menos 30°C superior a la temperatura
en que deberd hacerse el andlisis, salvo que ésta supere la temperatura mdxima de trabajo
de la columna especificada por el fabricante. En este caso deberd utilizarse un margen de
diferencia menor y extenderse considerablemente el periodo de acondicionamiento. Gene-
ralmente las columnas se acondicionan durante la noche, o por un minimo de 15 horas.

El acondicionamiento se efectiia con el flujo normal de gas portador y con la
columna desconectada del detector.

Nota:
- Silanizar las columnas de vidrio con frecuencia para evitar la adsorcion de
morfina durante las determinaciones de la CG;
- Limpiar el orificio de inyeccion y el detector con regularidad para evitar la
descomposicion de las muestras y la pérdida de sensibilidad del detector;
- Manipular con cuidado los agentes silanizantes porque son muy reactivos y
sensibles a la humedad.

c) Técnica de la columna Megabore [58].

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de ionizacion de llama
Columna: Silice fundida, 10 m x 0,52 mm de D.I. con 2,6 um quimicamente
ligado con dimetil silicona en fase estacionaria, es decir, OV-1
Gas portador: Helio a 2 ml/min
Técnica de
inyeccion: “Split/splitless”
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Temperaturas de
trabajo: Inyector:  290°C
Horno: 240°C
Detector: ~ 290°C

2. Cromatografia en fase gaseosa-espectrometria de masas

Condiciones de trabajo [46, 56. 59, 60].

Columna: Silice fundida, 10 a 30 m x 0,18 a 0,25 mm de D.I. con
0,25 pm quimicamente ligado con fenilmetil o dimetilpolisi-
loxano en fase estacionaria

Gas portador: Helio a 2 ml/min
Temperatura
de la columna: Desde 150 a 220°C hasta 270 a 290°C, a 5-25°C/min
Temperaturas
del inyector: 250 a 260°C operado en modo “splitless”
Ionizacién: Por impacto de electrén (IE) o ionizaciéon quimica (IQ)

Patrones internos

Andlogos de 9-carboxi-THC deuterado (d, o d,) o patrones no isotépicos (p.€j.,
acido meclofendamico).

Extraccion

Extraccién en fase solida [46, 59, 60] o extraccion liquido-liquido [56].

Derivacion

Con BSTFA o MSTFA (derivados de TMS) [46, 59], MTBSTFA (derivados de
TBDMS) [56] o hidréxido de trimetilamonio (derivados del metilo) [60].

Cuadro IIL.3 Principales iones en los espectros de masas de derivados
de 9-carboxi-THC (SIM)

Compuesto Principales fragmentos ionicos m/z
9-carboxi-THC-derivado de dimetilo 372 (M+). 357, 313
9-carboxi-THC-diTMS 488 (M+), 473, 371
9-carboxi-THC-diTMS* 489 (M+), 399, 371
9-carboxi-THC-diTBDMS 572 (M+), 557, 515, 413

“(modo IQ, isobutano como gas reactivo).

3. Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento
La cromatografia en fase liquida de alto rendimiento en columnas de fase invertida
con rayos ultravioleta [61] o deteccidn electroquimica [55, 62] ofrece una gran sensi-

bilidad y una suficiente especificidad para confirmar los resultados positivos obtenidos
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en una deteccién por inmunoandlisis. Permite la rdpida deteccién de 9-carboxi-THC a
un nivel bajo de ng/ml sin derivacién previa. Para obtener una cuantificacién reprodu-
cible se recomienda utilizar un patrén interno (por ejemplo, cannabinol [55. 61]).

Condiciones de trabajo

Método A [61]

Columna:
Fase movil:
Caudal:

Deteccion:

Volumen

de inyeccion:

Patrén interno:

Método B [62]

Columna:
Fase movil:
Caudal:

Deteccion:
Volumen

de inyeccion:

Patrén interno:

Octilsilice (Spherisorb C-8 o equivalente) , 5 um, 25 cm
X 4,6 nm de D.L

Acetonitrilo-50 mM de 4cido fosférico (65:35, v/v)

1,5 ml/min

UV a 211 nm (200 a 350 nm de amplitud si se utiliza un
detector de red de diodos)

10a 15 u
Cannabinol

Octilsilice (Zorbax C-8, o equivalente), 5 um, 25 cm X
4,6 nm de D.I.

Acetonitrilo-metanol-0,02 N de acido sulfirico (35:15:50,
v/vIv)

1,1 ml/min

ECD, 110 mV (Ag/AgCI) (electrodo de carbono vitreo)

SalOul
n-octil-p-hidroxibenzoato

Véanse otras técnicas de CLAR en Dixit y Dixit [63].

F. Interpretacion de los resultados

1. Periodo de deteccion

El periodo en que es posible detectar el metabolito varia segin el método de
inmunoandlisis empleado y el nivel limite fijado para las pruebas de deteccion inicial.
Generalmente, el consumidor ocasional de marihuana (menos de dos veces por semana)
puede detectarse con un andlisis de orina durante uno a tres dias si se ha fijado un nivel
limite de 100 ng/ml (o menor). Si se trata de una persona que ha consumido marihuana
en forma crénica durante largo tiempo, el periodo de deteccidon puede prolongarse con-
siderablemente debido a que el THC tiende a ser absorbido y acumulado en los tejidos
grasos. En estas circunstancias, es posible detectar el 9-carboxi-THC durante una semana
o mas [39, 64].

2. Inhalacion pasiva
A veces se hace alusion a la posibilidad de exposicién pasiva o involuntaria al
humo de marihuana para explicar un resultado positivo del andlisis de orina. Si bien se

ha demostrado que esto puede ocurrir, acumular una dosis suficiente de THC por esta
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via es dificil y poco probable en la mayoria de los casos. Si en los andlisiss de deteccion
el nivel limite es de 20 ng/ml, pueden darse resultados positivos, aunque ello es muy
poco frecuente. Con niveles limite de 100 ng/ml, queda practicamente eliminada la po-
sibilidad de que los andlisis de “pasivo” tengan resultados positivos [43, 65 a 68].

3. Variaciones de concentracion

Varios factores diferentes pueden afectar a las concentraciones de droga en la orina,
principalmente la ingestion de liquidos. La concentracién de una droga en la orina puede
decuplicarse en unas horas, lo cual significa que hay que tener cautela al interpretar un
resultado positivo obtenido, por ejemplo, después de un resultado negativo en un régimen
de muestreo diario. Esto es particularmente problemdtico en el caso de una droga como
el THC con un largo periodo de semidesintegracion en que la droga es probablemente
detectable durante varios dias, pero con niveles de concentraciéon que fluctian conside-
rablemente alrededor del nivel limite. El hecho de que se registren muestras positivas
tras muestras negativas no indica necesariamente un consumo adicional de marihuana.
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IV. Métodos recomendados para
la deteccidén y el analisis
de cocaina en
especimenes biolégicos

A. Tipos comunes de productos de coca ilicitos [10]

1. Hoja de coca

Diferentes especies de Erythroxylon producen hojas de distintos tamafios y aspec-
tos. En todas las especies, la cara superior de la hoja es mds oscura que la cara inferior,
que puede ser de color gris verdoso. En la cara inferior de la hoja se aprecian dos lineas
paralelas al nervio central, que se consideran caracteristicas de la hoja de coca.

2. Cocaina

Aunque se fabrica a partir de un producto natural un tanto variable, por un proceso
discontinuo susceptible de amplias variaciones, la cocaina varia relativamente poco si
se compara, por ejemplo, con los productos de heroina. Sin embargo, no existen dos
muestras ilicitas de cocaina que sean exactamente idénticas. Por lo general, se trata de
un polvo blanco o blanco mate a menudo fino y raramente himedo. Tiene un olor
caracteristico.

La pasta de coca es un polvo de color blanco mate, cremoso o pajizo. Raramente
fino, suele contener agregados y es generalmente himedo. A menos que los agregados
sean cristalinos (lo que es raro), suelen disgregarse bajo una ligera presién. Tiene un
olor caracteristico.

En ocasiones la cocaina se presenta en forma de grandes cristales a veces incoloros
(“cocaina de roca”) que pueden ser muy duros. De ordinario, algunas de tales muestras, si
no la mayor parte, son de un material andlogo a la cocaina en polvo o corriente.

Su adulteracién es relativamente rara en los paises productores y es objeto de trafico
internacional con una pureza que llega a ser a menudo del 80% al 90% (como clorhidrato
de cocaina). Su ulterior adulteracién y transformacién con fines de trifico en los paises
econémicamente desarrollados entrafia la adicién de algiin anestésico sintético local no fis-
calizado (por ejemplo, lidocaina, procaina o benzocaina) o un carbohidrato (por ejemplo,
manitol, lactosa o glucosa). En cualquier caso, el aspecto fisico s6lo se modifica ligeramente,
pues virtualmente todos los adulterantes son también polvos blancos finos y secos.

La pureza tipica de la cocaina objeto de trdfico en los paises econdmicamente de-
sarrollados es de aproximadamente el 30%. En el trafico internacional se adultera con
un diluyente cuyo peso viene a ser tres veces superior.
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Figura IV.1 Ruta metabdlica de la cocaina
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Ademas de los adulterantes y las impurezas mencionados, el clorhidrato de cocaina
puede contener también una serie de sustancias; por ejemplo, almidén, 4cido bdrico,
carbonato de hidrégeno sédico y dipirona.

Ultimamente han aparecido en el mercado variedades inéditas de cocaina, en par-
ticular variedades de base libre como la cocaina base extractada y el “crack”, en las
que puede haber residuos de disolventes, asi como anestésicos locales que se emplean
como adulterantes. Una combinacidn frecuente es la denominada “speed-ball”, que con-
siste en una mezcla de cocaina y heroina.

Ademads, se hace referencia a memorias recapitulativas que tratan en detalle la
quimica de los alcaloides de la coca [69 a 72]. En el andlisis de laboratorio de varios
especimenes bioldgicos de la cocaina revisten interés los siguientes compuestos (véanse
las estructuras en la figura IV.1):

Cocaina

Benzoilecgonina

Ester metilico de la ecgonina

Ecgonina
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3. Vias de administracion

La cocaina puede administrarse por via intranasal (es decir, aspirandola o inhalan-
dola, que es la forma mas habitual) o por via intravenosa e inyeccién intramuscular.
También se puede ingerir oralmente, sublingualmente, vaginalmente o por el recto, y
se puede fumar. Para inhalarlo, el polvo de cocaina se coloca en forma de raya estrecha
sobre una superficie lisa y se aspira con una paja o un tubo de papel enrollado. Una
“raya” de cocaina tiene normalmente 3 a 5 centimetros de longitud y contiene 10 a 100
miligramos de polvo. La cocaina de base libre y el crack se administran por inhalacion,
es decir, fumandolos con ayuda de aparatos especiales. En algunas zonas geogrificas
las hojas de coca se mascan mezcladas con arcilla alcalina.

La biodisponibilidad de la cocaina varia segin la via de administraciéon (véase el
cuadro IV.1) [73].

Cuadro IV. 1 Biodisponibilidad de la cocaina
por distintas vias

Via de administracion Biodisponibilidad (%)
Oral 20-30
Intranasal 20-30
Intrapulmonar (fumdandola) 6-32
Intravenosa 100

4. Metabolismo y excrecion

La cocaina se transforma en dos metabolitos principales: la benzoilecgonina y el
éster metilico de la ecgonina [74]. Recientemente se han detectado otros metabolitos
de menor importancia en orina humana, entre ellos la norcocaina [75]. En la figura IV.1
se resumen sus rutas metabdlicas. La cocaina se elimina en la orina en forma de droga
sin modificar (1% a 9% de la dosis), benzoilecgonina (35% a 54%) y éster metilico de
la ecgonina (32% a 49%) [76]. Las sustancias que se recomienda buscar son la cocaina
y sus metabolitos: la benzoilecgonina y el éster metilico de la ecgonina.

El valor maximo de la cocaina en el plasma se alcanza poco después de su admi-
nistracién por via intranasal, intrapulmonar o intravenosa. El tiempo necesario para al-
canzar los efectos sicotrépicos y fisiolégicos maximos también es breve; a continuacién
los efectos euféricos disminuyen en un plazo de 30 a 60 minutos (20 minutos si se ha
fumado). El periodo medio de eliminacién de la cocaina del plasma tras su administra-
cién por via intravenosa o intrapulmonar es de 38 a 39 minutos [77].

B. Procedimientos de muestreo y de preparacion de la muestra para el
analisis de la cocaina y sus metabolitos

Se siguen los procedimientos de muestro expuestos en la secciéon I.C y G.5.

Precauciones

Hay que observar algunas otras precauciones al manipular muestras de orina que
se van a someter a andlisis de deteccidn de cocaina y sus metabolitos, pues las sustancias
que se buscan tienen escasa estabilidad hidrolitica, en particular si se encuentran en un
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ambiente alcalino [78, 79]. En la medida de lo posible, las muestras deberan mantenerse
en un entorno frio y oscuro tras la toma. Se ha determinado que con un pH 8 las con-
centraciones de cocaina en las muestras de orina disminuyen entre un 40% y un 70%
si se almacenan a 4°C durante 21 dias. Por consiguiente, conviene ajustar el pH de la
muestra a 5 con dcido acético diluido. El éster metilico de la ecgonina, por ejemplo,
es estable en un periodo de hasta tres afios en la orina entre un pH 3 y 5, almacenada
a 4 a 5°C [80]. Cabe sefialar ademds de que las muestras de sangre que se utilicen para
el andlisis de cocaina y sus metabolitos se conservan mejor con fluoruro a un pH 5.

1. Preparacion de la muestra para el inmunoanadlisis

En caso necesario, se debe centrifugar la orina para eliminar la turbidez. Se debe
ajustar el pH de las muestras de orina entre 6,5 y 8,0, segtin se requiera. Deben acatarse
la instrucciones del fabricante con respecto a los procedimientos ulteriores.

2. Preparacion de la muestra para la cromatografia
a) Hidrélisis
No es preciso efectuar hidrolisis.

b) Extraccion
Extraccion liquido-liquido

Se extrae una parte alicuota de orina de 1 a 20 ml segin la metodologia que se
utilizara posteriormente. Se ajusta el pH de la muestra a 9 (entre 8 y 9,5) con el tampén
adecuado. Se puede utilizar cualquiera de los siguientes tampones [89]:

Bérax (pH 9 a 9,6): una solucién que contenga 19,07 g de tetraborato sédico
(Na,B,O, . 10 H,0) en un litro de agua.

2 7

Tampén de amoniaco (pH 9,5): se disuelve el cloruro de amonio (10,7 g) en
hidréxido de amonio (5 M; 40 ml) y se afiade agua hasta tener 1 litro de liquido.

A continuacién se extrae la muestra por lo menos dos veces con volimenes iguales
de disolvente de extraccién. Es adecuada una mezcla de diclorometano-isopropanol
(85:15 v/v) o de cloroformo-isopropanol (50:50 v/v). Hay que dejar que la capa acuosa
(superior) se separe totalmente de la capa de disolvente (inferior) antes de retirar el
extracto para no retirar también agua con €l. Si surge algtin problema con las emulsiones,
se puede filtrar el extracto con papel de filtro tratado con silicona (papel disyuntor de
fases). Se filtran las capas orgdnicas a través de una pequefia cantidad de sulfato de
sodio seco (colocado en el filtro) y se enjuaga el filtro con 5 ml de disolvente. Se eva-
pora el extracto hasta que esté totalmente seco, en vacio o en un chorro de nitrégeno.

Extraccion en fase solida

Diatomita

Los procedimientos de extraccién que utilicen diatomita deben ajustarse a las ins-
trucciones del fabricante (p.ej. Extrelut®). El siguiente es un procedimiento tipico [90
a 92].

Ajustar a 9 el pH de una muestra de orina (20 ml) con un tampén saturado de
NH,CI/NH,. A continuacion llevar la muestra a una columna de cromatografia en fase
liquida que contenga 20 g de diatomita y se deja en remojo de 10 a 15 minutos. Eluir
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la columna con 40 ml de diclorometano-isopropanol (85:15 v/v). Recuperar aproxima-
damente 25 ml de eluato. Recoger el eluato orgdnico y evaporarlo hasta que esté total-
mente Seco.

Silice modificado

También se recomiendan métodos de extraccion en fase sdlida que utilizan cartu-
chos de silice modificado [82, 93, 94]. Este método presenta ventajas porque ahorra
tiempo, disminuye el volumen de disolventes necesarios y evita los problemas que
ocasionan las emulsiones que a veces se producen durante la extraccién liquido-liquido.
Ahora bien, estas ventajas estdn contrarrestadas por el costo de los cartuchos. A conti-
nuacién se describen dos procedimientos de extraccion en fase sélida representativos,
caracteristicos ambos de este tipo de método. Hay otros materiales de extraccién en
fase sélida, pero en cualquier caso hay que seguir cuidadosamente las instrucciones de
los fabricantes.

Procedimiento A Este procedimiento utiliza un cartucho de silice modificado (p.ej.,
Bond Elut Certify®) que permite interacciones idnicas y no polares entre las sustancias
que se buscan y el adsorbente [85].

Se introducen los cartuchos de extraccién en un aparato de vacio y se acondicionan
lavdndolos con metanol (2 ml) y un tampén de fosfato (0,1 M, pH 7; 2 ml). Hay
que tener cuidado de no secar los cartuchos una vez preparados.

Se centrifugan las muestras de orina y se mezclan la partes alicuotas (2,5 ml) con
la solucién de patrén interno, si es necesario, y el tampén de fosfato (0,1 M;
pH 7; Iml). Se comprueba el pH y si hace falta se ajusta el pH a 7.

A continuacién se llevan las muestras de orina a los cartuchos y se les hace atra-
vesarlos lentamente en condiciones de vacio.

Se lavan los cartuchos con agua desionizada (3 ml), dcido clorhidrico acuoso
(0,1 M; 3 ml) y metanol (9 ml).

Se eluyen los analitos con una mezcla de cloroformo-isopropanol-amoniaco con-
centrado (80:20:2 v/v/v; 2 ml).

Evaporar los eluatos hasta que estén totalmente secos.
Procedimiento B Este procedimiento utiliza una columna rellena de ciclodextran

(p-€j., Ciclobond I) pues se ha demostrado que produce un extracto limpio de benzoil-
ecgonina con una eficiencia de recuperacion del 50% [85].

Se emplean columnas de ciclodextrano (500 mg/3 ml), que no requieren
acondicionamiento.

Se afiade la orina (5 ml) a una columna y se hace atravesar lentamente en condi-
ciones de vacio.

Se lava la columna con agua (10 ml) y se seca por centrifugado o haciendo pasar
aire por la columna durante 10 minutos.

A continuacién se lava la columna con acetona (2,5 ml) y se seca al vacio.

Se eluye la benzoilecgonina con cloroformo-etanol (8:2 v/v: 2 ml) ejerciendo una
leve presidon positiva en la parte superior de la columna con una ampolla de
caucho.

Se evapora el eluato hasta que esté totalmente seco.
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Anderson [95] describe un método de extraccion en fase sélida de la benzoilecgo-
nina mejorado, rdpido y eficiente con una recuperacién de 90% a 100%. En otros lugares
[96] se describe un procedimiento nuevo, sencillo y rdpido de preparacion y limpieza
de las muestras para CG y CG/EM con el empleo del disco (microcolumna) de extrac-
cion en fase sdlida y la derivacién en disco [96].

c) Patrones internos

Si es posible, la seleccién de un patrén interno adecuado deberd ajustarse a los
criterios generales expuestos en la seccidn I1.G.6. Los patrones internos para el andlisis
de la cocaina y sus metabolitos por cromatografia en fase gaseosa corresponden a los
tres grupos siguientes:

Un producto andlogo de la benzoilecgonina; por ejemplo, la propilbenzoilecgonina
[81].

Un alcaloide opidceo; por ejemplo, levalorfan [82], nalorfina [83], etilmorfina [84]
o codeina [85].

Diversas sustancias, como, por ejemplo, n-tetracosano, tetrafeniletileno (inicamente
con detector de llama de ionizacion) o butilantraquinona [86].

En cuanto a la CG/EM, los patrones internos mds adecuados son productos and-
logos de la cocaina y sus metabolitos marcados con deuterio; si no se puede dis-
poner de ellos, conviene utilizar uno de los patrones mencionados anteriormente
para la CG. Los patrones internos adecuados para la CLAR son la lidocaina [87]
y la tropacocaina (benzoiltropina) [88].

d) Patrones de calibracion

Preparar soluciones concentradas en metanol que contengan 1 mg/ml de cocaina,
benzoilecgonina, éster metilico de la ecgonina y el patrén interno. A partir de esas so-
luciones concentradas, preparar patrones de orina que contengan entre 0 y 5 ug/ml de
cocaina, entre 0 y 0,25 ug/ml de benzoilecgonina y éster metilico de la ecgonina, y el
patrén interno a una concentracién de 25 pg/ml. Al mismo tiempo que las muestras de
prueba, se debe tratar un conjunto de patrones de orina para la calibracion.

C. Métodos de deteccion

1. Métodos de inmunoandlisis

Las técnicas de radioinmunoandlisis, inmunoandlisis mediante polarizacién por
fluorescencia, andlisis inmunoldgico enzimdtico para pruebas multiples, y de inhibicién
de la aglutinacién con latex se recomiendan si los laboratorios disponen del instrumental
necesario para emplearlas (véase la seccién 1.G.1). Los limites de deteccién del radio-
inmunoandlisis y el inmunoandlisis mediante polarizacién por fluorescencia son normal-
mente 50 ng/ml o inferiores, mientras que con la técnica de inmunoanélisis enzimatico
para pruebas multiples (EMIT) son de 300 ng/ml. Los anticuerpos de los materiales
comerciales de inmunoandlisis reaccionan en presencia de benzoilecgonina, pero pueden
tener una reaccion cruzada de diversas modalidades ante la cocaina y sus demds meta-
bolitos [97]. En el cuadro IV.2 se resumen las reactividades cruzadas de algunos andlisis
comerciales.
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Cuadro IV. 2 Reactividades cruzadas de modulos de inmunoanalisis comerciales
para detectar metabolitos de la cocaina

Reactividad cruzada (%)

Andlisis Benzoilecgonina Cocaina Ester metilico Ecgonina

de la ecgonina
Coat-A-Count 104 (300)+* 7 259 (50) 1,3 (5 000) -
Abuscreen-RIA 108 (300)** 215 (300) 0,6 (5 000) -
EMIT-d.a.u. 100 (300)<¢ 0,15 (200 000) - 1,5 (20 000)
EMIT-d.a.u. pos. (300)’ neg. (5 000) neg. (5 000) -
IAPF-TDx 95,7 (300)** 1,2 (5 000) 0,1 (5 000) -
Abuscreen-Ontrak 100 (300)¢ 10 (3 000) < 0,01 (> 100 000) 0,75 (40 000)
Abuscreen-Online 100 (300) 0,97 (30 928) 0,31 (96 774) 1,2 (25 000)

“Reactividad cruzada aparente calculada dividiendo la concentracién aparente por la concentracién deseada y
multiplicando por 100 (la concentracién entre paréntesis, en la que se determiné la reaccién cruzada, ng/ml).

], E. Wallace [86].

‘Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracion deseada (300 ng/ml) por la concentracion equivalente
a 300 ng/ml de benzoilecgonina y multiplicando por 100 (equivalentes entre paréntesis, ng/ml).

“Informacién del fabricante.

2. Cromatografia en capa delgada

Se debe extraer un volumen de 5 a 20 ml de orina. La CCD tradicional tiene un
limite de deteccién de cocaina y benzoilecgonina de 1 mg/ml de orina. La cromatografia
en capa delgada de gran rendimiento (CCDGR) tiene un limite de deteccion de ben-
zoilecgonina de aproximadamente 0,3 mg/ml de orina y debe emplearse preferentemente
si se dispone del instrumental necesario.

Técnica estandar de CCD

En otros lugares [10] se exponen detalladamente los materiales y procedimientos
de la CCD estandar, que son aplicables al analisis de extractos bioldgicos.

Placas de CCD

Revestimiento: Gel de silice activado G que contiene un aditivo que al ser
irradiado con luz ultravioleta emite rayos de luz fluores-
cente con una longitud de onda de 254 nm.

Espesor de la capa: 0,25 mm

Tamafio de las placas: Placas de vidrio de 20 x 30 cm, 20 x 10 cm o 10 x 5 cm.
El recorrido 6ptimo es de aproximadamente 10 cm.

Placas de CCDGR

Placas comerciales para CCDGR, de 10 x 10 cm, que normalmente dan un revelado
superior a 5 cm.

Soluciones patron

Cocaina
Benzoilecgonina
Ester metilico de la ecgonina
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Se preparan soluciones patrén con una concentracion de 1 mg/ml en metanol y se
depositan 5 ul de cada solucién en la placa.

Procedimiento
Se evaporan los extractos de orina en un tubo de ensayo (véase la seccién IV.B.c)
hasta que estén totalmente secos y se vuelven a disolver en metanol (50 ul). A conti-

nuacién se deposita todo el extracto en la placa.

Disolventes para el revelado

Sistema A (CCD) [10]: Metanol 100
Amoniaco concentrado 1,5

Sistema B (CCD) [98]: Cloroformo 50
Metanol 50

Sistema C (CCDGR) [99]: Acetato de etilo 15
Metanol 15
Diclorometano 5
Amoniaco concentrado 3

Visualizacion

Antes de la visualizacién hay que secar las placas a la temperatura ambiente o,
mds rdpidamente, con un secador de aire caliente o en horno a 120°C durante 10 mi-
nutos. Para el revelado adecuado de los colores es importante que no queden vestigios
de amoniaco u otras bases en la placa. Se recomiendan los siguientes métodos de
visualizacion:

Rayos UV a 254 nm.

Reactivo de yodoplatinato de potasio acidificado (véase la preparacién en la
seccion I1.C.2)

Reactivo de Dragendorff (véase la preparacion en la seccion I1.C.2).

El rociado posterior de la mezcla con cloruro férrico acidificado puede mejorar la
reaccion [100].

Reactivo para rociado: se aflade cuidadosamente dcido sulftirico concentrado
(1 ml) a la solucién acuosa de cloruro férrico (5%, p/v: 10 ml) y se mezclan.

Resultados

Cuadro IV.3  Valores R, x 100

Compuesto Sistema de revelado

A B
Cocaina 59 61
Benzoilecgonina 25 28
Ester metilico de la ecgonina 65 --
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Cuadro IV4 Aspecto de las manchas segiin el método de visualizacion

Compuesto Método de deteccion

uv Yodoplatinato Dragendorff
Cocaina Oscura Violeta Naranja“
Benzoilecgonina Oscura Negativa’ Naranja“
Ester metilico de la ecgonina Negativa Azul Naranja“

“El color no varia tras rociar la placa con la solucién de cloruro férrico acidificado.
"Las manchas de > ug son purpuras sobre fondo pirpura algo mds claro [85].

D. Métodos cromatograficos de confirmacion

1. Cromatografia en fase gaseosa

a) Derivacion de las muestras

Para detectar los metabolitos de la cocaina, habrd que someter a derivacién el
extracto de orina (véanse también las notas en la seccién 1.G.5).

Alguilacion/acilacion (derivados de PFP, adecuada para detectores de llama de ioni-
zacion y de nitrégeno-fosforo) [83].

Se evapora el extracto de orina hasta que esté totalmente seco y se afiaden anhidrido
pentafluoropropidnico (50 ul) y pentafluoropropanol (25 pl). Se calienta la mezcla a
90°C durante 15 minutos. Se evaporan los reactivos de derivacion y se vuelve a disolver
el residuo en acetato de etilo (25 pl). Los derivados de PFP que se forman son estables
en el reactivo durante meses, y por lo menos durante 24 horas tras la evaporacion del
reactivo.

Sililacion (derivados de TMS o TBDMS, adecuada para detectores de llama de
ionizacion)

Se evapora el extracto de orina hasta que esté totalmente seco y se reconstituye
en acetonitrilo (25 pl). El reactivo sililador, por ejemplo, 25 pl de N-metil-N-trimetilsi-
liltrifluoroacetamida (MSTFA) para derivados de TMS o N-metil-N-(tert-butildimetil-
silil)trifluoroacetamida (MTBSTFA) [88] para derivados de TBDMS, y se deja que tenga
lugar la reaccién a una temperatura de 50 a 60°C durante 30 minutos. Se inyecta
directamente la mezcla en el cromatégrafo. Habrd que preparar los derivados inmedia-
tamente antes del andlisis por CG o CG/EM. Los derivados sélo son estables en el
reactivo durante unos cuantos dias.

b) Técnica de la columna de relleno [10]

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de llama de ionizacién, hidrégeno a 30 ml/min, aire a
450 ml/min.

Nota: Para mejorar la sensibilidad y la especificidad, se recomienda un detector de
nitrogeno-fosforo cuyos pardmetros de trabajo correspondan a las recomendaciones del
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fabricante. Habrd que escoger procedimientos de preparacion y derivacion de muestras
que no necesiten reactivos ni disolventes nitrogenados en la solucion final inyectada en
el cromatografo.

Columna: 2mx2a4 mmdeD.I
Relleno: a) Dimetil silicona (SE-30, OV-1)
b) Fenilmetil silicona, 50% fenilo (OV-17)
Gas portador: Nitrégeno a 30 ml/min
Temperaturas de
trabajo: Inyector: 220°C
Horno: 220°C

Detector: 300°C
Acondicionamiento de las columnas de relleno:

Nota: Antes de emplearlas, habrd que preparar todas las columnas de relleno. De
ordinario, la temperatura de acondicionamiento debe ser superior en por lo menos
30°C a la temperatura a que se vaya a efectuar el andlisis, a no ser que esto obligue
a rebasar el limite superior de temperatura de la columna que indique el fabricante;
en tal caso se aplicard un diferencial de temperatura menor y se prolongard conside-
rablemente el periodo de acondicionamiento. La preparacion de las columnas suele
durar una noche o un minimo de 15 horas.

El acondicionamiento se efectiia con el chorro normal de gas portador y con
la columna desconectada del detector.

Nota:
- Silanizar las columnas de vidrio con frecuencia para evitar la adsorcion de la
morfina durante las determinaciones de CG.
- Limpiar el orificio de inyeccion y el detector periodicamente para evitar la
descomposicion de las muestras y la pérdida de sensibilidad del detector.
- Manipular los reactivos de sililacion con cuidado, ya que son muy reactivos y
sensibles a la humedad.

c) Técnica de la columna capilar

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de llama de ionizacién o de nitrégeno-fésforo (véase
la nota supra, bajo Detector)

Columna: Silice fundida, 25 m x 0,32 mm de D.I. con 0,15 pm de fase
estacionaria quimicamente ligada no polar (metilsilicona)

Gas portador: Helio o hidrégeno a 2 ml/min

Temperaturas de

trabajo: Inyector: 250°C

Horno: 150 a 280°C, a 9°C/min

Detector: 280°C

Nota: Las dimensiones de la columna capilar, la fase estacionaria, el espesor de
fase, el gas portador y el caudal empleados pueden diferir de los citados segiin el ins-
trumental de que se disponga. Ahora bien, las columnas no polares son de aplicacion
general en el andlisis de muestras biologicas y se recomienda su uso. Habrd que
seleccionar las condiciones optimas de trabajo del sistema atendiendo a las recomen-
daciones del proveedor.
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2. Cromatografia en fase gaseosa-espectrometria de masas

Si se emplea como detector un espectrémetro de masas, los principales iones (m/z)
de los espectros de IE+ son los que figuran en el cuadro IV.5. Véanse en otros lugares
[95, 101] procedimientos detallados de CG/EM que emplean el método de monitoreo
selectivo de iones (SIM).

Cuadro IV.5 Principales iones en los espectros de masas correspondientes
a la cocaina y sus metabolitos

Principales fragmentos de ion (m/z)

Compuesto Subderivados Derivados PFP Derivados TMS Derivados TDMS
Cocaina 82,105,182,303 (no se forma) (no se forma) (no se forma)
Benzoilecgonina 82,93,124,168 272,300,316,421 82,240,361 282,346,403
Ester metilico

de la ecgonina 82,96,168,199 119,182,345 82,83,96,98,182 182,256,313

3. Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento

Procedimiento

Se evaporan los extractos de orina hasta que estén totalmente secos, se reconsti-
tuyen en acetonitrilo o fase mévil (50 a 100 pl) y se inyectan 10 a 20 pl.

Son apropiados los siguientes sistemas de CLAR:

Condiciones de trabajo
Método A [87]

Columna: Octadecilsilice, columna en fase inversa, 3 pm; D.I. 10 cm x 3,2 mm

Fase movil: Tampon de fosfato (0,01 M; pH 2,1) que contenga hidréxido de tetra-
butilamonio (0,2 mM) y acetonitrilo (6% v/v)

Caudal: 1,5 ml/min

Deteccion: UV a 233 nm

Meétodo B [88]

Columna: Octadecilsilice, columna en fase inversa, 3 um; D.I.. 15 cm x 4,6 mm
+ precolumna

Fase movil: Acetonitrilo-agua (17,5:82,5, v/v) que contenga dcido fosférico (8,5 g/l
y hexilamina (0,28 ml/l), pH 3

Caudal: 1,2 ml/min

Deteccién: UV a 230 nm

Método C [94]

Columna: Octadecilsilice, columna en fase inversa, D.I. 25 cm x 4,6 mm +
precolumna

Fase moévil: Inicial: 10% de acetonitrilo en tampdn de fosfato potdsico (0,05 M; pH 3,2).
Se aumenta a un 50% de acetonitrilo durante 15 minutos y la composicioén
definitiva se mantiene durante 5 minutos. Entre las inyecciones es preciso
dejar un periodo de 5 minutos para que la mezcla se reequilibre.

Caudal: 1,5 ml/min

Deteccion: UV a 200 nm
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E. Interpretacion de los resultados

1. Periodo de deteccion

Tras una sola dosis de cocaina se puede detectar la droga inalterada durante un
periodo de hasta 24 horas y los metabolitos benzoilecgonina y éster metilico de la
ecgonina hasta 48 horas [102 a 104]. Si el consumo es crénico, el tiempo de deteccién
puede llegar hasta 5 dias o mas [105 y 106].

Las diferencias en las cantidades relativas de metabolitos excretados son minimas
entre la administracién de cocaina por via intranasal, intravenosa o intrapulmonar (si
se ha fumado) [107].

Por lo general, no se pueden sacar conclusiones a partir de la concentracién de
cocaina y sus metabolitos en la orina en lo tocante a la cantidad de droga administrada,
el tiempo transcurrido desde la dltima dosis o el grado de trastorno.

2. Precauciones

El éster metilico de la ecgonina se forma por accién de la enzima seudocolineste-
rasa. Diversas anomalias de la actividad de la seudocolinesterasa, que tienen causas
genéticas [108] o se deben a la ingestion simultdnea de inhibidores de la colinesterasa,
por ejemplo, plaguicidas organofosféricos, podrian alterar la pauta de excrecién del
metabolito.

Se puede observar la presencia de éster metilico de la benzoilecgonina (cocaetile-
no), un homdélogo de la cocaina, y otros productos menores de transformacion a raiz
de la administracién simultdnea de cocafna y etanol [99, 109].

El consumo de bebidas preparadas con té que contiene hojas de coca (“Health Inca
Tea”) puede dar lugar a ingestion de cocaina y a la consiguiente excrecion urinaria de
benzoilecgonina con una concentraciéon de varios miligramos por litro de orina [110].

Se puede detectar éster metilico de anhidroecgonina después de fumarse la cocaina
de base libre (“crack™) [111].

F. Analisis e interpretacion en otras matrices biolégicas

Las concentraciones de cocaina y benzoilecgonina en el plasma tras la adminis-
tracion terapéutica de cocaina suelen ser inferiores a 0,5 y 0,1 pg/ml, respectivamente.
En caso de sobredosis, los niveles encontrados en la sangre extraida durante la autopsia
varfan normalmente entre 1 a 20 pg/ml y 1 a 10 pg/ml, respectivamente [76, 112].

Como ya se ha indicado (seccién IV.B), la cocaina y sus metabolitos son poco
estables si se someten a hidrdlisis (enzimdtica o no enzimdtica). Las muestras de sangre
y plasma se deben recoger en tubos que contengan fluoruro sédico, y su pH se debe
ajustar a 5 con dcido acético (10%, v/v). De ese modo se pueden conservar en un re-
frigerador a 4°C o de ser posible congelarse durante varios meses [78, 79, 113].

Se ha descubierto que las muestras de cabellos y saliva de consumidores de cocaina
contienen cocaina [114 a 118]. Aunque la interpretacién cuantitativa de las concentra-
ciones de cocaina en los cabellos atn no se ha perfeccionado suficientemente, los niveles
de cocaina de la saliva parecen guardar una estrecha correlacién con las concentraciones
en el plasma.
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V. Métodos recomendados para
la deteccidn y el analisis
de anfetamina y metanfetamina
en especimenes biolégicos

A. Introduccion

Gran parte de la anfetamina y la metanfetamina ilicitas se obtiene por sintesis en
laboratorios clandestinos, aunque cantidades considerables, si bien relativamente meno-
res, proceden de la desviacién o el uso inadecuado de materiales de produccién legal.
La difusién de la anfetamina y la metanfetamina en distintas partes del mundo varfa
considerablemente: en Europa predomina la anfetamina, en tanto que la metanfetamina
es la droga mas corriente en Estados Unidos, Japon y Asia sudoriental.

Los métodos de produccidn, las caracteristicas quimicas y el aspecto material de
la anfetamina y la metanfetamina ilicitas se describen pormenorizadamente en la publi-
cacion de las Naciones Unidas titulada Métodos recomendados para el ensayo de
anfetamina y metanfetamina [119], por lo que no se repetirdn aqui. Ahora bien, desde
que se publicé el manual ha aparecido una forma pura de clorhidrato de (+)-metanfetamina
que, por sus cristales transparentes en forma de hoja, se denomina “hielo” [120].

1. Vias de administracion

La anfetamina se ingiere generalmente por via oral o intranasal (inhalacién) en
forma de sal de sulfato o fosfato y en dosis de 5 a 15 mg en los consumidores ocasio-
nales y de 100 a 2.000 mg al dfa si se trata de consumidores habituales [121]. La me-
tanfetamina, como la sal de clorhidrato, se prepara la mayoria de las veces para su in-
yeccion o para fumarla (“hielo”) [120], pero existe también en forma de tabletas.

2. Metabolismo y excrecion

Tras la ingestion de dosis orales de anfetamina de 2,5 a 15 mg, se alcanzan niveles
mdéximos en el plasma de 30 a 170 pg/ml en dos horas y la duracién media de elimi-
nacién del plasma oscila entre 8 y 12 horas. En los casos de fallecimiento, las concen-
traciones en la sangre suelen ser superiores a 500 pg/ml [106].

La anfetamina y la metanfetamina empiezan a aparecer en la orina al cabo de 20
minutos de su administracion. La anfetamina se excreta como droga inalterada, normal-
mente entre el 20% y el 30% de la dosis, y en forma de droga desaminada (4cido hi-
purico y dcido benzoico) y de metabolitos hidroxilados, en parte como conjugados, que
suelen afiadir hasta el 25% de la dosis. El ritmo de excrecién y el porcentaje de la dosis
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excretada en forma de droga inalterada varfan segin el pH de la orina. En la orina al-
calina se excreta cerca del 45% de la dosis en 24 horas, el 2% de la dosis como droga
inalterada, en tanto que en la orina 4cida se puede excretar hasta el 78% de la dosis
en 24 horas y el 68% como droga inalterada [122]. Asi pues, las sustancias cuya bus-
queda se recomienda son las drogas no inalteradas. En la figura V.1 se resumen las rutas
metabdlicas principales y secundarias de la anfetamina.

Figura V.1 Rutas metabélicas de la anfetamina
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La metanfetamina se excreta en forma de droga inalterada (44%) y de sus princi-
pales metabolitos, anfetamina (6% a 20%) y 4-hidroximetanfetamina (10%) [123]. Las
rutas metabolicas de la metanfetamina se resumen en la figura V.2. Igual que sucede
con la anfetamina, la orina acidificada aumenta el ritmo de excrecién y el porcentaje
de droga inalterada que se excreta.

Tras su administracion cronica, se han hallado en la orina de los consumidores
concentraciones de anfetamina de 1 a 90 ug/ml y concentraciones de metanfetamina de
25 a 300 ug /ml [124].
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B. Procedimientos de muestreo y de preparacion de la muestra para el
analisis de anfetamina y metanfemina y sus metabolitos

Los procedimientos y precauciones de cardcter general expuestos en la seccion I.C
y G.5 se aplican a las muestras empleadas para ensayos de deteccion de anfetamina y
metanfetamina.

Precauciones

Se debe tener cuidado al concentrar por evaporacién extractos que contengan an-
fetamina y metanfetamina, pues se pueden perder las bases libres en el curso de la
evaporacion del disolvente. Se pueden evitar esas pérdidas afiadiendo dcido clorhidrico
metanoico (metanol: dcido clorhidrico concentrado a 9:1 v/v; 50 pl) al extracto, para
formar las correspondientes sales clorhidricas de las drogas antes de que se evapore el
disolvente.

Figura V.2 Ruta metabdélica de la metanfetamina
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1. Preparacion de la muestra para el inmunoandlisis

En general, para los inmunoandlisis iniciales la preparacién de la muestra es mi-
nima. No es necesario hidrolizar las muestras de orina porque el inmunoandlisis permite
medir tanto las formas libres como conjugadas de las drogas y los metabolitos. Quizds
sea necesario ajustar el pH o centrifugar la orina para eliminar la turbidez. Para obtener
resultados Optimos, deben seguirse las instrucciones del fabricante.
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2. Preparacion de la muestra para la cromatografia
a) Hidrolisis
No es preciso efectuar hidrdlisis.

b) Extraccion
Extraccion liquido-liquido

La anfetamina y la metanfetamina se extraen de la orina con un pH alcalino cuando
el grupo amino se encuentra en estado neutro. Los valores pK  de ambas drogas son
9,9 y 10,1, respectivamente, y hay que ajustar a 11 el pH de la orina para obtener un
rendimiento 6ptimo. Se puede aplicar el siguiente método [125]:

Se pipetea orina (2 ml) en un tubo de fondo cénico de 50 ml y se aflade una solucién
del patrén interno (solucién de 2-metil-feniletilamina; 8 pg/ml; 0,25 ml), una solucién de
hidréxido sédico (1 M; 2 ml), agua (5 ml) y diclorometano (20 ml). Se tapona la probeta,
se agita, se centrifuga a poca velocidad durante 5 minutos y se desecha la capa superior.

Si es menester purificar mds el extracto, se puede seguir el siguiente procedimiento
de eliminacion, que se basa en la extraccién por rotacién acelerada en acido:

Se afiade al extracto 4cido sulftrico (0,15 M; 2 ml) y se cierra la probeta, se agita
y se centrifuga como se ha indicado antes. Se traslada la fase acuosa superior a una
probeta de fondo redondo de 15 ml, afiadiendo una solucién de hidréxido sédico (1 M;
1 ml) y 1-clorobutano o diclorometano (2,5 ml). Se tapona la probeta, se somete a una
enérgica rotacion acelerada superficial y se centrifuga. Se traslada el disolvente orgdnico
a una probeta limpia. Se afade 4cido clorhidrico metanoico (9:1 v/v; 50 ul) y se evapora
el extracto hasta que esté totalmente seco.

Extraccion en fase solida

Este método permite ahorrar tiempo, disminuye el volumen de disolventes nece-
sarios y evita los problemas que ocasiona la formacién de emulsiones que a veces tiene
lugar en el curso de la extraccion liquido-liquido, aunque estas ventajas se contrarrestan
por el costo de los cartuchos que deben emplearse.

Los cartuchos adecuados contienen diatomita o silice sustituida con grupos no
polares (octadecilsilice) [126], grupos de intercambio de cationes, 0 sustitutos mixtos
no polares y con intercambio de iones [127]. Hay que seguir las instrucciones del
fabricante de los cartuchos que se utilicen.

A continuacién se describe un procedimiento corriente:

Se acondicionan los cartuchos con fuerte intercambio de cationes (silice benceno-
sulfonilpropilo, de 1 ml de capacidad) al vacio o en un aparato de vacio con metanol
(2 ml), agua (1 ml) y dcido fosférico (10 mM; 0,5 ml). Mezclar cuidadosamente orina
(1 ml) y acido fosférico (10 mM; 0,5 ml) en una probeta y verter la mezcla en el car-
tucho. Secar el cartucho con aire durante aproximadamente 30 segundos y luego lavarlo
con acido fosférico (10 mM; 1 ml), dcido acético (0,1 M; 0,5 ml) y metanol (1 ml).
Se seca de nuevo con aire la columna durante aproximadamente 30 segundos y se eluyen
los analitos con metanol amoniacal (3% v/v; 2 ml). Se evapora el extracto hasta que
esté totalmente seco al vacio o utilizando un chorro de nitrégeno, teniendo presente la
advertencia formulada en la seccion V.B.2.b.

c) Patrones internos

Si es posible, la selecciéon de un patrén interno adecuado deberd ajustarse a los
criterios generales expuestos en la seccion 1.G.6. Para el andlisis por CG o CLAR de
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anfetaminas en la orina se proponen los siguientes patrones internos: fentermina,
propilanfetamina y otros productos andlogos de la anfetamina. En cuanto a la CG/EM,
los patrones internos idéneos son productos andlogos marcados con deuterio de la an-
fetamina y la metanfetamina; si no se puede disponer de ellos se utilizard uno de los
patrones antes mencionados para la CG.

d) Patrones de calibracion

Preparar soluciones concentradas en metanol que contengan 1 mg/ml de anfetami-
na, metanfetamina o el patrén interno. A partir de esas soluciones concentradas, preparar
patrones de orina que contengan entre 0 y 5 pg/ml de anfetamina y metanfetamina y
el patrén interno con una concentracién de 5 pg/ml. Al mismo tiempo que las muestras
de prueba se debe tratar un conjunto de patrones de orina para la calibracion.

C. Métodos de deteccion

1. Métodos de inmunoandlisis

Como se indica en la seccién 1.G.1, se pueden utilizar técnicas de inmunoandlisis
para seleccionar las sustancias, pero si se obtienen resultados positivos hay que confir-
marlos con un método distinto, mds especifico. Esto es especialmente importante si se
trata de analizar anfetamina y metanfetamina, pues hay muchas drogas similares a la
anfetamina que pueden tener una reaccién cruzada con anticuerpos que reaccionan con
la anfetamina y la metanfetamina (véase también la seccién VI.C.1). Los mddulos de
inmunoandlisis comerciales para detectar anfetamina y metanfetaina comprenden el
inmunoandlisis enzimdtico, el inmunoandlisis con polarizacién por fluorescencia, la
inhibicién de la aglutinacién con litex y el radioinmunoandlisis. Los pormenores de
estos inmunoandlisis varian considerablemente, segtin el anticuerpo que se utilice. En
el cuadro V.1 se resumen algunas caracteristicas de los inmunoandlisis disponibles.

Cuadro V.1 Reactividades cruzadas de médulos de inmunoanalisis comerciales
para la deteccion de anfetamina (A) y metanfetamina (MA)

Reactividad cruzada (%)

Inmunoandlisis d-A I-A d,I-A d-MA 1-MA
EMIT-d.a.u.

monoclonal 100 (300)+* 10 (2 900) 60 (500) 100 (1 000) 14 (7 000)
IAPF-TDx

anfetamina 91 (1 000)4 61 (1 000) 100 (1 000) 123 (1 000) 115 (1 000)
IAPF-TDx
anfetamina/

metanfetamina IT 100 (1 000)=¢ 57 (1 000) 165 (1 000) 98 (1000) 7 (1 000)
Abuscreen-Online 100 (1 000)“* - 66 (1 517) 0,5 (219 298) -

“Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracién deseada (300 6 1 000 ng/ml) por la concentracién
equivalente a 300 6 1 000 ng/ml de d-anfetamina o 1 000 ng/ml de d-metanfetamina y multiplicando por 100 (equi-
valente entre paréntesis, ng/ml).

"Informacién del fabricante.

‘Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracion aparente (medida) por la concentracién real y mul-
tiplicando por 100 (la concentracién entre paréntesis, en que se determiné la reactividad cruzada, ng/ml).

4J. T. Cody [128].
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2. Cromatografia en capa delgada
Técnica estandar de CCD

En la secciéon 1.G.2 figuran diversas observaciones de cardcter general sobre la
utilizacién de la cromatografia en capa delgada como técnica de deteccién. En otros
Iugares [10] se exponen detalladamente los materiales y procedimientos estandar de la
CCD, que son aplicables al andlisis de extractos bioldgicos.

Placas de CCD

Revestimiento: Gel de silice activado G que contiene un aditivo que al ser
irradiado con luz UV emite rayos de luz fluorescente con
una longitud de onda de 254 nm.

Espesor de la capa: 0,25 mm

Tamaiio de las placas: 20 x 20 cm, 20 x 10 cm o 10 x 5 cm; el recorrido éptimo
es de aproximadamente 10 cm.

Soluciones patron

Anfetamina
Metanfetamina

Se hacen todas las soluciones patrén con una concentracién de 5 mg/ml en metanol
y se deposita 1 ul de cada solucién en la placa.

Procedimiento

Se evaporan los extractos de orina en una probeta de ensayo hasta que estén
totalmente secos, teniendo presente la advertencia formulada en la seccién V.B.2.b, y
se vuelven a disolver en metanol (50 pl). Se deposita todo el extracto en la placa con
un tubo capilar de vidrio.

Disolventes para el revelado [129]

Sistema A: Metanol 100
Amoniaco concentrado 1,5

Sistema B: Acetato de etilo 85
Metanol 10
Amoniaco concentrado 5

Visualizacion

Antes de la visualizacién hay que secar las placas a la temperatura ambiente en
un horno a 120°C durante 10 minutos o, mds rapidamente, utilizando un secador de
aire caliente. Para el revelado adecuado de los colores es importante que no queden
vestigios de amoniaco en la placa. Se recomiendan los métodos de visualizacion
siguientes:

Reactivo Fast Black K [130 a 132]

Solucién A: 1% de sal Fast Black K en agua
Solucién B: 1 M de hidréxido sédico

Pulverizar las placas con la solucién A y observar si aparecen manchas de color.
Las aminas secundarias como la metanfetamina producen manchas de inmediato.
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El rociado con la solucién B produce una mancha de color si hay anfetamina (o
cualquier otro sustituto de la anfetamina). Secar con aire las placas y rociarlas una
vez mas con la solucién A, lo cual producird manchas de color mds intenso. El
color varia de violeta, si se trata de aminas primarias, a naranja, si se trata de
aminas secundarias como la metanfetamina. Los umbrales de deteccién de anfeta-
mina y metanfetamina son 0,1 pg y 0,05 pg, respectivamente [130].

Reactivo de ninhidrina.
Preparar una solucién al 10% en etanol.

Rociar con el reactivo de ninhidrina y calentar en un horno a 120°C durante por
lo menos 15 minutos. Apareceran manchas violetas o rosas si se trata de aminas
primarias como la anfetamina, y manchas mds intensas si se trata de aminas
secundarias como la metanfetamina.

Reactivo con fluorescamina (Fluram).
Preparar una solucién de 10 mg de fluorescamina en 50 ml de acetona.

Rociar con el reactivo de fluorescamina. Secar la placa con un secador de aire
caliente. Observar la placa usando una luz UV de 365 nm: La anfetamina produce
una mancha fluorescente amarilla brillante. El umbral de deteccién de la anfetamina
y otras anfetaminas primarias es de aproximadamente 10 ng. No se detecta la
metanfetamina.

Reactivo de Simons

Solucién A: Carbonato sédico acuoso al 20%
Solucién B: Nitroprusiato sédico acuoso al 1%.

Rociar la placa con la solucién A y luego con la solucién B. Colocar la placa en
una cubeta de revelado vacia junto a una cubeta que contenga acetaldehido. Tapar
el recipiente. El vapor de acetaldehido originard una mancha de metanfetamina
que adoptard un color azul intenso. El umbral de detecciéon de la metanfetamina
en la orina es de aproximadamente 0,1 pg/ml. La anfetamina y otras aminas pri-
marias producen manchas que varian de rosa palido a rojo vivo y la reaccién es
menos sensible.

Resultados

Cuadro V.2 Valores R, x 100

Compuesto Sistema de revelado

A B
Anfetamina 44 66
Metanfetamina 33 63

3. Prueba del color

Se ha dado a conocer una prueba sensible y especifica para detectar metanfetamina
en la orina [133].
Preparacion de los cartuchos adsorbentes

Se introduce el silice octadecilsilil (silice-ODS; 0,13 g) por succién con un aspi-
rador en un tubo de polietileno (35 mm x 4 mm de D.I.), rematado con una punta
fina (2 mm de D.I., aproximadamente).
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Preparacion del reactivo de Simons modificado

Se mezcla acetaldehido (25 ml) que contenga 1,5% de 4dcido acético con metanol
(25 ml) y se guarda en una refrigeradora. Antes de usarlo, se mezcla un volumen
de la solucién de acetaldehido con un volumen de 1% de solucién acuosa de
nitroprusiato sédico.

Procedimiento

En primer lugar se activa cada cartucho adsorbente haciendo pasar a través de él
metanol-0,1 M de acido clorhidrico (9:1 v/v; 2 ml) y luego agua destilada (3 ml). Se
mezcla una parte alicuota de la muestra de orina (5 ml) con el tampén (0,5 M; pH
8,0; 2,5 ml) y se hace pasar lentamente la solucion a través del cartucho adsorbente
con una jeringa desechable. Se limpia el cartucho con acetona acuosa (20% v/v; 4
ml) y luego se hace pasar el reactivo de Simons modificado (0,4 ml) a través del
adsorbente. Se recoge el eluyente en cuatro fracciones de tres gotas y se afiade una
gota de solucién de carbonato sédico (1% p/v) a cada fraccion. Si hay metanfemina,
aparece un color azul, fundamentalmente en la tercera fraccién, pero también en la
segunda y la cuarta si hay una concentracién elevada de metanfetamina en la orina.
Si no hay metanfetamina, el color serd naranja pdlido. El umbral de deteccién es 1
pg/ml de metanfetamina en la orina y la prueba se puede realizar en tres minutos.

D. Métodos cromatograficos de confirmacion

1. Cromatografia en fase gaseosa
a) Derivacion de las muestras

Anhidrido heptafluobutirico (AHFB) [134]:

Se aflade AHFB (50 pl) al residuo seco. Se tapa el tubo, se somete a rotacion acelerada
y se incuba a 75°C durante 20 minutos. Se destapa el tubo y se seca con aire o nitrégeno
a 30°C. Se disuelve su contenido en 50 ul de acetato de etilo y se inyectan de 1 a 2 pl
en la columna de CG.

Otro procedimiento [135]:

Se afiade hidréxido de potasio (0,5 M; 50 ul) al residuo seco y después 500 pl de tolueno.
Tras mezclarlos y centrifugarlos, se deposita la capa organica en un tubo de ensayo limpio
y se afladen 5 ul de AHFB. Se mezcla cuidadosamente la solucién y se aflade inmedia-
tamente bicarbonato sédico (10% p/v; 500 pl) sin dejar de revolver la mezcla. Se centrifuga
el tubo y se inyecta 1 ul de la capa (superior) de tolueno en la columna de CG.

Anhidrido trifluoroacético (ATFA) [50, 60]:

Se afnade acetato de etilo (100 ul) y ATFA (50 pl) al residuo seco. Se agita el tubo y
se incuba a 60°C durante 20 minutos. Se evapora cuidadosamente la mezcla hasta ob-
tener un volumen de 50 pl en un chorro débil de aire o nitrégeno a temperatura ambiente
y se inyectan de 1 a 2 pl en la columna de CG.

N-metil-N-tert-butildimetilsilil trifluoroacetamida (MTBSTFA) [137]:

Se afiaden 100 pl de acetonitrilo y 150 pl de MTBSTFA al residuo seco. Se tapa el
tubo y se calienta a 90°C durante 15 minutos y se deja seguidamente a temperatura

68



ambiente durante 2 horas o mds. Se afiaden 500 ul de acetonitrilo y el contenido se
mezcla y se utiliza para CG o CG/EM.

b) Meétodo sin derivacion

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de llama de ionizacién o de nitrégeno-fésforo

Columna: Columna de relleno de vidrio (2 m x 3 a 4 mm de D.I.) con
fases estacionarias liquidas de dimetilsilicona (p.ej., OV-1,
SE-30) o metilfenilsilicona (p.ej., OV-17)

Gas portador: Nitrégeno a 30 ml/min

Las columnas capilares de silice fundida con fases estacionarias no polares ligadas
(p-€j., SE-54) son una variante ttil de las columnas de relleno que se acaban de
describir. Se utiliza gas portador de helio con un caudal de 1 ml/min

Temperaturas
de trabajo: Inyector: 250 a 280°C
Horno: 90 a 280°C (la programacién de la temperatura
dependera de la columna que se utilice)
Detector: 280 a 300°C

c) Meétodo con derivacion

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de llama de ionizacion, de nitrégeno-fésforo, ECD o
EM con ionizacién IE+, en el modo de trabajo de monitoreo
selectivo de iones (SIM).

Columnas y

temperaturas: Véase el método sin derivacion supra.

Resultados

Cuadro V.3 Datos de retencion de la anfetamina y la metanfetamina
y sus derivados

Columna
SE-30 3% OV-17 SE-54
Compuesto Sin derivar” Derivado por TFA* Derivado por AHFB®
Anfetamina 1129 1 536 2,74
Metanfetamina 1176 1722 3,61

“Indices de retencién.
"Tiempos de retencién (min) en una columna capilar SE-54 (25 m x 0,3 mm de D.I, espesor de la pelicula
0,17 pm) con un programa de temperatura de 120°C (1 min) a 280°C a 10°/min.

2. Cromatografia en fase gaseosa-espectrometria de masas [125,134, 136, 137]

Cuando se emplea un espectrometro de masas como detector, los principales iones
(m/z) en la ionizacion IE+, en el modo de monitoreo selectivo de iones (SIM), son los
que figuran en el cuadro V.4.
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Cuadro V.4 Principales iones en los espectros de masas de la anfetamina y la
metanfetamina y sus derivados

Principales fragmentos ionicos (m/z)

AHFB TFA TBDMS
Compuesto Sin derivar Sin derivar* Derivado* Derivado®
Anfetamina 44, 65, 91 91, 118, 240 91, 118, 140 73, 100, 158, 192
Metanfetamina 58, 91, 134 91, 118, 254 110, 118, 154 73, 172, 173, 206

3. Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento (CLAR)

A continuacién se exponen dos métodos para el andlisis de anfetamina y metan-
fetamina en la orina por medio de la CLAR [138 a 141].

a) Meétodo sin derivacion [138].
Preparacion de las muestras

La extraccion de muestras se lleva a cabo como se ha descrito anteriormente
(seccion V.B), empleando fentermina como patrén interno. Los extractos se evaporan
en un chorro de nitrégeno hasta que estén totalmente secos, teniendo en cuenta las
advertencias formuladas en la seccién V.B.2, y después se vuelven a disolver en 50 a
100 pl de acetonitrilo o fase mavil.

Soluciones patron

Las soluciones patrén se preparan disolviendo el material de referencia en aceto-
nitrilo para obtener una concentracién de 0,01 mg/ml.

Condiciones de trabajo

Columna: Octadecilsilice, (Spherisorb ODS-1 o equivalente), 3 6 5 um,
12,5 cm x 4,0 mm de D.I. + precolumna
Fase movil: Acetonitrilo-agua (57:943 p/p) + éacido fosférico (8,5 g/l) +

hexilamina (0,28 ml/l). Segin el tipo de columna que se utilice,
se pueden optimizar los valores K’ variando la proporcién en-
tre el acetonitrilo y el agua.

Caudal: 0,8 ml/min
Deteccion: UV a 190 nm
Volumen de
inyeccion: 10 wl
Cuantificacién: Por punto méximo usando el patrén interno.
Resultados

Tiempos de retencién con respecto a la fentermina (patrén interno)

Anfetamina 0,64
Metanfetamina 0,93
Fentermina 1,00 (8,1 min)
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b) Método con derivacion [141]

Preparacion de las muestras

La extraccion de muestras se lleva a cabo conforme se ha descrito anteriormente
(seccion V.B), empleando fentermina como patrén interno. Las soluciones patrén se
preparan disolviendo el material de referencia de orina (sustancia testigo) hasta obtener
una concentracién de 5 pug/ml y se tratan de igual modo que las muestras de orina para
andlisis. Se evaporan los extractos en un chorro de nitrégeno hasta que estén totalmente
secos, teniendo en cuenta las advertencias formuladas en la secciéon V.B.2, y a conti-
nuacién se vuelven a disolver en bicarbonato sédico (2% p/v; 200 pl) y se afiade un
volumen igual de B-naftoquinona-4-sulfonato de sodio. Tras calentar en un horno a 60°C
durante 30 minutos, se extrae la solucién acuosa con hexano/éter dietilico (2:1 v/v)
utilizando un mezclador de torbellino durante 1 min. Se deposita la capa organica en
una probeta limpia y se evapora en un chorro de nitrégeno hasta que esté totalmente
seca. Se disuelve el residuo en acetonitrilo (100 ul).

Condiciones de trabajo

Columna: Octadecilsilice, (u-Bondapack C-18 o equivalente), 3 6 5 um,
15 cm x 3,9 mm de D.I.

Fase movil: Acetonitrilo-metanol-0,01 M de 4acido sulfirico (20:20:60,
vIviv).

Caudal: 0,8 ml/min

Temperatura: 40°C

Detector: UV a 248 nm o detector electroquimico a 0,0 V en contrapo-

sicién a Ag/AgCl
Volumen de

inyeccion: 5al0pul
Cuantificacién: Por punto maximo usando el método del patrén interno.
Resultados

Los tiempos de retenciéon con respecto a la fentermina (patrén interno) son los
siguientes:

Anfetamina 0,57
Metanfetamina 0,70
Fentermina 1,00 (25,12 min)

E. Interpretacion de los resultados

Se ha detectado anfetamina inalterada en la orina hasta 29 horas después de la
toma de una sola dosis oral de 5 mg de anfetamina. También se ha detectado metanfe-
tamina inalterada hasta 23 horas después de una sola dosis oral. Por lo general, un
andlisis de anfetamina positivo indica que en las 24 a 48 horas anteriores se ha consu-
mido anfetamina o metanfetamina.

Hay que considerar otras tres cuestiones. En primer lugar, algunos fiarmacos ge-
néricos que se utilizan como descongestivos y anoréxicos contienen efedrina y fenil-
propanolamina, que pueden dar resultados positivos con andlisis a base de EMIT y RIA
si estdn presentes en la orina en una concentracién significativa. En segundo lugar, al-
gunos fdrmacos cuya prescripcion requiere receta médica, como por ejemplo,
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Figura V4 Drogas que se metabolizan en anfetamina o metanfetamina
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benzfetamina, fenfluramina, mefentermina, fenmetracina y fentermina, también pueden
dar resultados positivos en inmunoanalisis. Por tltimo, algunas drogas producen anfe-
tamina y metanfetamina en la orina como metabolitos (figura V.4). Por consiguiente, si
se tienen dudas sobre la procedencia de la anfetamina o de la metanfetamina detectadas
en una muestra de orina, es sumamente importante analizar de nuevo la orina en busca
de las drogas originarias.
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VI. Métodos recomendados para
la deteccidn y el analisis

de los derivados anfetaminicos
con anillo sustituido en

especimenes biolégicos

A. Introduccion

Los derivados anfetaminicos ilicitos con anillo sustituido se encuentran en general
con menos frecuencia que la anfetamina y la metanfetamina, de las cuales se diferencian
ademds por sus caracteristicas quimicas y farmacoldgicas y sus métodos de andlisis. En
este manual se abordardn las siguientes sustancias:

3,4-metilendioxianfetamina MDA
3,4-metilendioximetanfetamina MDMA, éxtasis
3,4-metilendioxietilanfetamina MDE, MDEA
5-metoxi-3,4-metilendioxianfetamina MMDA
4-metoxianfetamina PMA
4-metoximetanfetamina PMMA
2,5-dimetoxianfetamina DMA
2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina DOM, STP
2,5-dimetoxi-4-etilanfetamina DOET
3,4,5-trimetoxianfetamina TMA

4-bromo-2,5-dimetoxianfetamina

DOB, bromo-STP

Se han sintetizado otros muchos productos andlogos de la anfetamina y de la me-
tanfetamina, algunos de los cuales se han distribuido ilicitamente en pequefia escala en
distintos lugares; por ejemplo, la 3,4-metilendioxietilanfetamina y la N,N-dimetilanfe-
tamina. Salvo la PMMA, también figuran entre las sustancias enumeradas en las listas
anexas al Convenio sobre Sustancias Sicotrépicas de 1971. En el Manual de las Naciones
Unidas titulado Métodos recomendados para el ensayo de los derivados anfetaminicos
con anillo sustituido [129] se exponen la historia y las propiedades fisicas y quimicas
de esos derivados, por lo que no se reproduciran aqui. En recientes resefias bibliograficas
figuran nuevos datos sobre farmacologia y toxicologia [142 a 144].

1. Vias de administracion

Practicamente todas las sustancias ilicitas contienen la droga en forma de sal de
clorhidrato y consisten en polvos blancos o mate, tabletas o cdpsulas o, en el caso de
la DOB, impregnada en papel (secante) para su administracién por via oral. No obstante,
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también se pueden inyectar por via intravenosa o se pueden fumar, como sucede con
el “hielo” (véase la secciéon V.A.2). La dosis habitual de MDA y MDMA oscila entre
80 y 125 miligramos. La DOM y la DOB se consumen por lo general por via oral en
dosis de 15 a 25 miligramos.

2. Metabolismo y excrecion

La mayoria de los derivados anfetaminicos se absorben rdpidamente en el tracto
gastrointestinal y atraviesan con facilidad la barrera sangre-cerebro. Igualmente ripida
es la aparicién de los efectos sicotrdpicos de las drogas.

No se ha estudiado a fondo el metabolismo humano de las anfetaminas con anillo
sustituido, pero se pueden enunciar algunos aspectos generales a partir de los datos
disponibles sobre seres humanos y de las conclusiones de estudios de metabolismo he-
chos en laboratorio con animales [144 a 153]. En todos los casos se excreta inalterada
con la orina una fraccién considerable de la dosis, o sea, que los compuestos originarios
son la sustancia que hay que buscar en la deteccion del consumo de estas drogas me-
diante andlisis de orina.

En el cuadro VI.1 se resumen las informaciones de que se dispone actualmente
sobre el metabolismo de estas sustancias.

Asimismo, se sabe poco acerca del periodo de semidesintegracion de estos derivados
en el plasma y de su excrecién en la orina, aunque diversos estudios aparecidos sobre la
DOM y la DOET indican que en las 24 primeras horas se excreta sin alteracion en la
orina hasta un 20% de la primera, y entre el 10% y el 40% de la segunda. La excrecion
urinaria maxima tiene lugar al cabo de 3 a 6 horas en ambos casos [150, 151].

En un estudio de control clinico con 1,5 mg/kg de peso corporal de MDMA, se
observaron niveles maximos en el plasma del orden de 0,33 pg/ml después de 2 horas,
con un periodo de semidestingracion en el plasma de 8 horas. Pudieron observarse en
el plasma pequefias cantidades de MDA, el metabolito N-demetilo de la MDMA. Los
niveles medios en la orina de MDMA fueron de, aproximadamente, 1,4, 14 y 23 pg/ml
después de 1,5, 10 y 22 horas, respectivamente. Los principales metabolitos de la orina
fueron la 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina y la 3,4-dihidroximetanfetamina, ambas
excretadas como glucurénidos [153].

Cuadro VI. 1 Metabolismo de derivados de anfetamina con anillo sustituido

Compuesto
Compuesto Especies especifico Otros metabolitos Referencias
MDA Ratas MDA 4-hidroxi-3-metoxianfetamina 145
MDMA Humanos MDMA 4-hidroxi-3-metoximetanfetamina 146, 153
3,4-dihidroximetanfetamina (conjug.) 153
3,4-metilendioxianfetamina 153
PMA Humanos PMA 4-hidroxianfetamina 147
DOM Humanos DOM 4-carboxi-2,5-dimetoxianfetamina 148-150
DOET Humanos DOET 151
DOB Humanos DOB 152

B. Procedimientos de muestreo y de preparacion de la muestra para el
analisis de derivados anfetaminicos con anillo sustituido

Los procedimientos y las advertencias generales de la seccién I.C y G.5 se aplican
a las muestras utilizadas para ensayar derivados anfetaminicos con anillo sustituido.
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Precauciones

Hay que tener cuidado al concentrar por evaporacién extractos que contengan
derivados anfetaminicos con anillo sustituido, pues durante la evaporacién del disolvente se
pueden perder las bases libres. Para evitar estas pérdidas se puede afadir 4cido clorhidrico
metandlico (metanol dcido clorhidrico concentrado 9:1 v/v; 50 pl) al extracto para formar las
correspondientes sales clorhidricas de las drogas antes de que se evapore el disolvente.

1. Preparacion de las muestras para el inmunoandlisis

En general, para los inmunoandlisis de deteccion la preparacién de la muestra es
minima. No es necesario hidrolizar las muestras de orina porque el inmunoandlisis
permite medir tanto las formas libres como conjugadas de las drogas y los metabolitos.
Quizds sea necesario ajustar el pH o centrifugar la orina para eliminar la turbidez. Para
obtener resultados 6ptimos, deben seguirse las instrucciones del fabricante.

2. Preparacion de las muestras para la cromatografia
a) Hidrolisis
En general no se requiere efectuar hidrdlisis para las anfetaminas con anillo susti-

tuido, salvo cuando tengan que analizarse concentraciones bajas de metabolitos
mono-/dihidroxilados (p.ej., de MDMA) [153].

b) Extraccion

Las sustancias que se buscan son los derivados anfetaminicos con anillo sustituido
inalterados que se extraen de la orina siguiendo procedimientos similares a los descritos
a propdsito de la anfetamina y la metanfetamina (seccion V.B). Obsérvese que algunos
de los metabolitos de las sustancias de este grupo pueden contener grupos dcidos (car-
boxilicos y fendlicos) y bdsicos (aminas). Si hay que analizar estos metabolitos, habra
que seleccionar cuidadosamente las condiciones de extraccién, en particular el pH.

Se han propuesto varios procedimientos de extraccion en fase s6lida de MDMA
utilizando sorbentes mixtos [154] o de intercambio idnico [138, 153]. Se recomienda
el método de extraccion en fase sdlida que se expone a continuacion.

Se mezcla orina (2 ml) y el patrén interno (0,25 ml de una solucién de 8 ug/ml del patrén
interno escogido) con un tampén de fosfato (0,1 M; pH 6; 2 ml) [154]. De ser preciso, se
ajusta el pH a un pH 5 a 7 con hidréxido sédico (0,1 M) o 4cido clorhidrico (0,1 M). Se
preparan los cartuchos para la extraccion en fase solida (de 5 ml de capacidad, rellenos con
silice modificada que contenga una mezcla de grupos no polares y de intercambio catiénico,
por ejemplo, Bond Elud Certify®) con metanol (2 ml) y el tampén de fosfato (0,1 M; pH 6;
2 ml). Se hacen pasar lentamente las muestras de orina por los cartuchos durante por lo menos
2 minutos. Se lavan los cartuchos con 4cido acético (1 M; 1 ml) y luego se secan con aire a
vacio total durante 5 minutos. Se vuelven a enjuagar los cartuchos con metanol (6 ml) y se
secan de nuevo durante 2 minutos. Se eluyen las sustancias que se buscan con acetato de etilo
que contenga un 2% de amoniaco concentrado (preparado poco antes; 2 ml). Se evapora cui-
dadosamente el eluato bajo una corriente de nitrégeno a temperatura inferior a 40°C. Obsérvese
que no se puede afadir 4cido clorhidrico metandlico a estos extractos para evitar las pérdidas
por evaporacion de la sustancia que se busca (véase la secciéon VLB, supra), ya que haria que
se precipitase el cloruro aménico. De ser preciso se puede purificar este extracto, segtin el
método de andlisis subsiguiente, dividiendo el residuo entre hidréxido sddico acuoso (1 M;
1 ml) y clorobutano (2,5 ml). Se lleva la capa orgdnica superior a un tubo de vidrio limpio
y se evapora cuidadosamente hasta que esté totalmente seca, después de lo cual se puede
afiadir dcido clorhidrico metanélico antes de evaporar el disolvente.
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c) Patrones internos

La eleccién de un patrén interno adecuado deberd ajustarse, de ser posible, a los
criterios generales formulados en la seccién I.G. Se proponen los siguientes patrones in-
ternos para el andlisis por CG o CLAR de anfetaminas con anillo sustituido en la orina:
fentermina, propilanfetamina, metilendioxi-propilanfetamina y otros productos andlogos
de la anfetamina. En cuanto a la CG/EM, los patrones internos idéneos son los productos
andlogos marcados con deuterio de las sustancias que se buscan, y si no se pueden utilizar,
se empleara uno de los patrones mencionados anteriormente para la CG.

d) Patrones de calibracion

Preparar una solucién concentrada de cada una de las sustancias que se buscan y
del patrén interno en metanol con una concentracién de 1 mg/ml. A partir de estas so-
luciones concentradas, preparar patrones de orina que contengan entre 0 y 5 pg/ml del
compuesto o los compuestos que se buscan y el patrén interno con una concentracién
de 5 pg/ml. Simultineamente con las muestras del ensayo se debe tratar un conjunto
de patrones de orina para calibracion.

C. Meétodos de deteccion
1. Meétodos de inmunoandlisis

En la seccién 1.G.1, se formulan diversas observaciones generales acerca de la
seleccion y el empleo de inmunoanélisis. La mayoria de los inmunoandlisis para drogas
similares a la anfetamina tienen por objeto detectar anfetaminas y metanfetaminas; ahora
bien, algunos tienen una considerable capacidad de reactividad cruzada con miembros
de la familia de los derivados anfetaminicos con anillo sustituido. Como los inmunoa-
ndlisis no son especificos, es necesario confirmar siempre los resultados positivos con
un segundo método, mds especifico.

No se han determinado los niveles limite ni los umbrales de deteccién de las an-
fetaminas con anillo sustituido; en cambio, se poseen algunos datos sobre reactividad
cruzada, que pueden compararse con las reactividades cruzadas y los niveles limite de
la anfetamina y la metanfetamina para estimar los de los derivados con anillo sustituido
(véase el cuadro VI.2).

Cuadro VI.2 Reactividades cruzadas de los derivados anfetaminicos con anillo
sustituido obtenidas con moédulos de inmunoanalisis comerciales

Reactividad cruzada (%)

Andlisis MDA MDMA MDE DMA TMA DOB DOM
EMIT-d.a.u.

(monoclonal) 147 (1 000)*> 74 (1 000)
IAPF-TDx

anfetamina 15 (1 000)>¢ 25 (1 000) 32 (1000) 0,6 (5000) 0.4 (5000) 0,5 (5000) 0,6 (5000)
IAPF-TDx

anfetamina/
metanfetamina II 148 (1 000)>¢ 97 (1 000) 43 (1 000) 7 (5 000) 3 (5 000) 5(5000) 4 (5000)
Abuscreen-Online 41 (1 000)** 0,2 (1 000) 66 (1 517) 0,5 (219 298) - - -

“Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracién deseada (1.000 ng/ml) por la concentracién equiva-
lente a 1.000 ng/ml de d-anfetamina y multiplicando por 100 (equivalentes entre paréntesis, ng/ml).

"Informacién del fabricante.

“Reactividad cruzada calculada dividiendo la concentracion aparente (medida) por la concentracién real y mul-
tiplicando por 100 (la concentracion entre paréntesis, en que se determiné la reactividad cruzada, ng/ml).

4Véase J.T. Cody [128].
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2. Cromatografia en capa delgada

Técnica estandar de CCD

En la seccién 1.G.2, figuran diversas observaciones de cardcter general sobre la
utilizacion de la cromatografia en capa delgada como técnica de deteccion. En otros
lugares [10] se exponen detalladamente los materiales y procedimientos estdndar de la
CCD, que son aplicables al andlisis de extractos bioldgicos.

Placas de CCD

Revestimiento: Gel de silice activado G que contiene un aditivo que al ser
irradiado con luz UV emite rayos de luz fluorescente con
una longitud de onda de 254 nm.

Espesor de la capa: 0,25 mm

Tamaiio de las placas: Placas de vidrio de 20 x 20 cm, 20 x 10 cm o 10 x 5 cm;
el recorrido optimo es de aproximadamente 10 cm

Soluciones patron

Se hacen todas las soluciones patrén con una concentracién de 1 mg/ml en metanol
y se depositan 5 pl de cada solucién en la placa.

Procedimiento

Se evaporan los extractos de orina en un tubo de ensayo hasta que estén totalmente
secos, teniendo en cuenta la advertencia formulada en la seccion VI.B, y se vuelven a disolver
en metanol (50 pl). Se deposita todo el extracto en la placa con un tubo capilar de vidrio.

Disolventes para el revelado [129]

Sistema A: Metanol 100
Amoniaco concentrado 1,5

Sistema B: Acetato de etilo 85
Metanol 10
Amoniaco concentrado 5

Visualizacion

Antes de la visualizacién hay que secar las placas a la temperatura ambiente en
un horno a 120°C durante 10 minutos o, mds rapidamente, utilizando un secador de
aire caliente. Para el revelado adecuado de los colores es importante que no queden
vestigios de amoniaco en la placa.

Reactivo Fast Black K [129 a 132]. (Véase la preparacion en la seccién V.C.2)]
Reactivo de ninhidrina. (Véase la preparacion en la seccién V.C.2)

Reactivo de fluorescamina (Fluram). (Véase la preparacioén en la seccién V.C.2)

Se recomienda utilizar el reactivo de fluorescamina (Fluram) para la deteccién de
concentraciones bajas de aminas primarias (véase la seccién V.C.2).
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Resultados
Cuadro VL3 Valores R x 100

Sistema de revelado

Compuesto A B
MDA 41 62
MDMA 31 62
PMA 41 62
DMA 37 65
DOM 35 63
DOET 36 61
DOB 37 62

D. Métodos cromatograficos de confirmacién

1. Cromatografia en fase gaseosa

a) Derivacion de las muestras

Anhidrido heptafluorobutirico (AHFB) [134]

Afiadir AHFB (50 pl) al residuo seco. Tapar el tubo, someterlo a rotacién acelerada e
incubarlo a 75°C durante 20 minutos. Destapar el tubo y secarlo con aire o nitrégeno
a 30°C. Disolver el contenido en 50 pl de acetato de etilo e inyectar 1 a 2 pl en la co-
lumna de CG.

Otro procedimiento [135]

Afadir hidréxido de potasio (0,5 M; 50 pl) al residuo seco y después 500 pl de tolueno.
Tras mezclarlos y centrifugarlos, depositar la capa organica en un tubo de ensayo limpio
y afladir 5 ul de AHFB. Mezclar cuidadosamente la solucién y afiadir inmediatamente
bicarbonato sédico (10% p/v; 500 ul) sin dejar de revolver la mezcla. Centrifugar el
tubo e inyectar 1 pl de la capa (superior) de tolueno en la columna de CG.

Anhidrido trifluoroacético (ATFA) [125, 136]

Afadir acetato de etilo (100 ul) y ATFA al residuo seco. Agitar el tubo e incubarlo a
60°C durante 20 minutos. Evaporar cuidadosamente la mezcla hasta obtener un volumen
final de 50 pl en una corriente débil de aire o nitrégeno a temperatura ambiente e
inyectar 1 a 2 ul en la columna de CG.

b) Método sin derivacion: técnica de columna de relleno

Condiciones de trabajo

Detector: Detector de llama de ionizacién, detector de
nitrégeno-fosforo
Columnas: Columnas de vidrio de relleno (2 m x 3 a 4 mm de D.I)

con fases estacionarias liquidas de dimetilsilicona (p.ej.,
OV-1, SE-30) o metilfenilsilicona (p.ej., DB-1, OV-17)
Gas portador: Nitrégeno a 30 ml/min.
Las columnas capilares de silice fundida con fases estacionarias no polares ligadas
(p-€j., SE-54) son una alternativa ttil a las columnas de relleno que se acaban de
describir. El gas portador helio se utiliza a un caudal de 1 ml/min.

80



Temperaturas
de trabajo: Inyector: 250 a 280°C
Horno: 90 a 180°C (la programacion de la temperatura
dependera de la columna que se utilice).
Detector: 280 a 300°C

c) Meétodo con derivacion
Condiciones de trabajo
Detector: Detector de llama de ionizacién, detector de nitrége-
no-fésforo, CDE o EM con ionizacién IE, en el modo

de monitoreo selectivo de iones (SIM).
Columnas y temperaturas: Véase el método sin derivacion supra.

Resultados

Cuadro VI.4 Datos de retencion de las anfetaminas con anillo sustituido
y sus derivados

Columna

OV-1 o SE-30 DB-1 SE-54
Compuesto Sin derivar Sin derivar” Derivado por AHFB®
MDA 1477 1 444 5,77
MDMA 1585 1501 6,87
PMA 1412 1 346 4,77
DMA 1 558 1527 6,24
DOM 1618 1593 6,65
DOET 1 654 1 654 7,23
DOB 1 809 1 786 8,70

“Indices de retencion.

"Tiempos de retencién (min) en una columna capilar SE-54, 25 m x 0,3 mm de D. L; espesor de la pelicula
0,17 pm, con un programa de temperatura de 120°C (1 min) a 280°C, a 10%min. El tiempo de retencion de la anfeta-
mina es con este régimen de 2,74 minutos.

2. Cromatografia en fase gaseosa-espectrometria de masas

Cuando se emplea un espectrometro de masas como detector, los principales iones
(m/z) de los espectros de IE+ son los que figuran en el cuadro VLS.

Cuadro VLI.5 Principales iones en los espectros de masas de derivados
anfetaminicos con anillo sustituido

Principales fragmentos idnicos (m/z)

Compuestos Sin derivar Derivados por AHFB
MDA 44, 135, 136 135, 162, 240

MDMA 58,77, 135, 136 135, 162, 254

PMA 44, 78, 122 121, 148, 240

PMMA 58, 77, 78, 121 -

DMA 44, 72, 91 151, 178, 240

DOM 44, 151, 166 91, 135, 165, 193, 405
DOET 44, 165, 180 179, 206, 240

DOB 44, 215, 217, 230 232 229, 231, 256, 258, 240

81



3. Cromatografia en fase liquida de alto rendimiento

A continuacién se exponen dos métodos para el ensayo de derivados anfetaminicos
con anillo sustituido en la orina por medio de CLAR [138 a 141].

a) Método sin derivacion [138].
Preparacion de las muestras

La extraccion de muestras se lleva a cabo como se ha descrito anteriormente (véase
la seccién VI. B), empleando fentermina como patrén interno. Los extractos se evaporan
en un chorro de nitrégeno hasta que estén totalmente secos, teniendo en cuenta las
advertencias formuladas en la seccion VI.B.2, y después se vuelven a disolver en
100 ul de acetonitrilo o fase movil.

Soluciones patron

Las soluciones patrén se preparan disolviendo el material de referencia en aceto-
nitrilo para obtener una concentraciéon de 0,01 mg/ml.

Condiciones de trabajo

Columna: Octadesilice (Spherisorb ODS-1 o equivalente), 3 6 5 um,
12,5 cm x 4,0 mm de D.I. + precolumna
Fase movil: Acetonitrilo-agua (57:943 p/p) + acido fosférico (8,5 g/l)

+ hexilamina (0,28 ml/l. Segtn el tipo de columna que se
utilice, los valores K’ pueden optimizarse variando la pro-
porcién entre el acetonitrilo y el agua.

Caudal: 0,8 ml/min

Deteccion: UV a 190 nm

Volumen de inyeccién: 10 pl

Cuantificacion: Por punto maximo usando el patrén interno

b) Método con derivacion [141]
Preparacion de las muestras

La extracciéon de muestras se lleva a cabo conforme se ha descrito anteriormente
(véase la secciéon VI.B), empleando fentermina como patrén interno. Se evaporan los
extractos en una ampolla de cristal con corriente de nitrégeno hasta que estén totalmente
secos y a continuacién se vuelven a disolver en bicarbonato sédico acuoso (2%, p/v;
200 ul) y se afiade una solucién acuosa de B-naftoquinona-4-sulfonato sédico (0,5% p/v;
200 pl). Se tapan las ampollas y se calientan a 60°C durante 30 minutos. Después de
enfriarlas, se extrae la solucién acuosa con hexano/éter dietilico (2:1, v/v) utilizando un
mezclador de torbellino durante un minuto. Se extrae la capa orgdnica y se evapora en
un chorro de nitrégeno hasta que esté totalmente seca. Se disuelve el residuo en aceto-
nitrilo (100 pl).

Soluciones patron

Las soluciones patrén se preparan disolviendo el material de referencia en orina
(sustancia testigo) hasta obtener una concentracién de 5 pg/ml.
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Condiciones de trabajo

Columna: Octadesilice (u-Bondapack C-18 o equivalente) 3 6 5 um,
15 ¢cm x 3,9 mm de D.I.

Fase movil: Acetonitrilo-metanol-0,01 M de acido sulfirico (20:20:60
v/IVIV).

Caudal: 0,8 ml/min

Temperatura: 40°C

Detector: UV a 248 nm o detector electroquimico a 0,0 V

Volumen de inyeccién: 5 a 10 ul

Cuantificacion: Por puntos méaximos usando el método del patrén
interno

Resultados

Cuadro VL.6 Tiempos de retencion de los derivados anfetaminicos con anillo
sustituido con respecto a la fentermina (patrén interno)

Compuesto Método sin derivacion Método con derivacion
MDA 0,83 0,49

MDMA 1,19 -

PMA 0,90¢ 0,57

PMMA - 0,76

Fentermina 1,00 (8,1 min; 3,4 mina) 1,00 (25,12 min)
DMA 1,88 -

DOM 2,154 1,44

DOET 4,06¢ --

DOB 2,59¢ 1,72

“Valor determinado con una fase mévil que contiene acetonitrilo-agua (182:816 (p/p) + é4cido fosférico (8,5 g/l)
+ hexilamina (0,28 ml/l).

E. Interpretacion de los resultados

Apenas hay publicaciones cientificas sobre la gama de concentraciones que cabe
prever entre los consumidores ocasionales o crénicos de anfetaminas con anillo
sustituido.

Se sabe que, tras una sola dosis de MDA, las concentraciones en el plasma y la
orina de droga inalterada son inferiores a 0,4 ug/ml y a 10 pug/ml, respectivamente. En
cuanto a la PMA, las concentraciones correspondientes de droga en el plasma y la orina
son inferiores a 0,2 ug/ml y 5 ug/ml, respectivamente [84].

En caso de consumo excesivo, se han hallado en el plasma y la orina niveles de
MDA de 5 a 25 pg/ml y 50 a 150 ug/ml , respectivamente. En cuanto a la PMA, los
niveles encontrados varian entre 0,3 y 2 pg/ml en el plasma y 5 y 200 ug/ml en la orina,
respectivamente [84].

Después de administrarse 1,5 mg/kg de peso corporal de MDMA, se observaron
niveles maximos en el plasma de aproximadamente 0,33 pg/ml, mientras que pudieron
encontrarse concentraciones en la orina de cerca de 1,4, 14 y 23 pg/ml después de 1,5,
10 y 22 horas, respectivamente [153].

Se han notificado casos de defuncidn relacionados con el consumo de estas drogas.
Las concentraciones en la sangre y la orina en dichos casos varian entre 2,3 y 26 pg/ml
en la sangre y entre 46 y 175 pg/ml en la orina, respectivamente [154 a 156]. En cinco
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casos de defuncién asociados con el consumo de MDMA y de MDEA se hallaron en
la sangre niveles entre 0,9 y 2 pg/ml [157]. Nueve caddveres de personas que habian
consumido PMA presentaban concentraciones de PMA en la sangre y en la orina de
0,3 a 1,9 pg/ml y de 6,0 a 175 pg/ml, respectivamente [158].
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