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DEFINICION DE DROGA DE ABUSO

“Bajo el nombre genérico de drogas de
abuso se pueden incluir una larguisima
lista de sustancias quimicas de diverso
origen que pueden ser susceptibles de

consumo con fines no terapéuticos”

Gisbert Calabuig “Medicina Legal y Toxiologia Ed. Masson
Barcelona 2001



CLASIFICACION DE DROGAS DE ABUSO

Alcohol etilico

Opiaceos

Inhalantes

Cocaina

Anfetaminas y sustancias afines
Otros estimulantes (Café, Khat, etc.)
Derivados de la Cannabis Sativa
Alucindgenos (PCP, LSD, etc.)
Hipndticos y ansioliticos

Tabaco



EFECTOS FARMACOLOGICOS

Compuestos psicoactivos
Estimulantes (cocaina, anfetaminas)
Depresores (alcohol etilico)
Narcoticos (opiaceos)
Alucindgenos (Cannabis sativa, PCP, LSD)



AREAS DE APLICACION DE LA
TOXICOLOGIA FORENSE Y EL
ANALISIS DE DROGAS

Medico Legal
Postmortem - Causa y modo de la muerte

Identificar personas que manejan bajo la
Influencia de drogas (DUl y DUID)

Correccionales, fianza, etc.
Laboral

Programas publicos y privados para la deteccion
de drogas en empleados

Deporte
Juegos Olimpicos, Tour de France, etc.



FUNCIONES DE LA
TOXICOLOGIA FORENSE

ldentificacion de un agente lesivo

Sustancias que produzcan una
alteracion psiquica pasajera o
permanente

Intoxicacidn como circunstancia
calificadora de un delito

Intoxicacion como delito
Intoxicacion como estado peligroso



INVESTIGACION
TOXICOLOGICA

Es el conjunto de procesos analiticos
que tienen por objeto el aislamiento,
identificacion y determinacion
cualitativa o cuantitativa de los toxicos
tanto en vivo como en el cadaver, con
el fin de permitir el diagnostico de
intoxicacién y el esclarecimiento de los
hechos.



RECOMENDACIONES PATA LA
INVESTIGACION TOXICOLOGICA
FORENSE (ORFILA)

Todo los analistas deben de tener experiencia en
Toxicologia.

El analista debe de recibir la historia completa
del caso con toda la informacidn disponible.

Todas las evidencias correctamente etiquetadas
y selladas en recipiente limpios deben ser
remitidas y analizadas.

Todas las pruebas analiticas deben ser
aplicadas.

Los reactivos tendran que ser puros y tendran
que correrse siempre blancos.

El analisis debe de hacerse por duplicado.



PASOS DE LA INVESTIGACION
TOXICOLOGICA

Informacion
Toma de Muestra
Procesamiento de la

muestra

Aislamiento,
Concentracion

© Hidrolisis, digestion,
desproteinizacion, etc.
Diferenciacion y
deteccion
ldentificacion

Comparaciéon datos
encontrados con bases
de datos de referencia

Cuantificacion

Interpretaciéon de los
resultados




INFORMACION QUE DEBE SER
ENVIADA AL ANALISTA FORENSE

Nombre, edad, sexo, peso, nacionalidad, ocupacion

Historia Clinica (Drogas prescritas, adicciones,
sospechas)

{Cuando fue vista por ultima vez la victima?iDonde
fue encontrada? Si estaba enferma éDesde cuando?

Datos sobre tratamiento medico, analisis previos
hechos

Sintomas

Declaracion de testigo de los hechos y Testigos de
Identidad.

Descripciéon de la escena del crimen
Necropsia

“Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons”, ed. AC Moffat, MD Osselton, B. Widdop
Pharmaceutical Press London (2004).



CLASIFICACION DE TOXICOS

Group
GASES
Group 7 Group 2
MISCELLANEOUS VOLATILE
SUBSTANCES SUBSTANCES
Group 6 Group 3
POISONS
ANIONS | DRUGS
Group 5 Group 4

PESTICIDES METALS ‘

“Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons”, ed. AC Moffat, MD Osselton, B. Widdop
Pharmaceutical Press London (2004).




ANALISIS DE DROGAS EN MUESTRAS
BIOLOGICAS

El analisis es posible en todas las muestras
bioldgicas

Diferentes muestras bioldgicas dan diferente
informacion

Interrelacion entre las muestras

Ventanas de Deteccidon



ESPECIMENES PARA BUSQUEDA DE
DROGAS

Vivos Muertos
Sangre* Sangre
Orina Orina
Fluido Oral Humor Vitreo
Pelo Tejidos
Sudor

Aliento



Muestra Cantidad Comentarios
SOFT/ | Tox.Rev.2005,24
AAFS [(1): 63-71
Sangr | Periféric |10 ml |2 x 5 ml (sellada)* | Vena Femoral
te o a c/preservativo
ot Corazén [25ml |10 - 30 ml Ventriculo derecho o vena
cava inferior.S/
Preservativo
Orina Toda 5 ml (sellada) C/preservativo
20 - 50 ml S/preservativo
Contenido Todo 25 - 50 ml S/preservativo
Gastrico
Humor vitreo Todo | Ambos ojos C/preservativo
(sellado)
Bilis Toda 10 ml C/preservativo
Visceras | Higado |50 g 10-20g Lébulo derecho (Higado),
RiAGN s/formol, en recipienteside
Cerebro vidrio por separado.
Pelo Mechdon ancho de | Regién occipital. Desde la
tin l1Aniz hace indicar niinta




VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE
DIFERENTES MUESTRAS

Muestra |Ventajas Desventajas
Sangre Detecta Droga, Volumen reducido, bajas
(Total analisis concentraciones, droga padre y

/Suero/plasm
a)

cuantitativo

metabolitos

Orina Volumen elevado, | No siempre disponible,
altas metabolitos,
concentraciones analisis cuantitativo no siempre
util
Contenido Altas Muestra variable, No siempre
Gastrico concentraciones util
Pelo y unas |Siempre disponible | Requiere alta sensibilidad,
exposicidon de semanas a meses
Humor Putrefaccion Volumen limitado
Vitreo limitada

Al ~
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DIFICULTAD DEL ANALISIS QUIMICO DE
ESPECIMENES BIOLOGICOS

2 de Fluidez

Muestra

Liquido

Liquido Cefalorraquideo

Lagrimas

Saliva

Orina

Bilis

Mixto

Plasma

Suero

Sangre

Sélidos

Cerebro

Corazén, rindn, higado

Pulmdén, mudsculo

Hueso




APROXIMACIONES AL ANALISIS
TOXICOLOGICO

Enfocado
A una droga en particular

Limitado
A una familia de Drogas

Comprensivo
Una gran cantidad de drogas



METODOS PARA EL ANALISIS
DE DROGAS DE ABUSO

Presuntivas

Confirmacion

Inmunoensayos
enzimaticos (EIA)

Inmunoensayo por
fluorescencia polarizada
(FPIA)

Radioinmunoanalisis
(RIA)

Cromatografia de capa
fina (CCF)

Cromatografia de
liguidos -
espectrometria de
masas (CL-EM)

Cromatografia de gases
- Espectrometria de
masas (CG-EM)

Electroforesis Capilar-
Espectrometria de

A s e~ = (M T RAAN
Masas (CC-civl)




METODOS PRESUNTIVOS

Andlisis inicial “Screening”
Identificar muestras negativas
Selectivos a familias de drogas

Sensibles
Rapidos
Barato Dc bl o C C
T T T L
Negativo es negativo
. , , /)
Positivo necesita confirmarse @ s O s @5 @ S
O/
lnmunoensayOS Negativo Positivo Invihido Invilido

Cromatografia en capa fina



INMUNOENSAYOS

© Radioinmunoensayo (RIA)

O Inmunoensayo enzimatico
(EMIT, CEDIA)

© Inmunoensayo por
Polarizacion de la
fluorescencia (FPIA)

O Interaccidn cinética de
microparticulas en solucion
(KIMS)

© Ensayo por enzima unida a
iInmunoabsorbente (ELISA)



http://www.bertholdtech.com/ww/en/pub/bioanalytik/bioprodgroup/luminometer.cfm

INMUNOENSAYOS - PRINCIPIO -

L
Dr-Ab ¥
K=I l ] ‘ﬁaﬂﬁ
e DriiAb] N\
b: " 4
"7325'1 t
|
Dr Ab Dr-Ab
+
NS
HEED
Hy
Dr*
A Dr*-
s _[Dr-Ab]
 / [Dr*|[Ab]
.EEE’Ef:

" Labeled Drug (Dr#)
& Drug (Dr)
Antibody (Ab)

Dr*-Ab




Antigenic Immunization
determinants [‘a with antigen to \
(a,b,c) == ¢ produce

antibodies

Antibody forming cells

1solated from splei/
_—
/3 >

Spleen cells

Blood removed
Tumor cells grown in

tissue culture

Antibodies

Antibody forming cells are fusedl
with tumor cells to produce
hybridomas

Hybridoma

Selection and cloning |

®

Hybridomas screened for
specific antibody
production. Optimal
antibody producing
hybridomas are separated
and cloned.

) unsatisfactory Monoclonal antibodies

antibody produced from cloned
production hybridomas are isolated for
J cultivation and purification
Monoclonal """ Monoclonal
antibodies |, antibodies

Sample centrifuged and purifig

l

Polyclonal antibodie
(varying activities)




CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
INMUNOENSAYOS

EIA FPIA |RIA LAI
Instrumentacion | Si Si Si No
Estabilidad de Meses | Meses | 3-4 anos
los reactivos semanas
Costo de los ++ ++ + +++
reactivos
Automatizacion |Si Si Si No
Pruebas/ 8 100- 250- 200-400 |200-350
horas 400 300




ANALISIS TOXICOLOGICO
- PRUEBAS PRESUNTIVAS -

Equipo Viva Twin P.G.J.E.M.




PROCESO DE LA MUESTRA PARA
INMUNOENSAYOS

Orina
Centrifugar la muestra
Sangre
Desproteinizacion
°oDisolventes
Metanol
Acetona
Cloroformo
Acetonitrilo

© Acido sulfosalicilico
© N,N Dimetilformamida

Humor vitreo
Centrifugacion
Dilucién



ANALISIS TOXICOLOGICO
- PRUEBA CONFIRMATIVA -

© Un segundo analisis,
empleando generalmente
una técnica con un principio
quimico diferente a la
prueba presuntiva.

® Técnica cromatografica
acoplada a una
espectrometria

°©CG/EM, CL/EM

Identifica sustancias
Sensibilidad

Generalmente, cuantitativa
Mas confiable (Validez Legal)




CROMATOGRAFIA

Definicién
Es un método de separacién basado en la
diferente distribucién de los componentes de una
muestra entre una fase movil y una fase
estacionaria.

Adsorcidon: basado en diferencias en la afinidad
entre una fase movil y la fase estacionaria.

Particion: Diferencias en la solubilidad entre una
fase liquida estacionaria y una fase movil liquida o
gaseosa.

“Principles on Forensic Toxicology” Barry Levine AACC Press (2004)



CROMATOGRAFIA - HISTORIA -

©1903 -1906 Tswett
01929 Lederer

©1938 -1939 Ismailov
y Shraiber (CCF)

©1941 - 1952 Martin,
Synge and James
(CG)

© 1950 M.]J.E. Golay
© 1960 CL
©1960 CG- EM




TECNICAS DE SEPARACION Y
SISTEMAS DE FASES

Extraccion liquido liquido (ELL) L/L
Extraccién en fase sélida (EFS) L/S
Cromatografia en capa fina L/S
Cromatografia en columna L/S
Cromatografia de Liquidos L/L
Cromatografia de Gases L/Ly

L/S



CROMATOGRAFO DE GASES

| Registrador

Electrametro

Microjeringa _
Divisor de flujo T
geptum, |l Detector
Regulador S I
deflup =
Regulador |_‘
de presicn
o™
(A J
A Rotametro
Y
Columna
Gas portador
Horne termostatizado

Sustancias térmicamente estables y volatiles

o puene

|
DAC

Ordenador




QUE PROPORCIONA LA
CROMATOGRAFIA DE GASES?

SEPARACION

Diferencia analitos entre ellos y
entre los componentes de la
matriz

PARAMETRO DE RETENCION

Determinado por las diferencias 4 :
de afinidad del analito por la :
fase estacionaria y la fase mévil -

oParametro cualitativo

RESPUESTA DEL DETECTOR
Senales del detector son

proporcionales a la
concentracion de la sustancia

oParametro cuantitativo



ECTORES CG

Conductividad térmica
El par de filamentos se
calienta cuando la
muestra diluye el gas
portador

lonizacion de llama

particulas cargadas que
el colector convierte en
una corriente

Captura electrénica
La pérdida de
electrones lentos por
absorcion de la muestra
disminuye la corriente
en la celda

Fotométrico de llama

Un filtro optico selecciona
longitudes de onda
especificas de compuestos
dePoS

ce

Termoioénico NP
Los compuestos de N o P

La combustion produce || aumentan la corriente en el

plasma de la sal metalica
vaporizada

Detector selectivo de
masas

La muestra ionizada es
medida en un analizador
de masas



COMPARACION ENTRE DETECTORES
DE GC

TCD
FID|] —
ECD
NPD(N)
NPD(P)
FPD(S)
MSD
(SIM) (SCAN)

1 0-15 1 0-12 1 0-9 1 0-6 1 0-3
fg Pg ng ug mg

1 ng en 1 ul liquido (sg = 1) es concentracion 1 ppm

El detector selectivo de masas es:
Especifico y universal



DETECCION MULTIDIMENSIONAL

Espectrometria de masas

Analitos son transformados en iones cargados o
fragmentos los cuales son subsecuentemente
separados de acuerdo a su radio masa /carga y
sus abundancias son medidas

Proporciona informacidon acerca de la estructura
molecular del analito

Identificacion de los analitos (comparacién con
bases de datos)



PROCESO

anahtos




IPICO

UN ESPECTRO DE MASAS
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Preparacion de la muestra

Disgregar la materia organica (sélidas)
Hidrolisis (proteina, glucuronidos)
Extraccién con una fase organica

NVIEVA

3 puog

Ay e



EXTRACCION DE DROGAS DE
MUESTRAS BIOLOGICAS

© Muestras sdlidas
Extraccién liguido-sélida

© Matrices Liquidas (soxhlet, bligh & Dyer)
Extraccion liquido-liquido Dispersién de la matriz
Extraccién en fase sélida en fase solida (MSPD)

. Extraccion de Fluidos
(discos, cartuchos) supercritico (SFE)
Microextraccion en fase Extraccién acelerada de
sélida disolvente (ASE)

Extraccién asistida por
microondas (MAE)



ERRORES EN EL ANALISIS DE
COMPUESTOS ORGANICOS

Analisis, 6%

hManejo de
Datos, 27%

FPreparacion
muesfra, 61%

Toma
muestra, 6%




METABOLISMO
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FACTORES QUE DETERMINAN LA
DETECTABILIDAD DE LAS DROGAS

Tipo de droga

Dosis consumida

Frecuencia de uso

Espécimen bioldgico utilizado
Diferencias individuales en metabolismo
Momento de recoleccidon vs consumo
Sensibilidad del método

Chiang y Hawks, 1986



LIMITACIONES -ANALISIS DE DROGAS-

Drogas detectables pero debajo del nivel de
corte (Negativo)

No pueden indicar la cantidad de droga
consumida

No puede indicar cuando se consumio
No puede indicar la fuente de la droga



LIMITACIONES - ANALISIS DE DROGAS

Muchos inmunoensayos no detectan algunos
opiaceos sintéticos o semisinteticos
(oxicodona, metadona, etc)

No existen inmunoensayos para muchas
drogas

Algunas drogas requieren de inmunoensayos
especificos
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Director del Instituto de Servicios Periciales de la P.G.J.E.M.
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