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INTRODUCCION

FEl andlisis de pelo para determinar la presencia de drogas fue utilizado por primera vez
en 1954 por dermatélogos en un caso de dermatitis toxica por barbituricos [1]. Pero no va a
ser hasta la década de los setenta cuando se considere el pelo como alternativa a la orina en
el andlisis de drogas de abuso. A partir de entonces el pelo ha recibido considerable atencién
ya que puede ser utilizado para la deteccién de consumidores habituales (es decir, cronicos)
de drogas de abuso.

Hay 4 campos importantes en los que el andlisis del pelo ha demostrado su utilidad [1]:
toxicologia forense, toxicologia ambiental, patologfa clinica y nutricién. Teniendo en cuen-
ta que el pelo no se afecta por la descomposicién como los fluidos biol6gicos u otros tejidos
blandos, ha sido utilizado por los patélogos forenses para determinar la causa de muerte en
restos cadavéricos momificados o descompuestos. Asi, el andlisis del pelo de Napoleén reve-
16 1a presencia de arsénico y el de momias precolombinas de mds de 4000 afios de antigiie-
dad la presencia de cocaina. Ultimamente esta metodologia analitica se estd aplicando en
muestras de pelo de recién nacidos para evaluar el consumo de drogas de abuso por la madre
durante el embarazo [2].

Tanto las diferentes drogas como sus principales metabolitos se incorporan al pelo desde
el torrente sanguineo y permanecen alli secuestrados de forma estable e indefinida [3,4], pro-
porcionando un periodo de deteccién mucho mayor con respecto a otros fluidos biolégicos.

El anélisis de pelo puede constituir una prueba importante e incluso decisiva en los Tri-
bunales de justicia, ya que puede aplicarse para la determinacion del consumo de drogas
meses después de iniciarlo {5,6], proporcionando una perspectiva histérica del consumo.

FEl andlisis de drogas de abuso en pelo tiene varias ventajas probatorias respecto al de
orina, entre las que destacan [7,8]: la inexistencia de riesgo de falsificacién por abstinencia
temporal o adulteracion, la recogida de la muestra se puede realizar bajo estrecha vigilancia
y sin invadir la privacidad del individuo, la posibilidad de tomar una segunda muestra de la
misma persona para efectos de identificacién y comparacién o contraandlisis, la estabilidad
tanto de la muestra de pelo como de los analitos presentes en la misma incluso bajo condi-
ciones ambientales adversas, la posibilidad de almacenarla casi indefinidamente sin refrige-
racién, y, finalmente, el andlisis proporciona informacion sobre el tiempo de consumo y su
intensidad. Todas estas ventajas, junto a una amplia ventana de deteccién, hacen que el ana-
lisis de drogas de abuso en pelo sea mds eficiente que el de orina para detectar a los consu-
midores de drogas. No obstante, este tipo de andlisis no estd exento de controversia y pro-
blemas, siendo el mas importante el riesgo de falsos resultados positivos por contaminacion
exdgena o exposicién pasiva endogena.

Hasta la fecha, los procedimientos inmunolégicos descritos para la determinacion de dro-
gas de abuso en pelo han sido, fundamentalmente, el RIA. En este trabajo presentamos un
protocolo que permite la utilizacién de técnicas inmunolégicas més asequibles, como el enzi-
moinmunoensayo. El procedimiento analitico seguido se ha dirigido especificamente a la
deteccion de opidceos y cocaina.
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MATERIAL Y METODOS

Recogida de las muestras de pelo

Se han utilizado muestras de pelo procedentes de cinco consumidores habituales de dro-
gas de abuso que acudian al Centro Provincial de Drogodependencias de Granada. Median-
te evaluacién clinica y controles analiticos en orina, los facultativos de dicho centro confir-
maron que dos de ellos eran consumidores habituales de heroina y otros dos de cocaina. El
quinto caso se trataba de un drogadicto que consumia simultineamente heroina y cocaina.

Como muestras control se ha utilizado pelo de personal de nuestro laboratorio, en el que no
existfa consumo de ningtn tipo de droga, teniendo en cuenta ademds que tampoco hubieran
consumido medicamentos estructuralmente relacionados con las drogas objeto de estudio.

En todos los casos, las muestras se tomaron de la zona del cuero cabelludo correspon-
diente al vértex, por tener alli el pelo un crecimiento mds uniforme.

Preparacién de las muestras de pelo

Esta consistié basicamente en ¢l lavado previo de las muestras de pelo para su desconta-
minacién externa. Para ello, se sigui6 el procedimiento descrito por Welch et al [4], que bési-
camente consiste en sumergir el pelo tres veces en una solucién de sodio dodecil sulfato al
0,05 %, otras tres veces en agua y otras tantas en etanol.

Posteriormente, las muestras se fragmentaron con ayuda de unas tijeras de rama fina en
segmentos de unos 2 cm hasta obtener 120 mg. A continuacién se sometieron a hidrolisis
con 3 m! de CIH 0,1 N a 500C/18 h, y finalmente se neutralizaron con 0,1 ml de NaOH 3 M
y 1 ml de buffer fosfato salino pH 7,4. Este paso es importante para evitar que la solucién de
pelo digerido desnaturalice los anticuerpos del inmunoensayo.

Extraccién de las drogas a partir del pelo digerido

A continuacion, Jas muestras se extrajeron en fase sélida, utilizando columnas C-18 (Supel-
clean LC-18, de 1 ml de capacidad, SupelcoR), previamente acondicionadas segiin las instruccio-
nes del fabricante. El eluido final se llevé a sequedad en bafio maria a 50°C bajo corriente de nitr6-
geno y se redisolvié en 0,2 ml de agua destilada. Se obtiene asf un extracto acuoso que puede
analizarse mediante procedimientos inmunolégicos estindar, como si fuera plasma u orina.

Analisis del extracto final por EMIT st y TRIAGE

En nuestro caso, alicuotas de este extracto (0,05 ml y 0.14 ml), respectivamente) se
sometieron a un inmunoensayo enzimdtico tipo EMIT st (SyvaR) asf como a un multiinmu-
noensayo ASCENDTM, que utiliza anticuerpos monoclonales inmovilizados (TRIAGE,
MerckR) y permite el andlisis simultineo de 7 drogas de abuso sobre un mismo panel y en
poco més de 10 min. Cada una de las muestras de este estudio se analizé por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los inmunoensayos practicados en este estudio fueron congruentes entre si y con la his-
toria previa de los drogadictos. Asi, en los tres casos que eran consumidores habituales de
heroina se obtuvo un resultado cualitativo positivo tanto con el sistema EMIT st como con
el TRIAGE. Igualmente, en los otros tres consumidores de cocaina se obtuvieron resultados
positivos con ambas técnicas. En el sistema EMIT st, la lectura del problema super6 en todos
los casos el 10 % de la del calibrador. Por su parte, el ensayo TRIAGE del pelo correspon-
diente al consumidor habitual de heroina y cocaina reveld la presencia de dos bandas corres-
pondientes a la zona de opidceos y cocaina.

Los ensayos resultaron ser lo suficientemente especificos y, ademas, no se observaron
interferencias de matriz. En los 3 controles diferentes (analizados ademds por triplicado) se
obtuvo un resultado negativo. En este caso, y para el ensayo EMIT st, el valor que arrojo la
muestra fue siempre inferior al del calibrador una vez sustraido el 10 % de su lectura numérica.

105



Un problema importante para aplicar el andlisis de drogas de abuso a muestras de pelo
mediante inmunoensayos diseflados para orina, es la eleccién de un determinado nivel de cut-off.
A primera vista parece claro que los valores de corte de las diferentes drogas no son los mismos
para todos los fluidos bioldgicos, pues para establecerlos se tienen en cuenta aspectos relaciona-
dos con su toxicocinética ademads del efecto matriz del fluido biolégico [9]. Los estudios reali-
zados hasta el momento, consideran que, en general, el limite de corte para opidceos y cocaina
en muestras de pelo es de 500 ng/g [7]. Nosotros hemos utilizado inmunoensayos disefiados para
trabajar con muestras de orina y cuyo cut-off era el recomendado por el NIDA, es decir de 300
ng/ml para opidceos y cocaina, por lo que fue necesario calcular la cantidad minima de pelo de
la que deberfamos partir y el volumen final en que deberfamos redisolverlo con objeto de que se
pudieran utilizar los inmunoensayos EMIT st y TRIAGE en condiciones adecuadas. Para que no
hubiera ningdn problema de interferencia de matriz se decidi6 redisolver el extracto final en agua
(similar a la orina). Asi, vimos que partiendo de 120 mg de pelo y, una vez hidrolizado y extra-
ido, se podia redisolver en 200 pl de agua destilada, de manera que un resultado positivo en con-
diciones similares a las de orina equivaldria a la presencia de droga por encima del nivel de cut-
off en pelo, es decir, por encima de 500 ng/g. Ademés, utilizamos inmunoensayos preparados
para detectar metabolitos en orina, mientras que en las muestras de pelo se incorporan, funda-
mentalmente, la droga patrén o su primer metabolito pero, gracias a la reactividad cruzada de los
inmunoensayos, este problema no ocasion6 en la practica ninguna interferencia. De esta mane-
ra, se obviaron también posibles problemas de especificidad por diferencias toxicocinéticas.

En definitiva, el procedimiento descrito aqui es sélo cualitativo, pero suficiente para el
screening de opidceos y cocaina en muestras de pelo en laboratorios con pocos medios ins-
trumentales. No obstante, todo resultado positivo requiere una posterior confirmacién anali-
tica, preferentemente por GC/MS.

CONCLUSION

En resumen, los requerimientos analiticos para la determinacién de drogas de abuso en
muestras de pelo son sensibilidad, especificidad y ausencia de efectos matriz. Los inmuno-
ensayos cubren todos estos aspectos y, ademads, son mds baratos, rdpidos y ficiles de hacer.
No obstante. al aplicarlos a muestras de pelo presentan ciertas limitaciones y la interpreta-
cién de los resultados debe realizarse con la perspectiva adecuada.
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