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RESUMEN

abuso en muestras de orina.

Se hace una revision sobre las diferentes posibilida-
des que ofrecen las técnicas de inmunoensayo y las
cromatogrificas en conjuncién con los detectores
especificos y el de masas, en el proceso de screening
y posterior confirmacién de positivos a drogas de

A rewiew is made of the posibilities offered by
inmunoassay and cromatografics tecniques in addition
to the specific detectors and masas detector in the
process of screening and confirmation positive abuse
drugs in urine samples.

SUMMARY

INTRODUCCION

El progresivo incremento en el nua-
mero de pruebas analiticas sobre con-
sumo de drogas de abuso viene justifi-
cado por su utilidad para detectar
precozmente conductas bien sean adi-
tivas u ocasionales y el valor preventivo
que reporta esa informacién, para ini-
ciar rapidamente la deshabitacion, asi
como el valor disuasorio que ofrece la
constatacién facil del consumo.

En el seno de las FAS estas evidencias
analiticas tienen una especial trascen-
dencia por las acciones disciplinarias
que pueden derivar y por la importancia
que para la seguridad y buen funciona-
miento de las mismas supone el conocer
de antemano aquellos miembros en
quienes no se puede encomendar pues-
tos de responsabilidad debido a su
conexion con el problema de la droga-
diccién.

Por ello es necesario disponer de
técnicas lo suficientemente precisas y
fiables que permitan detectar en los
medios biolégicos aquellas substancias
consideradas como ilicitas. Afrontar
con €xito esta tarea es un reto al
analista toxicélogo, que dispone como
herramientas las técnicas que a conti-
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nuaciéon expondremos, mostrando asi
las diferentes opciones 6 alternativas
que para estos fines se dispone y que
se vienen utilizando en diferentes labo-
ratorios asi como en los del Grupc de
Farmacia de Madrid y de Sevilla.

1. TECNICAS DE INMUNOENSAYO

Con esta denominacion genérica se
incluye un amplio grupo de métodos
que aunque distintos en sus modos de
etiquetaje incluyen como caracteristica
comun la capacidad de una determina-
da droga de inhibir de modo competiti-
vo la reaccién entre anticuerpos espe-
cificos de esa misma droga y una
molécula apropiada que es esa misma
droga marcada o etiquetada conve-
nientemente, y que participa en la
reacciéon inmunoquimica con el anti-
cuerpo como si fuera la droga de origen.
La forma de marcar puede ser por
medio de un radioisétopo en cuyo caso
hablamos de Radioinmunoanalisis
(RIA), con un enzima unido a su es-
tructura covalentemente, Enzimoinmu-
noanalisis (EMIT), por medio de células
sanguineas Inhibicién de la Hemaglu-
tinacién (H.L), por medio de un enzima
que actua sobre un substrato fluores-
cente (SLFIA), por medio de un radical
nitréxilo unido covaléntemente Free
Radial Analisis Tecnique (FRACT).

En una reaccién de inmunoensayo
una vez adicionados a la muestra los

anticuerpos especificos, la droga eti-
quetada y el substrato especifico del
enzima, se produce una reaccion y del
equilibrio que resulta, cantidades va-
riables del enzima ligado, con capacidad
de actuar sobre el substrato y originar
olros compuestos cuya concentracion
suceptible de medir espectrofotométri-
camente se correlaciona con el conteni-
do de la droga investigada en la mues-
tra.

En otros casos la reacciéon inmu-
noenzimatica es de caracter heterogeé-
neo, efectuandose un paso previo de
separacion, absorcién, formacién de
un compuesto inmunoldgico con otro
segundo anticuerpo, o cualquier otro
medio. A este grupo pertenecen las
técnicas de Radioinmunoensayo en las
que se correlaciona en la etapa final la
actividad radioactiva medida en el de-
tector, con la concentracion de droga
en la muestra. En general las técnicas
de inmunoensayo son sensibles, rapidas
y de facil ejecucion, adaptandose a la
perfeccion a un proceso de automatiza-
cidn, lo que permite procesar un ingente
volumen de muestras, precisande sélo
unos pocos microliticos de orina para
cada serie de determinaciones.

Los pasos previos de preparacion de
la muestra ineludibles en otras técnicas,
aqui no son necesarios, y el coste de las
determinaciones tiene un precio razo-
nable. Estas ventajas hacen que las
técnicas de enzimoinmunoanalisis y
muy especialmente el Enzimoinmu-



noanalisis homogéneo (EMIT) sea el
elegido en la mayoria de los laboratorios
para el Screning previo, que suele
realizarse en orina. donde se encuen-
tran concentraciones abundantes de
las substancias y metabolitos, no re-
quiriendo mas precauciones la muestra
que su conservacion a baja temperatura
y comprobar previamente PH, densidad
aspecto, etc., asegurandose de que no
existen manipulaciones previas inten-
cionadas. Por otra parte dado que la
cantidad utilizada es infima, quedara
siempre suficiente muestra disponible
para la realizacion de posteriores prue-
bas de confirmacién que se precisasen.

Estas técnicas poseen algunas limi-
taciones que se deben tener presentes
en su aplicacién. La primera y mas
importante deriva del hecho de no
existir anticuerpos con absoluta espe-
cificidad con ello cualquier compuesto
estructuralmente relacionado mostrara
en mayor o menor grado una reactivi-
dad cruzada lo que puede inducir a
asignar como positivos la presencia de
substancias emparentadas quimica 6
estructuralmente con la ensayada. Esta
interferencia es bien patente en el
grupo de los Opiaceos y en el de las
Feniletilaminas aunque en el ultimo
recientemente se dispone desde de
anticuerpos monoclonales mucho mas
especificos, y que minimizan el proble-
ma.

Existen otros casos como en la inves-
tigacion de cocaina, en que todos los
metabolitos y especialmente la benzoil
ecgonina contribuyen a la reaccién. lo
que aqui no supone inconveniente al
no producir reaccién cruzada impor-
tante el resto de los alcaloides del
tropano.

En el caso de los acidos cannabinoi-
cos que se eliminan del metabolismo
del delta 9 tetrahidrocanabinol ocurre
que los anticuerpos exhiben una im-
portante reactividad cruzada lo que
traduce en un refuerzo de la respuesta
y por tanto un aumento de la sensibili-
dad al grupo.

Otra limitacién a tener presente con
estas técnicas EMIT es que son semi-
cuantitativas ‘facilitando en todo caso
una informacion aproximada de las
concentraciones en funcion de las tasas’
siendo el valor Cut —off previamente
prefijado y en funcién de la sensibilidad
de la técnica lo que se utiliza para
asignar positivos 6 negativos.

Por lo que a sensibilidad se refiere,
las técnicas EMIT brindan unos limites
de deteccion tan bajos. ver tabla n- 1
que en la practica son suficientes para
evidenciar la presencia en orina de
metabolitos 24 a 48 horas del consumo

DROGA/ CONCENTRACION MINIMA TIEMPO DE
METABOLITO EN ORINA microgramos/ml DETECCION
Anfetamina 1 1-2 dias
Benzodiacepinas 1 3
Benzoilecgonina 0.3 2
Morfina 0.3 2
Metadona 0.3 3
Secobarbital 0.3 1
11-NOR-delta 9
-THC-COOH 0,05 Uso crénico
14 dias
Uso aislado
2-3 dias

Cuadro 1. Limites de deteccién (EMIT)

de la mayoria de las drogas habituales
siendo especialmente larga la deteccién
de los metabolitos del delta-9 tetrahi-
drocanabinol, que debido a su lenta
eliminacién pueden detectarse en fu-
madores cronicos hasta 14 dias después
de su uso. (Cuadro 1)

1.2. Métodos RIA

Algunos laboratorios utilizan todavia
estas técnicas de inmunoandlisis hete-
rogéneo. Su sensibilidad es equiparable
a los métodos EMIT, pero cuentan con
el lastre de tener que utilizar material
radioactivo, con las precauciones, pro-
teccidn y obligaciones legales que com-
porta el uso de radioisétopos, sin olvidar
que los reactivos utilizados son de muy
rapida caducidad, y muy costosas los
detectores de lectura de datos.

No obstante subsisten algunas técni-
cas interesantes fruto del desarrollo de
antisueros con diferentes especificida-
des hacia distintos metabolitos, como
por ejemplo las desarrolladas para la
determinacién de morfina —3 glucuré-

- nido y morfina —6 glucurénido, y otras

para diferenciar el metabolismo de
desmetilacion de la codeina y su des-
pistaje de positivos a heroina.

1.3. Métodos de inhibicion de
la hemaglutinacién (HI)

Introducidos por Adler y Liu en 1971
son simples y de bajo coste pero menos
sensibles que los EMIT y RIA y exigen
la observacion visual del ensayo con los
correspondientes errores subjetivos. Pue-
den ser utiles cuando no se disponga
de la droga marcada enzimatica o
radiactivamente, aspecto hoy practica-

‘mente superado.

1.4. Métodos FRACT

Conocida como Free radial analysis
technique, fue introducida por Leute a
principios de los 70, y se basa en unir
un ién nitroxilo estable. que presenta
un electrén simple de resonancia de

spin de tres lineas (ESR) en st espectro,
covalentemente a una droga que va a
ser objeto de analisis. La droga asi
etiquetada presenta un espectro (ESR}
caracteristico. Cuando esta molécula
marcada se une al anticuerpo especifico,
se induce una limitacidén en la movili-
dad del electrén de spin que se detecta
en un ensanchamiento de la banda y
en intensidad de los picos. Al igual que
otras técnicas inmunoenzimaticas se
produce un equilibrio competitivo entre
los anticuerpos y la droga libre y la
etiquetada, lo que nos permite una
medida de la concentracion de la subs-
tancia investigada en funcién de la
intensidad de los picos del ESR. Con
este procedimiento se ha podido llegar
a sensibilidades del nanogramo/ml., si
bien esta poco introducida especial-
mente por la costosa instalacién que
requiere.

1.5. Técnicas FPIA

Las técnicas de inmunoensayo por
fluorescencia de polarizacion, consti-
tuyen otra variante ttil del enzimoin-
munoensayo, que incorpora como no-
vedad la presencia como marcador de
la droga un substrato del enzima beta
galactosidasa, denominado FDR (reac-
tivo fluorogénico), que no es fluores-
cente hasta que ha sido hidrolizado
por la beta galactosidasa. En la reaccion
se mezclan el reactivo (FDR), la muestra
biologica conteniendo la droga a inves-
tigar, el anticuerpo especifico. y el
enzima beta galactosidasa. Cuanta ma-
yor sea la tasa de droga libre en la
muestr amayor serda la cantidad de
FDR que quedara disponible en el
equilibrio, y sobre €l actuarz el enzima
que deja libre el compuesto fluorescente,
cuya concentracion se correlaciona con
la de la droga investigada.

Las ventajas de los métodos FPIA son
constituir un ensayo homogéneo’ sen-
sible y especifico, rapido de facil ejecu-
cion que se puede aplicar a infinidad
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de compuestos tanto en drogas de
abuso como en el medio hospitalario.
Su costo ha sido algo mas elevado que

el método EMIT. _FIGURA N2 2

2. METODOS CROMATOGRAFICOS

Este amplio grupo de métodos cons-
tituye uno de los procedimientos mas
universalmente empleados y son las
mejores herramientas disponibles para

* la confirmacion de los casos de positi-
vidad previamente detectados por cual-
quiera de las técnicas anteriores.

Aunque los principios fisico-quimicos
en que se fundamentan son los mismos
para todo el grupo. existen tres técnicas
fundamentales dentro de este apartado;
la CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
(TLC), la CROMATOGRAFIA DE GASES
(G.C.), y la CROMATOGRAFIA DE LI-
QUIDOS DE ALTA EFICACIA (HPLC).
Las técnicas TLC, especialmente aque-
llas que utilizan placas del tipo HPTLC
(High performace thin layer cromato-
graphy) poseen un tamano de poro
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siendo entonces necesario el de ioniza-
cion de llama 6 mejor el de masas.

Como ayuda inestimable, los actuales
cromatégrafos incorporan microproce-
sadores que controlan los parametros
de separacion previamente prefijadas,
pudiendo realizarse comodamente me-
todicas programadas con los gradientes
mas idéneos.

Otro aspecto interesante es el proce-
dimiento de inyeccién de la muestra. El
procedimiento SPLIT, al dividir el flujo
en parte al exterior consigue entre
otros efectos mayor perdurabilidad de
las columnas capilares y resultados
mas uniformes que las modalidades
SPLIT-LESS y ON COLUNM, que si

‘bien permiten limites de deteccion

mas bajos, en la practica son de menor
uso y casi siempre asociados a sistemas
de inyeccion automatizada. En la figura
1 se muestra un cromatégrafo HP-
5890 instalado en el laboratorio del
Grupo de Farmacia de Sevilla.

Asociado al cromatrografo de dispone
un equipo integrador que junto al
correspondiente registro cromatografico
suministra un report con tiempos de
retencion area de pico, tipo de pico,
tantos por ciento de areas, y concentra-
ciones si se utiliza una calibracion
previa por alguno de los métodos habi-
tuales como el del estandard interno.
En la figura 2 se muestra un cromato-
grama en que aparece un pico de
morfina, principal metabolito de la
heroina, obtenido por medio de un
cromatoégrafo HP-5890, que aparece en
la figura 3.

La cromatografia de gases es en la
mayoria de los casos una técnica com-
plementaria que por si resuelve y'con-
firma la presencia de la mayoria de las
drogas de abuso. Existe no obstante la
posibilidad de que dos substancias
distintas muestren coincidencia en el
tiempo de retencién para una misma
fase estacionaria, y se produzca solapa-
miento de sus picos, no pudiendo
resolver esos componentes, o lo que
puede resultar mas grave, asignar un
positivo indebidamente. Para soslayar
en gran medida este inconveniente, se
deben emplear reacciones de derivati-
zacion, que complementan la informa-
cién y hacen extraordinariamente im-
probable que el derivatizado coincida
también en su tiempo de retencion
(TR). Mas 1til que el tiempo de retencion
absoluto resulta el tiempo de retencion
relativo (TRR), al ser mas invariable a
las condiciones de analisis, que varia al

modificarse la dinamica de las colum- .

nas incluso a lo largo de un mismo dia.
Otra interesante opcion es la CG
multidimensional MD-CG, utilizando

una doble columna capilar con diferen-
tes fases estacionarias y ambas insta-
ladas en un mismo portal de inyeccién,
y con detectores independientes, aso-
ciados a una estacion de datos que
procesa la informacién procedente de
cada canal y permite identificar los
compuestos en funcién de la informa-
ci6on que posee en su base de datos.
Con esta técnica se minimiza al maximo
la posibilidad de coincidencia de picos
al realizarse dos separaciones diferentes
en una misma inyeccion.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION (HPLC). Deriva en sus
fundamentos de la cromatografia de
columna convencional, incrementando
fuertemente la presion en la cabeza de
columna, al tiempo que se disminuye
drasticamente el tamano de las parti-
culas de la matriz de relleno, con ello se
consiguen flujos elevados, por otra parte
se optimiza el proceso disponiendo de
gradientes de elucion apropiados, y
fases estacionarias especificas para
cada separacion. Con ello se consigue
un elevado niumero de platos tedricos,
con una extraordinaria eficacia en la
separacion, especialmente por la posi-
bilidad de modificar el PH y la composi-
cion de las mezclas de elucién, pudiendo
resumir las ventajas de esta técnica en:
No existir limite de Pm., que en el caso
de muestras en G.C. se sitia en 500
aproximadamente. Aqui se puede operar
si se emplean rellenos especificos hasta
dos millones de PM. Tampoco existe la
necesidad de volatilizar la muestra lo
que garantiza que no se produzcan
descomposiciones térmicas en sustan-
cias termolabiles inconveniente que a
veces se da en GC (desacetilaciones y
transacetilaciones de opiaceos). Otra
notable caracteristica de esta técnica
es la de ser muy idonea para la separa-
cion de substancias de caracter fuerte-
mente polar, como lo son los glucurdni-
dos, que no pueden ser separados ni
detectados en C.G.

Tampoco existe necesidad de utilizar
compuestos derivatizados, pudiendo ser
utilizada esta técnica con buenos re-
sultados especialmente en la separacion
y deteccion de benzodiazepinas, barbi-
turicos y cannabinoles entre otras dro-
gas de abuso.

3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La técnica de espectrometria de ma-
sas unida a la cromatografia de gases
GC/MS, empleada tanto en el modo
SIM (monitorizacion selectiva de iones),
como en el modo SCAN (barrido), sumi-
nistran informacién decisiva, por tra-
tarse de un método de referencia acep-
tado por la Comunidad Internacional,
constituyendo el peldano final de todas
las técnicas de confirmacion.

¢Como trabaja un equipo GC/MS a

grandes rasgos? La muestra problema.,
en nuestro caso, la orina debidamente
preparada (extracto orgéanico), es in-
yectada en el cromatégrafo de gases
(GC), donde es separada en sus dife-
rentes componentes basicos. A conti-
nuaciéon, los diferentes componentes
son ionizados e identificados segun
sus caracteristicas espectrales en el
espectrometro de masas.

Los diferentes pasos secuenciales ba-
sicos en GC/MS son los siguientes:

a) La muestra es separada en sus
distintos componentes en el GC.

b) Los componentes son ionizados en
la fuente de ionizacién del MS (im-
pacto electréonico 6 ionizacion qui-
mica).

Cuando una molécula se somete a la
ionizacién por impacto electrénico en
un MS, el proceso primario consiste en
la captura de un electrén, para dar un
catién —radical (i6n molecular), el cual
tendra mayor o menor tendencia a
fragmentar en funcién de su estabili-
dad:

M Bombardeo M

electrén
Molec. Ién molec.

Los fragmentos mas abundantes de
un espectro de masas nos dan una
informacion valiosisima de la estructura
de la molécula en cuestion.

Fragmentos

¢) Los fragmentos ionizados son sepa-
rados por el filtro de nasas, segun su
relacién masa/carga.

d) Los iones filtrados pasan a través
del detector.

e) Laestacion de procesado transforma
la informacion del detector en espectros
de masas, que constituyen la llamada
“huella dactilar” del compuesto en cues-
tion. El espectro de masas de un com-
puesto, no es mas que un registro de
las masas de los diferentes fragmentos
ionicos y de las abundancias relativas
de estos iones.

El analisis puede ser cuali o cuanti-
tativo. Se suele realizar un barrido
(modo SCAN) para detectar todas las
posibles sustancias sospechosas, me-
diante la comparacion con la libreria y
verificando sus tiempos de retencién,
para a continuacion llevar a cabo una
monitorizaciéon selectiva de los iones
del compuesto de interés (modo SIM).
Este ultimo modo permite una bus-
queda concreta y una mayor sensibili-
dad (unas 100 veces mas que el modo
SCAN).

Esta técnica analitica es altamente
sensible y especifica, sin embargo, esta
limitada a moléculas neutras o de
reducida polaridad, de bajo peso mole-
cular y termoestables. Estas limitacio-
nes han sido recientemente superadas
por el desarrollo de técnicas de desor-
cidn/ionizacién en fase liquida me-
diante aplicacion de técnicas de bom-
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bardeo de la muestra con particulas
pesadas (FAB y SIMS), con fotones, con
particulas de fision nuclear, o bien por
aplicacion de energia térmica o eléctrica
en caudales liquidos (termopulveriza-
cion (TSP) o electropulverizacion (ESI).
La gran ventaja que aportan estas
nuevas ténicas de ionizacion, aparte de
facilitar el acoplamiento HPLC-MS es
la apertura del campo de aplicacion a
moléculas altamente polares, incluso
ionicas, no volatiles, de elevado peso
molecular (> 1.000) y termolabiles.
Dentro de las posibilidades futuras
de la técnica cabe citar los recientes
trabajos de acoplamiento de la electro-
foresis capilar con la MS, con resultados

espectaculares en cuanto a especificidad
y limites de deteccion.

Otra de las alternativas ya disponibles
son la utilizacion de detectores IR
acoplados a un cromatografo de gases
de columna capilar. Esto a sido posible
de la introduccién de detectores FTIR
(Fourier Transform Infrarred Detector),
que permiten efectuar un scan casi
instantaneo dentro de todo el rango de
longitudes de onda que se exploran,
con acoplamiento directo on-line con el
CG. Este nuevo sistema tiene la enorme
ventaja de poder distinguir entre com-
puestos que son estructuralmente muy
similares, y con la del mismo peso
atéomico. Informacién atn mas defini-
tiva se obtiene con la unién GC-FTIR-
MS, obteniéndose en este caso secuen-
cialmente, tiempos de retencién, datos
IR y MS de cada tipo a tiempo real
segun eluyen por columna. Como ejem-
plo de su capacidad de resolucion
tenemos el caso de la anfetamina-
metanfetamina, cuyo espectro de masas
es virtualmente idéntico mientras que
se pueden apreciar importantes dife-
rencias en su espectro IR

CONCLUSIONES

Hemos visto que el proceso analitico
de drogas de abuso puede apoyarse en
varias técnicas diferentes, cuya eleccion
depende en gran medida de los condi-
cionamientos econdmicos y de la dis-
ponibilidad lo suficientemente capaci-
tado para su ejecucion, pues si bien es
cierto que existe una gran automatiza-
cion en algunas etapas del analisis, las
técnicas de confirmacion, requieren
métodos mas laboriosos, que se deben
acometer con la garantia absoluta de
ausencia de errores, en todas las etapas
del proceso, en orden a la validez de los
resultados.

Existe unanimidad en que los méto-
dos de inmunoensayo especialmente
EMIT y EPIA son los mas idoneos en la
etapa basica de screening, y que siem-
pre deberan contrastarse y confirmarse
estos resultados por métodos cromato-
graficos HPLC, GC con detector NP ¢ de
masas como mejor opcion, tendencia
ya implantada desde hace bastantes
anos en los mas importantes laborato-
rios.
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