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RESUMEN GLOBAL

El abuso de sustancias en los paises occidentales ha acontecido un problema
de salud publica. Lamentablemente, estas sustancias de abuso son ademds una
carga para las personas que no las consumen, por ello, la poblaciéon pediatrica
es especialmente vulnerable. Desde la década de los ochenta, la eventual
presencia y disposicion de una sustancia de abuso en el organismo y su
correlacion con efectos clinicos y/o subjetivos ha sido evaluada mediante el
analisis de plasma u orina. Sin embargo, realizar estas determinaciones en
fluidos y matrices biolégicas diferentes a la sangte y la orina (de aqui su
nombre “fluidos y matrices no convencionales”) resultan ser mucho mas
atractivas. Por la no invasividad en la recoleccién de muestras e atorgar mayor
informacion retrospectiva en el tiempo hacen de matrices biolégicas como la
placenta, el pelo y los dientes de leche, buenas matrices para evaluar la
exposicién crénica a sustancias de abuso durante diferentes etapas de la
infancia.

Valoracién de la exposicion a sustancias de abuso durante el inicio de
la gestacion mediante el analisis de placenta. La determinaciéon de
sustancias de abuso en muestras de placenta obtenidas cémo material de
descarte en mujeres que interrumpieron voluntariamente su embarazo sirvid
para confirmar la transmisién de las drogas de abuso al feto durante el primer
trimestre de gestacion.

Exposicion pasiva a drogas de abuso mediante el analisis de cabello.
En este trabajo se ha utilizado el analisis de cabello con el fin de esclarecer la
prevalencia insospechada de exposicién a cocaina en nifios de edad preescolar
visitados en un servicio de urgencias pediatrico sin presentar signos
indicativos de una exposicion a sustancias de abuso. Las muestras de cabello
de 21 nifios (23.3%) fueron positivas para cocaina (COC) (rango de
concentracion: 0,3 — 5.96 ng/mg cabello) y ademas una de ellas fue positiva

para 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA) y otra para opiaceos. En el
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88% de los casos positivos, también se hall6é la presencia de COC en la
muestra de cabello del padre que acompafiaba a su hijo a la visita hospitalaria.
En vista de los resultados obtenidos, abogamos por el cribado mediante el
analisis de cabello para esclarecer la presencia de COC y otras sustancias de
abuso en nifios pertenecientes a ambientes de elevado riesgo de exposicién a
sustancias de abuso.

Valoracion de la exposicion pasiva a humo de tabaco mediante el
analisis de dientes de leche. El uso de los dientes de leche, los cuales
empiezan a formarse en la etapa prenatal puede informar acerca de la
acumulacion de nicotina (NIC) y otros metabolitos durante toda la infancia.
Por ello, se ha desarrollado una metodologia basada en la LC-MS-MS con el
fin de poder detectar cantidades infimas de estos metabolitos en dientes de
leche. Los resultados en 64 muestras de dientes mostraron que tan solo la
NIC era capaz de discriminar estadisticamente entre los nifios expuestos
ambientalmente al humo de tabaco. Estos prometedores resultados abogan
por la inclusién de la monitorizacién de los niveles de NIC en dientes en
estudios epidemiolégicos con el fin de categorizar la exposicion acumulativa
al humo de tabaco durante toda la infancia.

Matrices biolégicas para la evaluacién de la exposicion al humo de tabaco
ambiental durante la vida prenatal y postnatal.

Discusion y conclusiones. Esta tesis pone de manifiesto la alta exposicion
pasiva e insospechada a las principales sustancias de abuso tanto legal
(tabaco) como ilegal (cocaina) gracias al empleo de biomarcadores detectados
en matrices no convencionales como la placenta, el pelo y los dientes de leche
en nifios diferentes etapas de la infancia. En conclusion, con el fin de detectar
la exposicién a sustancias de abuso en las diferentes etapas de la infancia
(incluyendo la etapa prenatal y la etapa postnatal) es recomendable utilizar
diferentes matrices no convencionales (o alternativas) con el fin de minimizar
la invasividad en la recogida de las muestras en comparacién con las matrices

utilizadas tradicionalmente (sangre y orina).



SUMMARY

The substance abuse in developed countries has become a public health
problem. Unfortunately, these substances of abuse ate also a burden for
people who do not consume; therefore, the pediatric population is especially
vulnerable. Since the eighties, the possible presence of a substance abuse in
the body and its correlation with clinical effects and / or subjective effects
has been assessed analyzing plasma or urine. However, the determination of
this substances in biological fluids and matrices different than blood and
urine (hence the name "non-conventional fluids and matrices") are much
more attractive. For the non-invasiveness in the collection of the samples and
the fact that can provide much more information about the exposure,
biological matrices such as placenta, hair and teeth, are good matrices to
assess chronic exposure to drugs of abuse during different stages of the
childhood.

Assessment of the exposure to substances of abuse during early
gestation by analysis of the placenta. The determination of drugs of abuse
in samples of placenta obtained as discard material in women who voluntarily
terminated their pregnancy served to confirm the transmission of drugs of
abuse to the fetus during the first trimester of gestation.

Passive exposure to drugs of abuse using hair analysis. In this work we
used hair analysis to clarify the unexpected prevalence of cocaine exposure in
preschool children visited in the pediatric emergency department with no
signs indicative of exposure to substances of abuse. Hair samples from 21
children (23.3%) were positive for cocaine (concentration range: 0.3 - 5.96 ng
/ mg of hair) and also one of them was positive for MDMA and another one
for opiates. In 88% of positive cases, also found the presence of cocaine in
the hair sample of the parent who accompanied his son to the hospital visit.

In view of these results, we advocate screening by hair analysis to ascertain
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the presence of cocaine and other substances of abuse in children from high-
risk environments of exposure to substances of abuse.

Assessment of passive exposure to tobacco smoke by the analysis of
dedicious teeth. We used decidious teeth, which begin to form in the
prenatal stage, to report the accumulation of nicotine (NIC) and other
metabolites throughout childhood. Therefore, we have developed a
methodology based on LC-MS-MS in order to detect minute amounts of
these metabolites in decidious teeth. The results obtained in 64 samples of
teeth showed that only the NIC was able to discriminate statistically among
children exposed to tobacco snuff environmentally. These promising results
argue for the inclusion of monitoring NIC levels in teeth in epidemiological
studies to categorize cumulative exposure to passive smoke throughout
childhood.

Discussion and conclusions. This thesis reveals the unsuspected high
passive exposures to the main substances of abuse both legal (tobacco) and
illegal (cocaine) by the use of biomatkers detected in non-conventional
matrices such as the placenta, hair and teeth in children different stages of
childhood. In conclusion, in order to detect exposure to substances of abuse
in different stages of childhood (including prenatal and postnatal) is
recommended to use different non-conventional matrices (or alternatives) in
order to minimize the invasiveness collecting samples as compared with

traditionally used matrices (blood and urine).
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Introduccién

1.1. EL CONSUMO DE SUSTANCIAS DE ABUSO
EN NUESTRO ENTORNO

1.1.1. Prevalencia del consumo de drogas de abuso en

poblacion general

Segtn datos del Centro Europeo para la Monitorizacion de las Drogas y la
Drogadiccion (EMCDDA), en 2009, las sustancias psicoactivas mas
extendidas entre la poblacion espafiola dentro del rango de edad de 15 a 64
aflos fueron el alcohol y el tabaco. Entre las sustancias que se venden
ilegalmente, las mas consumidas fueron el cannabis y la cocaina (COC), con
prevalencias de consumo en los dltimos 12 meses de mas del 2% (10,6% para
el cannabis, el 2,6% de la cocafna). Ademas, el éxtasis presentdé una
prevalencia del consumo del 0,8% en los tltimos 12 meses. El consumo de
otras sustancias ilegales como la heroina (HER), los alucinégenos o las
anfetaminas (AP) presentaron menores prevalencias en su uso. Por otro lado,
la prevalencia del consumo de tranquilizantes con receta o sin receta fue del
5,5% y de somniferos del 3,6% en los dltimos 12 meses, prevalencia sélo

superadas por el alcohol, el tabaco y el cannabis (Tabla 1.).

Excepto en el caso de los hipnosedantes (tranquilizantes y/o somniferos), en
2007 en Espafa, la extension del uso de drogas en la poblacion de 15-64 afios
fue bastante mayor entre los hombres que entre las mujeres, especialmente en
el caso de las drogas de comercio ilegal, donde la prevalencia entre los
hombres fue varias veces mas clevada que entre las mujeres (Tabla 2.).
Refiriéndonos al consumo en los dltimos 12 meses destacan las diferencias en
el uso de cannabis (13,6 en hombres y 6,6% en mujeres) y de cocaina (4,4%

en hombres y 1,5% en mujeres) (Tabla 2.).
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Introduccién

En este sentido, no existe ningin informe emitido por una entidad estatal en
el cual se constate el consumo de sustancias de abuso especificamente en la

poblacion de mujeres embarazas.



Introduccién

Tabla 1. La prevalencia del consumo de drogas en algin momento de la vida entre la
poblacién de Espafia dentro del rango de edad 15-64 afios (%). Espafia, 1995-2009.

1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009
Tabaco & 69,7 64,9 68,4 68,9 69,5 68,5 75,0
Alcohol * 90,6 87,3 89,0 88,6 93,7 88,0 94,2
Cammaisie 14,5 229 19,6 23,8 29,0 28,6 27,3 32,1
Extasis 2,0 25 24 4,0 4,6 4,4 43 4.9
Alucinégenos 2,1 2,9 1,9 2,8 3,0 34 38 37
Anfetaminas / 23 2.7 22 2.9 32 3.4 3.8 37
speed
Sl 0,3 0,4 0.4 0,5 0,5 0,6 1,8 0,9
Cocaina 3.4 3,4 3,1 4,8 5,9 7,0 8,3 10,2
Heroina 0,8 0,6 0,5 0,6 0,9 0,7 0,8 0,6
Inhalantes 0,7 0,8 0,6 0,8 10 0.8 11 0.6
volatiles
Tranquilizantes
con/sin * * * * 7,0 13,0 11,0
prescripcion
Somniferos
con/sin * * * * * 4.6 6,0 6,3
prescripcion
Sedantes con/sin * * * * * 8,7 15,4 13,4

prescripcion

* El item no esta incluido en la Encuesta Domiciliatfa sobre Alcohol y Drogas (EDADES).
Fuente: Delegacion del Gobierno espafiol para el Plan Nacional sobre Drogas (DGPNSD).
Observatorio Espafiol sobre Drogas. Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Espana, 1995-2009
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Tabla 2. Prevalencia de consumo de drogas en los ultimos 12 meses en la poblacién de
15-64 anos segun sexo (%). Espafia 1997-2007

1997 1999 2001 2003 2005 2007

H M H M H M H M H M H M

Tabaco 55,0 38,7 50,3 39,2 51,5 40,5 53,0 42,6 47,2 37,5 46,0 37,6
Alcohol 86,4 70,5 83,2 67,2 852 70,9 84,5 0684 840 69,2 80,4 06064
Cannabis 10,7 47 9,6 43 130 55 162 6,3 157 6,6 13,6 6,6
Extasis 1,2 05 1,2 05 28 0,7 20 08 1,8 0,6 1,6 0,5
Alucinégenos 14 04 08 04 12 02 09 03 1,1 04 09 03

Anfetaminas / 14 04 10 04 16 06 11 05 14 05 13 03

speed

Crack 02 00 04 00 02 00 02 00 03 00 07 0,1
Cocaina 26 06 23 08 38 13 41 12 46 13 44 15
Heroina 04 01 02 00 04 00 02 00 02 01 01 00
Inhalantes 03 00 01 01 02 01 01 01 02 01 03 01
volatiles

Tranquilizantes

con/sin - - - - - - - - 26 52 47 91
prescripcion

Somniferos

con/sin - - - - - - - - - - 2,8 473
prescripcion

Sedantes con/sin

osgon/sIme 09 09
PteSCflPClOIl

Fuente: DGPNSD. Observatorio Espafiol sobre Drogas (OED). Encuesta Domiciliaria sobre Abuso de
Drogas en Espafia (EDADES).
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1.1.2. Prevalencia del consumo de sustancias de abuso

durante el embarazo

La mayorfa de trabajos que han evaluado la prevalencia del consumo de
drogas durante el embarazo han sido realizados en América del Norte
(Estados Unidos y Canada) (Bar-Oz et al, 2003; Birchfield et al., 1995;
Gillogley et al., 1990; Ostrea et al., 1992). Las tasas de prevalencia que

muestran estos estudios son muy variables y oscilan entre el 6% y el 40%.

En Europa, el consumo de drogas durante el embarazo ha sido practicamente
ignorado. En el Reino Unido, utilizando un examen toxicolégico en orina se
han realizado algunos estudios de prevalencia en el consumo de drogas
durante el embarazo (Bosio et al., 1997; Farkas et al., 1995; Sanaullah et al,,
20006; Sherwood et al.,, 1999). En tres de ellos se determiné la eventual
presencia de drogas de abuso utilizando orina materna. Las prevalencias
alcanzadas oscilaron entre el 10,6% y el 16,7% (Farkas et al., 1995; Sanaullah
et al., 2006; Sherwood et al., 1999). El ultimo de los estudios, determiné la
prevalencia de consumo de cocaina mediante el analisis del meconio. Los
resultados revelaron un 2.75% de exposicién prenatal a cocaina (Bosio et al.,

1997).

En el mismo periodo, en Italia en referencia a la prevalencia de exposicion a
drogas de abuso durante la gestaciéon. Uno de ellos fue realizado en Roma y
empled vello pubico materno cémo matriz para la evaluacion de la exposicion
prenatal (Chiarotti et al., 1996). La prevalencia del consumo materno que se

determiné fue del 1.9%.

En Espafia, segun los datos publicados por el Observatorio Espafiol sobre
Drogas (OED), el 2.5% de mujeres en edad fértil (15 a 35 afos) afirman

haber consumido cocaina durante los tltimos 12 meses. Sin embargo, mas
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alla de las encuestas telefonicas a mujeres en edad fértil, sélo tres estudios han
sido realizados en Espafia acerca de la prevalencia del consumo de drogas
durante el embarazo (Garcia-Algar et al., 2009; Martinez Crespo et al., 1994;
Pichini et al., 2005b).

A mediados de los afios noventa, Martinez Crespo y colaboradores, reflejaron
la prevalencia del uso de cocafna en una poblacién de mujeres embarazadas
reclutadas en el Hospital Clinic de Barcelona. Dicho estudio incluy6 a 1.773
mujeres a las cuales se les evalud a través de cuestionario y se les realizé un
screening para las principales drogas de abuso en orina. Mediante cuestionario
se estimé una prevalencia del 7,6% para el consumo de cualquier droga de
abuso, mientras que mediante el cribado en orina, se alcanz6 un dato similar,

un 7,7% (Martinez Crespo et al., 1994).

El segundo y tercer estudio fueron realizados también en Barcelona y
pertenecen al denominado “Proyecto Meconio”. El estudio fue realizado
entre octubre de 2002 y febrero de 2004, incluyendo en el mismo a 1.209
parejas de madre-recién nacido. Los resultados preliminares de dicho
proyecto fueron publicados en 2005 y fue realizado en el Hospital del Mar de
Barcelona (Pichini et al., 2005b). El objetivo principal del proyecto fue
estimar la prevalencia del consumo de las principales sustancias de uso
recreacional (opidceos, cocaina, cannabis y anfetaminas) en mujeres

embarazadas y los efectos de la exposicion crénica en el recién nacido.

El andlisis de meconio revelé que el 10,9% de los fetos estaban expuestos a
alguna de estas drogas de abuso. Ademas, dicho estudio puso de manifiesto la
infradeclaracion existente en los cuestionarios. Finalmente, este estudio
asoci6 algunos parametros antropométricos como el peso y la talla al nacer
con la exposicién prenatal a cocaina o en combinacién con otras sustancias

de abuso.
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Recientemente, en 2007, se ha estudiado la incidencia del consumo de drogas
de abuso en madres de de nifios recién nacidos en el hospital La Candelaria
(Santa Cruz de Tenerife). Este estudio fue realizado analizando 347 muestras
de pelo materno recogido en el momento del nacimiento. El estudio mostré

la incidencia del consumo del 2.6% de cocaina (Joya et al., 2012).

1.1.3. Prevalencia de la exposicion pasiva a sustancias

de abuso durante la infancia

Este elevado consumo de sustancias de abuso por parte de los denominados
adultos jévenes causé en Barcelona un 4.5% de exposicién prenatal a cocaina
(Pichini et al., 2005b). Este consumo que ocurre durante la vida prenatal y
puede extenderse y pueden existit padres consumidores de sustancias de
abuso que expongas a sus hijos a estas sustancias durante los primeros afios

de vida (Garcia-Algar et al., 2005a; Taguchi et al., 2007).

Ademas, los nifios en esta etapa de la vida pasan muchas horas al dia con sus
padres en sus hogares y por ello pueden ser expuestos repetidamente a estas
sustancias. Las vias de exposicion a estas sustancias de abuso son variopintas
ya que estas pueden ser consumida de forma fumada. La exposicién puede
ocurrir por inhalacién del propio humo, por ingestién accidental o bien por la

contaminacién del mobiliatio del hogar.

Existen pocos trabajos que hayan estudiado la exposicion pasiva a drogas de
abuso durante los primeros afios de la infancia. Los pocos que se han
realizado, se llevaron a cabo en Estados Unidos. Estos estudios se realizaron
en servicios de urgencias de hospitales situados en zonas que atendian a
poblacién con alto riesgo de exclusion social. Estos estudios mostraron una
prevalencia de exposicion entre el 5% y el 36% (Lustbader et al., 1998;
Rosenberg et al., 1991; Rosenberg et al., 1995).
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1.2. DISTRIBUCION DE LAS DROGAS EN
HUMANOS: FLUIDOS Y MATRICES NO
CONVENCIONALES

1.2.1. Principios farmacocinéticos en el embarazo

Los cambios farmacocinéticos durante el embarazo deben considerarse en el
contexto de una unidad integrada de multiples compartimentos: madre —
placenta - membranas extra-amnidticas - liquido amnidtico — feto. Cada uno
tiene funciones propias, con caracteristicas genéticas o celulares y controles

diferentes (Villanueva and Valenzuela, 1998).

Las fisiologias materna y fetal pueden ejercer una influencia compleja sobre la
biodisponibilidad de una droga y, por lo tanto, sobre su respuesta en el

organismo (Villanueva and Valenzuela, 1998).

Cuando se utiliza la via intravenosa para el consumo de drogas, la
concentracion en el plasma fetal se incrementa debido a que se establece un
gradiente materno-fetal con tendencia al equilibrio, momento que coincide
con el pico de la concentraciéon fetal. Conforme la droga se depura del plasma
materno, el gradiente de difusion se revierte y la concentracién fetal declina.
Asi, los niveles fetales de una droga dependen no sélo de la transferencia
placentaria sino también de la velocidad de eliminacién materna de la droga.
Si la velocidad de transferencia placentaria es mas lenta con relacién a la
velocidad en la que la droga se elimina de la madre, entonces las
concentraciones de la droga no alcanzaran niveles altos en el feto (Villanueva

and Valenzuela, 1998).
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La velocidad y extensiéon de la distribucién de la droga al feto puede
modificarse segin la via de administracién empleada, siendo menor la
exposiciéon con la via intramuscular en relaciéon a la via intravenosa

(Villanueva and Valenzuela, 1998).

Cuando el consumo de droga es repetido, la concentraciéon de la droga
alcanza un estado estable tanto en la madre como en el feto. De aqui que bajo
condiciones de estado estable o estacionario, ademas de la permeabilidad
placentaria y la eliminacién materna de drogas, sea importante considerar la

unién a protefnas y la eliminacion fetal de la droga (Szeto, 1995).

El feto es un sitio de localizacién o fijacién, metabolismo y excrecion
seleccionado. Ademds de un sitio para la accién de una sustancia quimica,

puede constituir un depésito (Villanueva and Valenzuela, 1998).

Se debe considerar la posibilidad de que la droga y sus metabolitos se
excreten por el rifién fetal y, por tanto, recirculen del feto a la orina y de ésta
al liquido amniético, a la via gastrointestinal o piel fetal (el feto humano
produce de 15 a 20 mL/h de orina y deglute de 5 a 7 mL/h de liquido
amniético). En consecuencia, el liquido amnidtico puede funcionar como un
reservorio, especialmente para metabolitos polares (Fabro and Scialli, 1986).
Para drogas liposolubles, la velocidad de eliminacién de la droga esta
determinada por las caracteristicas de eliminacién materna, lo cual sugiere que
la depuraciéon placentaria es la via predominante de eliminacién fetal de

drogas liposolubles (Villanueva and Valenzuela, 1998).

Por otra parte, se ha demostrado que la placenta tiene la capacidad de
metabolizar drogas a compuestos mds activos o toxicos; también puede
actuar como un depésito. Por tanto, es posible que la placenta module la

eliminacién de la droga produciendo metabolitos y reteniendo grandes
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cantidades para su liberacién de regreso al feto. No se puede suponer que
todas las drogas se transferiran rapidamente a la madre; mas bien, es posible
que estos agentes se distribuyan de preferencia a los 6rganos fetales, por
ejemplo al encéfalo, en base a su liposolubilidad y fijacién especifica en sitios
receptores fetales. Muchos receptores en el sistema nervioso central (SNC) y

otros 6rganos fetales aparecen tempranamente durante el desarrollo.

1.2.1.1. Compartimento materno

Durante el embarazo la absorcién de las drogas consumidas por via oral se
modificara debido a la combinacién tanto del retraso en el vaciamiento
gastrico como de la disminucién de la motilidad intestinal. La consecuencia
de un vaciamiento gastrico mas lento puede ser una reduccién en el ritmo de
absorcion de la droga, en relacién con el retardo en el ingreso al intestino
delgado. El paso mas lento a través del intestino delgado puede, sin embargo,
aumentar la absorcién de ciertas drogas (Brody et al., 1993). La absorcién en
sitios diferentes al tracto gastrointestinal también puede afectarse; por
ejemplo, la absorcién pulmonar se incrementa como resultado de un

incremento en la supetficie y en el flujo sanguineo (Gleicher, 1989).

El volumen aparente de distribucién de varias drogas se incrementa durante
el embarazo conforme se expande el volumen plasmatico, aproximadamente
un 40 — 50 %, desde el inicio de la gestacién hasta alcanzar su punto maximo
a las 32 semanas. Se presentan cambios concomitantes en el gasto cardiaco y
en la tasa de filtracion glomerular. La expansion del volumen aparente de
distribucién junto con un incremento en la depuraciéon renal lleva a una
disminucién en la concentracion materna circulante de la droga. El flujo
sanguineo hepatico permanece constante, de modo que el porcentaje del
gasto cardiaco total destinado al higado disminuye, con lo que puede

reducirse el metabolismo de primer paso hepatico de algunas drogas, lo que
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puede provocar una elevaciéon en su concentraciéon plasmatica. La colestasis
se desarrolla frecuentemente durante el embarazo y puede causar una
disminucién en la depuraciéon de farmacos que sufren excrecion biliar

(Gleicher, 1989).

1.2.1.2. Compartimento placentario

Durante mucho tiempo se hablé de la barrera placentaria como un
mecanismo de defensa que preservaria la integridad del ser en desarrollo
frente a las agresiones quimicas que le pudieran llegar a través de la sangre
materna. Actualmente se sabe que la barrera placentaria no existe, y que la
mayorfa de las sustancias quimicas pueden atravesar la placenta y llegar al

embrion o feto.

En general, compuestos con peso molecular superior o igual a 1.000 Da no
cruzan rapidamente la placenta, mientras que aquellos con peso molecular
igual o inferior a 600 Da sf lo hacen. La mayoria de los farmacos y drogas de
abuso estan entre los 250 y 400 Da, y por tanto, cruzan facilmente la placenta.
El pH de la sangre fetal es relativamente acido en comparaciéon con el de la
sangre materna, por eso las drogas bésicas tienden a alcanzar mayores
concentraciones en sangre fetal. Diversos estudios han puesto de manifiesto
que drogas como la COC, marihuana y HER, entre otras, pueden atravesar la
barrera placentaria. Las sustancias quimicas pueden incluso actuar como
teratbgenos afectando directamente a la funcién de la placenta, e impidiendo

el aporte de oxigeno y nutrientes al feto.

El transporte placentario de sustancias se establece alrededor de la quinta
semana de vida embrionaria, pero antes de formarse la placenta cualquier

sustancia puede actuar directamente sobre las células embrionarias o sobre los
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organos maternos, alterando de forma indirecta el desarrollo fetal (Schuetze

et al., 2007).

A medida que la placenta madura, el espesor del epitelio trofoblastico
disminuye y aumenta la supetficie de contacto, lo cual conlleva a que se eleve
la velocidad de difusion de las sustancias cuando la placenta tiene mayor edad
(Simone et al., 1994). Por otra parte, la eliminacién de sustancias psicoactivas
en el compartimiento fetal se realiza por difusién hacia el compartimento
materno, pero muchos metabolitos quedan en la porcién fetal hasta que el
rifion adquiere capacidad para eliminar las drogas circulantes al liquido
amniotico (Schuetze et al., 2007; Simone et al.,, 1994). Esta capacidad de
eliminacién reducida y la circulacion fetal a través de la vena umbilical, que
alcanza directamente su corazén y cerebro sin paso previo por el higado,
implica una disminucién en el metabolismo de las drogas haciendo que el

efecto de sustancias psicoactivas en el feto sea mayor (Simone et al., 1994).

1.2.1.3. Compartimento fetal

Desde la perspectiva de la distribucion fetal de la droga es conveniente
resaltar que, dado que las drogas que atraviesan la placenta llegan al feto por
la sangre venosa umbilical, y de ésta, el 50% entra en la circulacién hepatica y
el resto atraviesa el ducto venoso; entonces, la mitad de la droga transportada
es susceptible de metabolismo hepatico y la otra mitad ingresa a la circulacion

fetal directamente (Villanueva and Valenzuela, 1998) (Figura 1.).
La distribucién de una droga en el feto constituye un factor determinante en

el grado de exposicion fetal y es en gran parte regulado por variaciones en el

pH y en la unién a proteinas (Villanueva and Valenzuela, 1998).
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Figura 1. Circulacion de las sustancias de abuso en el
compartimento fetal.

Maternal Blood

Al inicio del embarazo, el pH intracelular en el feto es mayor que en la madre,
lo cual resulta en el secuestro de acidos débiles y en la acumulacion potencial
de drogas acidas en los tejidos fetales. Conforme avanza la edad gestacional,
el pH intracelular fetal se hace mas acido, con el potencial atrapamiento de
bases débiles. Durante el embarazo también pueden ocurrir variaciones en la
unién a proteinas fetales (Green et al., 1979). La concentracion de la
glicoproteina 4cida-a1, la cual une drogas lipofilicas acidas, disminuye en el
feto en relacién con la madre a lo largo del embarazo, siendo insignificante a
las 16 semanas de gestaciéon y correspondiendo a un tercio de la
concentracién materna al momento del parto. La albimina, la cual se une a
drogas acidas lipofilicas, estd presente desde las semanas 12-15 de gestacién,
no obstante las concentraciones maternas superan en 3-4 veces las fetales. Sin
embargo, conforme transcurre el embarazo, las concentraciones fetales de
albumina se incrementan en comparacién con las maternas y a término son
aproximadamente 20% mayores que las concentraciones maternas (Krauer et

al., 1984).
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Los sistemas enzimaticos fetales destinados a la biotransformacion se forman
desde las semanas 5-8 de gestacién y su actividad se incrementa hasta las
semanas 12-14, cuando alcanza alrededor del 30% de la actividad del adulto.
No es sino hasta el primer afio de vida posnatal, que el sistema enzimatico
hepatico se puede comparar con el del adulto (Pelkonen, 1980). El primer
sistema que se expresa es el citocromo P450 que es mas activo en la glandula
adrenal fetal que en el higado y también esta presente en el rifién e intestino.
Las monooxigenasas estin compuestas de un conjunto de formas inducibles y
puede dividirse en dos grupos principales de acuerdo a las sustancias que
inducen su actividad: fenobarbital o hidrocarburos aromaticos policiclicos

(Dvorchik et al., 1986).

Los fetos humanos generalmente tienen bien desarrollada la actividad
enzimatica de conjugacién, excepto por la glucuronidacién, la cual continda
baja hasta poco después del nacimiento a término (Burchell et al., 1989). El
metabolismo fetal puede generar intermediarios toxicos indicando la
participaciéon del feto y de su estructura genética como factores en la

susceptibilidad al desarrollo de toxicidad.

La presencia de drogas en los liquidos fetales y amnidtico procede de su paso
a través de la orina, la cual se excreta dentro del liquido amnibtico o sacos
alantoicos, por transferencia a través de la piel fetal o por transporte directo

desde la madre a las membranas corioalantoicas (Rudolph, 1995).
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1.2.2. Modelos farmacocinéticos para la unidad

materno-fetal

Los modelos farmacocinéticos representan simplificaciones del modelo
biolégico real, facilitan la comprensiéon del fendmeno y permiten realizar
predicciones exactas sobre la disposicion del fairmaco/droga en el organismo.
Desde la perspectiva de la unidad materno-fetal, su disefio es particularmente
importante debido a que los efectos de un farmaco en los tejidos fetales
estan, en gran parte, determinados por el tiempo de exposicién, y éste, a su
vez, por los procesos de distribucién y excrecion de los compartimentos

materno y fetal.

Los farmacos, una vez dentro del organismo, tienden a desplazarse entre los
distintos compartimentos corporales. El andlisis del fenémeno comienza con
el estudio de los cambios en la concentracion del farmaco en un

compartimento en funcién del tiempo, de acuerdo a la siguiente férmula:

9€ - ke,
dt

Ecuacion 1. Cambio en la concentracion del farmaco en un compartimento
en funcién del tiempo.

En donde dC/dt representa el cambio en la concentracién en relacién al
tiempo, y -KCn se refiere a que la disminucién en la concentracion de un

farmaco es una funcién de tipo exponencial.
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Cuando n es igual a cero, el proceso es de orden cero y la velocidad de

cambio es independiente de la concentracién del farmaco:

d_C:—K
dt

Ecuacion 2. Cinética de orden cero.

Cuando el farmaco después de ingresar en el organismo se distribuye en un
compartimento homogéneo y después se elimina siguiendo un proceso de

primer orden, se considera un modelo abierto de un compartimento.

Cuando el sistema biologico esta formado por un compartimento central en
el que el fairmaco se absorbe y se elimina, y un compartimento periférico
comunicado con el anterior en donde la distribucion del fairmaco es un
proceso reversible entre dos compartimentos, entonces se trata de un modelo

abierto de dos compattimentos.

En la unidad materno-fetal, un firmaco administrado a la madre se transfiere
de la placenta al feto via la vena umbilical y regresa del feto a la placenta via
las arterias umbilicales. El modelo mas simple para este fenémeno es el de
dos compartimentos representados por la madre y el feto con distribucion
bidireccional entre ellos (Figura 1.) (Briges et al., 1994). Existen dos modelos

de este tipo:

1. El farmaco es eliminado s6lo por la madre.

2. Bl farmaco es eliminado por la madre y el feto.
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Todos los procesos de distribucién y eliminacién siguen cinéticas de primer
orden. La eliminaciéon materna es el resultado tanto de la excreciéon del
farmaco como de la distribucion al feto y depende de la concentracion del
farmaco en el compartimento materno. En el caso de la eliminacion fetal, ésta
se deriva del proceso de biotransformacion y de la transferencia feto-madre.

La concentracion fetal del farmaco sera menor que la de la madre sdlo si:

1. La velocidad de eliminacién materna es mayor que la velocidad de

transferencia materno-fetal.

2. La velocidad de transferencia feto-madre es mayor que la madre-

feto.

3. El feto o la placenta biotransforman el farmaco.
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1.3. MATRICES BIOLOGICAS ALTERNATIVAS

1.3.1. Caracteristicas principales de los fluidos vy

matrices no convencionales

Para producir sus efectos caracteristicos, los farmacos y las sustancias de
abuso deben estar presentes en unas determinadas concentraciones en su(s)
centro(s) de accién. Aunque este hecho dependa en gran medida de la droga
administrada, las concentraciones de las sustancias de abuso dependen del
ciclo de Absorcién, Distribucién, Metabolismo y Excrecion (ADME) de
dicha sustancia en el organismo. Este ciclo abarca la absorcién de la droga o
firmaco, su distribucién en diferentes matrices y/o fluidos, su
biotransformacién y la propia excrecién (Figura 2) (Rowland and Tozer,

1989).

Figura 2. Esquema de la distribucion de las drogas en el cuerpo

humano.
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(D/M=droga/metabolito (s)) . Esquema extraido de (Lozano et al., 2007b)
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Desde la década de los ochenta, la presencia y disposicion de una sustancia de
abuso en el organismo y su correlacién con los efectos clinicos ha sido
evaluada mediante el andlisis de plasma u orina ya que no era posible (ya fuera
por dificultad o invasividad a la hora de obtener la muestra) tomar muestras
de diferentes matrices o fluidos biolégicos. Sin embargo, durante las dos
ultimas décadas, la determinacion de sustancias de abuso en fluidos y matrices
biolégicas diferentes a la sangre y la orina (de aqui su nombre “fluidos y
matrices no convencionales”) ha ido ganando importancia (Pichini et al.,
1996). Por un lado, las mejoras tecnoldgicas coémo la no invasividad en la
recoleccion de muestras, el empleo de nuevos dispositivos dedicados a la
recogida de muestras, las diferentes posibilidades en los procedimientos de
extraccién y la disposicion de nuevos métodos analiticos han hecho posible la
medicion de cantidades infimas de sustancias extraidas de matrices bioldgicas
complejas. Por otro lado, la determinacién de sustancias de abuso y sus
metabolitos en matrices biolégicas no convencionales parece ser util para: en
primer lugar, tener la posibilidad de poder calcular los pardametros
farmacocinéticos en el 6rgano diana; y en segundo lugar, y como aplicacion
mas importante, la aplicacion de la informaciéon obtenida en la toxicologia

forense y clinica.

Por ejemplo, la determinacion de la concentraciéon de sustancias de abuso (y
sus metabolitos) en matrices como liquido cefalorraquideo, secreciones
bronquiales o liquido peritoneal son importantes porqué son capaces de
revelar la presencia de un téxico en el 6rgano diana o en el centro de accién
relacionados con eventuales cambios morfolégicos o fisioldgicos (Maurer,
1998; Pichini et al., 1996; Pragst et al., 1999). Otras matrices como la bilis o
las heces proporcionan informacién de una ruta de excrecion, en este sentido,
acerca de la circulacién entero-hepatica de drogas y metabolitos diferente de

la determinable en orina (Soriano et al., 2001).
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Por otro lado, las matrices biolégicas se pueden clasificar segiin su campo de
aplicacién. Segun este punto de vista, matrices como el humor vitreo o el
liquido pericardico son habitualmente recogidas con una finalidad forense
(Contreras et al., 2006; Drummer, 2004). En cambio, matrices como el pelo o
las uflas proporcionan informacién acerca de la ingesta de sustancias de
abuso en el pasado en relacién a semanas hasta afios y por lo tanto pueden
ser utilizados en casos forenses (con la finalidad de buscar una causa o bien
una causa secundaria de la muerte) o en casos clinicos (buscando la causa a
un efecto clinico cronico) (Kintz et al, 2006; Palmeri et al., 2000).
Finalmente, otros fluidos como el sudor y la saliva nos ofrecer informacién
acerca de un consumo reciente y esta informaciéon puede ser asociada a unos
efectos agudos a un farmaco o droga (Pichini et al., 2002; Pichini et al.,

2003a)

Figura 3. Ventana de deteccion en el tiempo para diferentes matrices
neonatales, maternas y fetales validas para el asesoramiento de la
exposicion intrauterina a sustancias de abuso.

Minutes Hours  Days Weeks Menths Years
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Algunos de estos fluidos y/o matrices pueden estar relacionadas con el
periodo de gestacion y también pueden ser utiles con el fin de aportar
informacién toxicolégica de la etapa intrauterina del recién nacido: como la
presencia de drogas en sangre del cordén umbilical asi como en el liquido

amniotico, el pelo fetal o el meconio (Figura 3).

Respecto a lo anteriormente mencionado, existen algunas matrices, con un
area de aplicaciéon muy especifica y restrictiva, otras en cambio pueden
aportar informacién util para muchas aplicaciones en toxicologfa (Tabla 3 y
Tabla 4). Ademas no debemos obviar otros aspectos no menos atractivos del
uso de matrices biologicas alternativas como es el uso de materiales sencillos
para recoger muestras (los cuales, a menudo, no requieren de un ambiente
hospitalario para su recogida), el tratamiento de la muestra posteriormente,
asi como la posibilidad de realizar el analisis de resultados en el mismo lugar

de la recogida.
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Tabla 3. Adecuacion de las matrices no convencionales en toxicologia clinica y forense

Farmacologia Correlacion
Toxicologia Toxicologia
Fluido / Matriz clinica / con niveles
Forense clinica
TDM plasmaticos
Plasma AR + s
Orina + + +++ +/-
Lagrimas + /- = - _
Uiias +/- ++ - .
Liquido cefalorraquideo S = . 4
Secreciones bronquiales + - + -
Fluido intersticial - - 4 ++
Fluido seminal + - ++ +/-
Bilis + /- + - +/-
Heces +/- - - -
Sangre de cordon umbilical - “F + g
Liquido Amniético - + + +/-
Leche materna + - et +
Humor vitreo - +++ - +/-
Fluido pericardico - S 4 /-
Saliva +++ + +++ ++
Meconio . 1+ + )

Therapeutic Drug Monitoring (TDM)
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Como muestra la Tabla 3, matrices biolégicas como el meconio, la placenta,
el pelo y los dientes de leche se han postulado como buenas matrices para
evaluar la exposicién crénica a sustancias de abuso durante diferentes etapas
de la infancia. Hstas matrices se caracterizan por presentar una baja
invasividad a la hora de recoger las muestras hecho que es muy relevante
cuando trabajamos con poblacién pediatrica. Por este motivo, estas matrices
seran descritas en profundidad en la siguiente seccidn, enfocando su interés
en la composicién, fisiologia de su produccién, ventajas, limitaciones y
aplicaciones acerca de la informacién toxicolégica que proporcionan en la
toxicologia clinica. Ademas, el resto de matrices y fluidos biol6gicos asi como
sus campos de aplicacioén seran brevemente descritos, conjuntamente con los
mecanismos involucrados en la transferencia de estas sustancias desde la

sangre hasta dichas matrices y fluidos no convencionales.



4

Tabla 4. Ventajas, limitaciones, ventana de deteccion y procedimientos analiticos seleccionados para
monitorizar la exposicién gestacional a sustancias de abuso en matrices y fluidos maternos

. Formade Ventanade Concentracion de Procedimientos
Matriz . . . Apuntes i
recogida deteccion los analitos analiticos
Cocaina (Dams et al.,
Facil v n 2003); cannabis
Orina L actyno 1 -3 dfas ng/mL a pg/mL (Weinmann et al., 2001);
invasivo . .
anfetaminas (Pirnay et
al., 2006)
Cocaina (Cone et al.,
Facil v n El analisis segmentario 1991); Cannabis
Pelo inac i} © Meses - afios  pg/mg a ng/mg correlaciona con periodos  (Skender et al., 2002);
vasivo especificos Opiaceos y anfetaminas
(Skender et al., 2002)
Cocaina (Clauwaert et
Fluido Facil v n La estimulacién del flujo al., 2004); cannabis
. . 2ty no 0.5-36h pg/mg a ng/mg salival disminuye las (Niedbala et al., 2004) ;
Oral 1nvasivo - .
concentraciones anfetamines (Wood et
al., 2003)
Invasi Cocaina (Kolbrich et al.,
vastva. No se pueden recoger 2000); cannabis (Huestis
Sangtre / Requiere . . .
. 1 -3 dias ng/mg a ug/mg muestras seriadas, riesgo et al., 2006);
Plasma entrenamient . .
cevi anemia Anfetaminas (Peters et
© previo al., 2005)
Cocaina (Kacinko et al,,
Facil y no . Dificil de cuantificar la 2005); cannabis (Kintz
Sudor invasivo 3= dias pg/mg ang/mg cantidad de sudor excretada et al., 2000); anfetaminas

(Fay et al., 1996)
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1.3.2. Mecanismo para el traspaso de una droga a un

fluido extravascular y a matrices

El traspaso de un farmaco desde la sangre o el plasma a otro fluido (o matriz)
ha sido ampliamente estudiado en algunas matrices no convencionales como
la saliva, el liquido amniético, el semen o la leche, pero es parcial o

completamente desconocido para otras matrices (Rowland and Tozer, 1989)

En general, el traspaso de un fairmaco o droga a un fluido (o matriz) ocurre
por difusioén pasiva y estd regulado por las caracteristicas fisico-quimicas de
dicho farmaco o droga (Tabla 5). Estas variables son: el peso molecular, el
volumen molecular, la constante de disociacién del fairmaco, la solubilidad
lipidica y la unién a proteina. El proceso de difusién simple se trata de un
proceso lento, cuya velocidad, segin la Ley de Fick (Ecuacion 3.), sera
mayor cuanto mayor sea el gradiente de concentracién, menor sea el tamafio

de la molécula y mayor sea su liposubilidad.

velocidad de difusion = DAAC

Ecuacion 3. Ecuacion de Fick.

En donde D es la constante de difusion de la droga, A es el area a través de la
que ocurre la transferencia, AC es la diferencia de concentracién de la
sustancia entre los dos compartimentos y finalmente d es el grosor de la

membrana.
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La constante de difusiéon D esta determinada por las caracteristicas de las
drogas tales como su peso molecular, su pKa, la solubilidad lipidica, el estado

de ionizacién y la unién a proteinas.

Tabla 5. Formas de paso de los farmacos o drogas a través de
membranas biolégicas

Depende de:
Forma Mecanismo ., Gradiente de
Presion .,
concentracion
Filtracién Paso por poros St St
Difusion Dilucion - Si
Transporte
. Portador - Si
Facilitado
Transporte
P Portador + ATP - No
Activo

Otras formas de absorcion son:
- Fagocitosis en que una célula (fagocito) engloba una particula sélida
- Pinocitosis, en que igualmente, por invaginacion de la membrana, se

introduce una gota de liquido externo (endocitosis, y al revés, exocitosis)
Adenosin trifosfato (ATP)

La liposubilidad depende del grado de ionizacion de la sustancia. Asi,
mientras la forma ionizada no difunde a través de la membrana, si lo hace la
forma no ionizada. La mayoria de farmacos son acidos o bases débiles que se
encuentran mds o menos ionizados dependiendo del pH del medio y de su
pKa. El pKa es el valor de pH en que se encuentra el 50% del farmaco en su

forma ionizada. Segun la férmula de la ecuacion de Henderson-Hasselbach:

Para acidos: pH = pKa + log (ionizado / no ionizado)

Para bases: pH = pKa + log (no ionizado / ionizado)

La forma no ionizada difundird libremente hasta que se equilibre la

concentracion a ambos lados de la membrana, mientras que la forma
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ionizada, por su riqueza en grupos hidréfilos, no pasard. Cuando la
membrana separa dos medios con distinto pH (p.¢j. la sangre respecto a la luz
intestinal, orina, leche materna o saliva), se producira una acumulaciéon del
farmaco o la droga en el lado que existe mayor gradiente de ionizacién. A este
fenémeno se le llama atrapamiento idnico ya que las bases quedan atrapadas
en el medio acido y los 4cidos en el medio basico. En los procesos de
absorcién, el fiarmaco es constantemente captado por la sangre, que lo
transporta al resto del organismo, por lo que no llega a alcanzarse un

equilibrio y el proceso continta hasta que la absorcion es completa.

La evaluacién de la exposicién a sustancias de abuso en diferentes periodos
de la infancia se puede realizar mediante el uso de matrices bioldgicas
procedentes del feto o del recién nacido (cémo el meconio, el pelo neonatal o
la orina neonatal). En segundo lugar, pueden ser matrices de origen materno
(cémo el plasma, la orina, el pelo, la leche materna, el fluido oral o el sudor) o
puede realizarse en matrices con origen comun (cémo la placenta o el liquido

amniotico).

Cada una de estas matrices tiene unas caracteristicas diferentes y especificas:
concentracion de las sustancias y sus metabolitos en dicho tejido, ventanas de
deteccién mas o menos amplia, cantidad de muestra disponible, etc.). Las
especificidades de cada matriz hacen que cada una de ellas se emplee en

utilidades especificas.
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1.3.3. Sangre de cordon y liquido amnidtico

Los farmacos y sustancias de abuso administrados o consumidos por mujeres
embarazadas tienen la posibilidad de atravesar la placenta y llegar al feto
(Pacifici and Nottoli, 1995). Sin embargo, debido a que la recogida tanto de
liquido amniético como de sangre del feto son métodos suficientemente
invasivos e incluso, nocivos para el feto, son matrices poco atractivas pata su

uso en estudios clinicos.

Al igual que la sangre, en general, la determinacién de farmacos (o sustancias
de abuso) en sangre de cordén umbilical solo aporta informacién acerca de
las horas previas antes de la recogida y por lo tanto no permite evaluar la

exposicién crénica a sustancias de abuso durante la gestacion.

Por lo que se refiere a las drogas ilicitas, y sus metabolitos, se han hallado en
sangre de cordén en un rango de concentraciones que varfa desde los
nanogramos hasta los miligramos por mililitro de sangre (Dempsey et al.,
1998; Moote et al., 1993; Pichini et al., 2003¢c; Winecker et al., 1997) (Tabla
6). La mayoria de estudios que han utilizado la sangre de cordén como matriz
para evaluar la presencia de sustancias de abuso han mostrado las limitaciones
de esta matriz en cuanto a su capacidad de predecir la exposicion prenatal a
sustancias de abuso. Sin embargo, pata el caso del tabaco, la determinacion de
cotinina (COT) en sangre de cordén parece ser el biomarcador mas adecuado
para determinar la exposicion fetal a humo de tabaco, por delante de la orina
neonatal y/o la orina materna (Pichini et al., 2000; Tappin et al., 1995). En
este sentido, un estudio reciente propuso el tejido de cordén umbilical, en
lugar de la sangre de cordén, como alternativa al uso de meconio para evaluar

la exposicién prenatal a sustancias de abuso (Montgomery et al., 2000).

53



Introduccién

Por otra parte, en relacién al liquido amniético, debido a que este empieza a
formarse en las primeras semanas de embarazo, la presencia de sustancias de
abuso en este fluido puede informar acerca de la exposicién a sustancias de
abuso durante las primeras fases del embarazo (Pacifici and Nottoli, 1995). Si
bien es peligroso para el feto, el liquido amniético puede ser recogido en
cualquier momento del embarazo. Tanto drogas como sus respectivos
metabolitos principales se han identificado en liquido amniético con
concentraciones en el rango de nanogramos por mililitro. Aunque en teorfa
no hay restricciones en cuanto a la cantidad de liquido que se muestrea,
normalmente, solo unos pocos mililitros de liquido se recogen durante la
prueba de amniocentesis. Aunque el liquido amnidtico se ha utilizado para
confirmar la exposicién fetal a COC (Eyler et al, 2005; Jain et al., 1993;
Ripple et al., 1992; Winecker et al., 1997) este fluido no ha ido ganando
popularidad con el paso del tiempo como herramienta practica para la
identificacién de la exposiciéon prenatal a sustancias de abuso. La principal
razén recae en la dificultad de recogida de muestras, ya que este
procedimiento pone en peligro al feto, a menos que la recogida sea en el

momento del patto.



Introduccién

Tabla 6. Revision bibliografica de las técnicas analiticas usadas para la deteccion de las
principales sustancias de abuso durante el embarazo en muestras de placenta, liquido
amniético y sangre de cordéon umbilical

Rango de Método de  Método de LOD /

Droga concentracion  extraccion deteccion LOQ Referencia
Placenta
. ARE: 0.009 — oo LOQ:0.004  (Garcia-Algar et
Arecolina 0.015 ug/g Lig-Liq LC/MS ue/e al., 2005b)
Liquido Amniético
(ng/ml)
BE: 0836 FPIA / (ng/ml) (Ripple et al.,
COC: 0-24 SPE GC/MS LOD: 5 1992)
EME: 0 -34 LOQ: 10
CE: trazas
Cocaina (ng/ml)
COC: trazas — .
250 SPE HPLC ND (Jain et al., 1993)
BE: 400 — 5000
LOD (Eyler et al.,
ND SPE gl()jl/ﬁ\:/[é (ng/mL) 2005; Winecker
5 et al., 1997)
Sangre de cordén umbilical
COC: ND (Moore et al.,
BE: trazas SPE HPLC ND 1993)
(ng/ml)
BE: 0 - 1237
EME: 0 —52 SPE HPLC / nL(/)rrI?L (Winecker et al.,
Cocaina EEE: ND GC/MS ( gz p ) 1997)
NCOC: 0-172 '
CE: ND
Cglg/gnE)88 LOQ (Dempsey et al.,
: Lig-Liq GC-MS (ng/mL) 1998; Samperiz
BE: 74-3880 5 t L. 1996
CE: ND ctal, 1996)

Arecolina (ARE); benzoilecgonina (BE); cocaetileno (CE); ecgonina etil ester (EEE); ecgonina metil ester
(EME); immunoensayo por deteccién de fluorescencia polarizada (FPIA); cromatografia de gases acoplada
a espectromettia de masas (GC/MS); cromatografia liquida de alta presion (HPLC); cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC/MS); limite de deteccién (LOD); limite de cuantificaciéon (LOQ);
no disponible (ND); norcocaina (NCOC); extraccién en fase sélida (SPE)
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1.3.4. Placenta

La estructura basica de la placenta humana madura aproximadamente en la 4*
semana de gestacion (Figura 4). Este tejido, fuente de circulacién
fetoplacentaria, constituye una interfaz de sangre fetal y materna que actda

como intercambiador de nutrientes y residuos del feto a la madre.

Durante mucho tiempo se hablé de la barrera placentaria como un
mecanismo de defensa que preservarfa la integridad del feto en desatrollo
frente a las agresiones quimicas que le pudieran llegar a través de la sangre
materna. Actualmente se sabe que la barrera placentaria no existe, y que la
mayorfa de las sustancias quimicas pueden atravesar la placenta y llegar al
embrion o feto (Olsen, 1995). Sin embargo, algunos biomarcadores si pueden
quedar retenidos en dicho tejido. En este sentido, los ésteres de etil de acidos
grasos o los ésteres de etil de acidos grasos (FAEEs) procedentes de madres
consumidoras de alcohol etilico durante el embarazo no se traspasan al feto,
sino que son recaptados y degradados por la placenta humana. Asf pues, los
FAEEs detectados en el recién nacido provienen de forma exclusiva del
metabolismo del neonato formados a partir del etanol que ha sido transferido

por la madre (Chan et al., 2004).

Ademas, las sustancias de abuso incluyendo las drogas, también pueden
afectar a los sistemas de transporte de nutrientes de la placenta, as{ como a la

modificacién de la fisiologia de la misma (Sastry, 1991).
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Figura 4. Diagrama que muestra las diferentes barreras
anatémicas en el primer trimestre de gestacion
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(U) Utero; (P) Placenta; (UC) Cordén Umbilical; (E) Embrion; (ECC) Cavidad
exocelomica; (YS) Saco Yolk secundario; (AC) Cavidad Amnidtica; (AM)
Membrana Amniética. Extraido de (Jauniaux and Gulbis, 2000)

También se han realizado estudios con el fin de evaluar la exposicién cronica
a sustancias y los posibles cambios morfolégicos que puede padecer el tejido
placentario as{ como las repercusiones de estos en el desarrollo fetal. Aunque
no se concibe a la placenta como un 6rgano metabolizador, se han descrito
cambios en las capacidades enzimaticas de placentas provenientes de madres
fumadoras crénicas (Myllynen et al., 2005). En seis recién nacidos se detectd
la presencia de arecolina (ARE), el principal alcaloide de la palma de areca
(Areca catechn), la 4* sustancia mas utilizada en el mundo después del tabaco, el
alcohol y la cafefna (Garcia-Algar et al., 2005b; Lopez-Vilchez et al., 2000).
La presencia de ARE se encontré en cinco de las seis placentas. Ademas en

dichas placentas se describieron cambios morfolégicos observables
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macroscépicamente como la localizacién de centros de alta inflamacion y la

disminucién en el diametro de los vasos sanguineos.

Recientemente, se han cuantificado los niveles de las principales sustancias de
abuso en placenta obtenida en el momento del parto procedentes de madres

consumidoras(Concheiro-Guisan et al., 2009; de Castro et al., 2009).
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1.3.5 Meconio

El meconio constituye la primera materia fecal del recién nacido y contiene
informacién acerca de su metabolismo prenatal. Consta del material digerido
por el feto en su etapa intrauterina: estd formado por células del epitelio
intestinal, mucopolisacaridos, liquido amniético, sales biliares, lipidos y agua

(Ostrea et al., 1994b).

Es generalmente aceptado que el meconio empieza a formarse a partir de la
semana 12* de gestacién, porque es en este momento cuando empieza la
deglucion del liquido amnidtico (Gareri et al., 2006). Por lo general, el
meconio se acumula en el intestino del feto hasta el nacimiento. De tal forma,
que el meconio actua como treservorio de las sustancias de abuso. Ademas, las
concentraciones de sustancias de abuso en meconio habitualmente son mas
elevadas que las halladas en orina a causa de la acumulacién a lo largo de
varios meses de gestaciéon (Bar-Oz et al., 2003). Por estos factores, el analisis
de meconio permite la deteccién del consumo (activo o pasivo) de drogas por
la madre durante las tltimas 20 semanas de gestacion, y por lo tanto, aporta
informacién acerca de la exposicion fetal crénica a sustancias de abuso

(Koren et al., 2002; Lozano et al., 2007b; Pichini et al., 1996).

En la misma linea, el andlisis de drogas en meconio aporta mucha mas
informacién respecto a la exposicién crénica a sustancias de abuso que el
analisis de orina neonatal, el suero de sangre de cordén umbilical, o pelo

neonatal (Ostrea et al., 2008).

Las sustancias de abuso en meconio estin presenten en el rango de
nanogramos a microgramos por gramo de meconio. El meconio es una
matriz no homogénea y compleja con lo que la recuperacién de sustancias de

abuso depende en buena medida de la técnica de extraccién escogida. Se
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recomienda la congelacién inmediata de las muestra de meconio momentos
después de la recogida con el fin de no degradar la eventual presencia de
drogas en dicha matriz. Habitualmente, las drogas en meconio se mantienen
estables a una temperatura de -20°C, y asi durante un periodo prolongado en

el tiempo (Pichini et al., 2004) (Tabla 7).

El meconio es especialmente util en la evaluacion de la exposicion in utero a
sustancias de abuso (Gray and Huestis, 2007; Lozano et al., 2007a; Lozano et
al., 2007b). Los primeros estudios realizados en meconio demostraron que las
sustancias de abuso y sus metabolitos principales estan presentes en dicha
matriz. Sin embargo, mediante investigaciones postetiores realizadas con
metodologias mas sensibles y especificas se revel6 que los metabolitos
principales de las sustancias de abuso suelen hallarse de forma predominante
o incluso en muchos casos de forma unica en esta matriz bioldgica, asi pues
para la COC, no es extrafio detectar los metabolitos m- y p-
hidroxibenzoilecgonina (OH-BE) en detrimento de la droga principal
(Pichini et al., 2005a) o para el caso del cannabis, se obtiene la maixima
abundancia representada por el 11-hidroxi-A9-tetrahidrocannabinol (THC-
OH) (ElSohly and Feng, 1998). Siguiendo en la misma linea, un metabolito
habitualmente hallado en el plasma, orina y fluido oral de fumadores y en
orina neonatal de recién nacidos expuestos al humo de tabaco, la
hidroxicotinina (OH-COT), no fue detectado en meconio, mostrando asi que
los perfiles metabdlicos de las diferentes matrices neonatales no tienen

porque ser los mismos (Ostrea et al., 1994a).

Sin embargo, una desventaja del andlisis de meconio es la elevada tasa de
falsos positivos hallada en los métodos de deteccién por inmunoensayo.
Normalmente, las técnicas de inmunoensayo disefiadas para el analisis en
orina han sido modificadas para su uso en meconio, y lamentablemente,

muchos de estos métodos carecen de una rigurosa validacién del proceso
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analitico y muchas veces no existe una posterior confirmacién del resultado.
Tomando como ejemplo el trabajo de Moore C en el 1995, en 535 muestras
positivas por inmunoensayo a metabolitos de tetrahidrocannabinol (THC),
COC y opiaceos, tan solo confirmé mediante cromatografia de gases
acoplada a espectromettia de masas (GC/MS) el 56-59% de las muestras
(Moore et al, 1995). En conclusién, los resultados obtenidos por
inmunoensayo deben ser confirmados por un método mas especifico como
GC/MS, cromatografia liquida acoplada a espectromettia de masas (LLC/MS)

o espectrometria de masas en tindem (MS/MS).
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Tabla 7. Revision bibliografica de las técnicas analiticas usadas para la deteccion de las
principales sustancias de abuso durante el embarazo en muestras de meconio

Rango de Método de  Método de LOD / LOQ .
Droga concentracion extraccion  deteccion (ng/mg) Referencia
(ng/g2)
Meconio
) HPLC / (Browne et
COC: 0.1-0.78 SPE GO ND al, 1992)
. COC: 0.24-0.78 HPLC / (Browne et
Cocaina  ooc01-056 PP Genms WP al., 1994)
) FPIA / y (Rosengten et
BE: 0.04 — 1.9 SPE GC/MS Cut-off: 0.1 pg/mL al, 1993)
LOD
O-MAM: 0 —0.142 6-MAM: 0.0003 (Pichini et al.,
MOR: 0-0.397 MOR: 0.0012 2003b;
Opiaceos COD: 0-0.048 SPE LC/MS e L
COD: 0.0012 Pichini et al.,
M3G: 0 - 0.120
MEG. 0 0,091 M3G: 0.0003 2005b)
T M6G: 0.0012
MET: 127 — 10222
LOD
ng/g SPE FPIA / MET: 99 n (Stolk et al.,
153 199 ng/g
EDDP: 153 — 74336 HPLC EDDP: 113 ng/s 1997)
Metadona ng/g
MET: 17 — 1843
ng/g Liq-Li Eﬁ% /  Cutoff: 300 ng/ (Vinner etal,
EDDP: 992 — 9851 - utott &8 2003b)
GC-MS
ng/g
THC: 0-7 ng/g
THC-OH: 0 — 929 LOD
ng/g THC: 5 ng/g
Cannabis  diTHC-OH: 0 - 68.6 Liq-Liq EBC%Q THC-OH: 10 ng/g (113151(;1;193 °t
ng/g diTHC-OH: 2.5 ng/g 2> 19%9)
THC-COOH: 0 — THC-COOH: 2 ng/g
30.2 ng/g
MDMA  MDMA: 0.012 SPE LC/MS 0.001 / 0.004 ng/e %ﬁl)ml ctal,

6-monoacetilmorfina (6-MAM); benzoilecgonina (BE); cocaina (COC); codeina (COD); beta,11-dihidroxi-
A9-tetrahydrocannabinol (di-THC-OH); 2-Etilideno-1,5-Dimetil-3,3-Difenilpirrolidina (EDDP);
cromatograffa liquida de alta presion (HPLC); immunoensayo por deteccién de fluorescencia polarizada
(FPIA); cromatogtafia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS); limite de deteccién (LOD);
Limite de cuantificaciéon (LOQ); morfina-3-glucuronido (M3G); morfina-6-glucuronido (M6G);
metilendioximetanfetamina (MDMA); metadona (MET); morfina (MOR); norcocaina (NCOC); no
disponible (ND); extraccion en fase sélida (SPE); tetrahidrocannabinol (THC); acido carboxilico 11-nor-A9-
tetrahydrocannabinol (THC-COOH); 11-hidroxi-A9-tetrahydrocannabinol (THC-OH);
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La evaluacién de la exposicion iz utero a diferentes sustancias de abuso se ha
realizado en meconio. Por ejemplo, para el tabaco se han identificado NIC y
sus metabolitos en meconio y se ha hallado diferencias significativa entre las
concentraciones de COT de recién nacidos de madres no fumadoras y no
expuestas a humo de tabaco, de madres no fumadoras pero si expuestas y de
madres fumadoras (Ostrea et al., 1994a). Por otra parte, la incidencia de
mujeres que consumen alcohol durante el embarazo es en algunas
poblaciones alarmante (Gartcia-Algar et al.,, 2008) a pesar de que ello pueda
causar una serie de aspectos deletéreos sobre el nifio causando lo que
comunmente conocemos como el sindrome alcohdlico fetal (Fetal Alcohol

Spectrum Disorder) (FASD) (Figura 5).

Figura 5. Formacién de FAEEs por el embrion a causa de
la exposicion prenatal a alcohol etilico
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Los FAEEs han sido propuestos como biomarcadores en meconio (Klein et
al., 1999; Pichini et al., 2008). La suma de las diferentes concentraciones de
FAEEs por encima del punto de corte de 2 nmol/g de meconio o 50 ng/g de
meconio ha sido propuesta como evidencia de consumo abusivo de alcohol
durante el embarazo (Chan et al., 2003; Moore et al., 2003). Recientemente, se
ha hallado la presencia en meconio de etil glucuronido (EtG), un
biomarcador de exposiciéon crénica a etanol ya descrito en otras matrices

biolégicas (Morini et al., 2008)
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1.3.6. Pelo

El pelo esta formado aproximadamente por un 65 — 95% de proteinas, 1 —
9% de lipidos, pequefias cantidades de oligoelementos, polisacaridos y agua
(Harkey, 1993). Un rico sistema vascular envolvente que proporciona el
material necesario para el crecimiento del cabello recubre al foliculo piloso

(Pragst and Balikova, 2006) (Figura 6).

Figura 6. Estructura anatémica del pelo humano
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Se estima que el nimero de foliculos pilosos de un adulto normal es de
aproximadamente 5 millones. El cabello crece aproximadamente entre 0.6 y
1.4 cm. por mes, dependiendo del tipo de cabello y el lugar anatémico en que
se encuentre. De hecho no tan solo el pelo del cuero cabelludo puede ser
utilizado para estimar la presencia de sustancias de abuso, sino que el vello
pubico, el de las extremidades o incluso el axilar se han sugerido como
alternativas cuando la recoleccion del pelo del cuero cabelludo no es posible.
Sin embargo, se debe tener cuidado en la interpretacion de las
concentraciones halladas en estos especimenes ya que diferentes estudios han

relatado diferencias en las concentraciones comparando el vello pubico o el
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axilar respecto al del cuero cabelludo (Balabanova and Wolf, 1989; Han et al.,
2005a; Offidani et al., 1993). De hecho, en dos estudios se han comparado las
concentraciones de metadona (MET) y metanfetamina (MDA) en diferentes
tipos de cabello del organismo, concluyendo que los valores mas elevados se
hallaron en el pelo axilar, seguido del vello pubico y del cuero cabelludo (Han
et al,, 2005a; Offidani et al,, 1993). De hecho, estas diferencias en las
concentraciones de sustancias de abuso se pueden explicar no tan solo por la
diferente tasa de crecimiento de los diferentes tipos de vello, sino también,
por la mejor circulacion sanguinea y la presencia de glandulas apocrinas en

estas regiones respecto al cuero cabelludo.

Los mecanismos para la deposicion de sustancias de abuso en el pelo estan
bien estudiados. Por lo general, se ha aceptado que las sustancias de abuso se
pueden incorporar al pelo mediante 3 vias: (1) desde el torrente sanguineo en
el proceso de crecimiento del pelo; (2) desde el sudor y posterior
recubrimiento por el sebo, esta fase tiene lugar en las zonas del pelo mas
externas de la piel y; (3) por la exposicién pasiva a las sustancias de abuso,
como por ejemplo, contacto con el humo o contaminaciéon del sudor con el
humo y posterior deposicién de este en el sebo. Debido a este hecho, es
practicamente imposible distinguir el consumo real de sustancias de abuso
basindonos en las dos dltimas vias de incorporacién de sustancias de abuso

(Blank and Kidwell, 1993).

La captacion de sustancias de abuso por el pelo depende fundamentalmente
de tres factores: (1) la cantidad de melanina que contiene el cabello; (2) el
caracter lipofilo de la sustancia y; (3) el caracter basico en que se encuentre
dicha molécula. De hecho, se ha sugerido que las sustancias de abuso se unen
a la melanina, lo que explicarfa que las mayores concentraciones se alcancen

en el pelo mas oscuro (Mieczkowski and Kruger, 2007).
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Las muestras de cabello se suelen recoger de la zona posterior de la cabeza,
en esta region es donde el pelo crece mas uniformemente y donde la tasa de
crecimiento es mayor y donde existe el mayor nimero de foliculos pilosos
activos. El pelo debe cortarse lo mas cercanamente al cuero cabelludo
mediante la ayuda de tijeras. Posteriormente, la zona proximal (es decir la
zona mas cercana a la rafz) debera indicarse claramente si un anélisis
segmentario quiete llevarse a cabo. En ese momento, la muestra se puede

almacenar a temperatura ambiente y protegido de luz directa (Figura 7).

Figura 7. Mecanismo habitualmente utilizado para recoger muestras de
pelo para finalidades toxicolégicas.
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Es bien sabido, que las sustancias de abuso pueden ser incorporadas y
permanecer de forma indefinida en el pelo (Kintz and Mangin, 1993b)
pudiendo ser detectadas al cabo de afios después de la recogida (Pragst and
Balikova, 2006). El pelo suele estar expuesto a diferentes agentes que pueden
afectar al andlisis toxicolégico como por ejemplo jabones, polvo, luz solar o

la lluvia. De hecho, diferentes estudios han evaluado el efecto de los
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tratamientos cosméticos en la estabilidad de las sustancias de abuso en pelo.
Tomando como ejemplo el trabajo de Martins y colaboradores (Martins et al.,
2008) las concentraciones de los derivados anfetaminicos disminuian en los
cabellos decolorados respecto a los que no se habian sometido a este tipo de
tratamiento. Este mismo tipo de tratamiento del pelo afecta a la estabilidad y

a las concentraciones de otras sustancias de abuso en el cabello (Potsch and

Skopp, 1996; Yegles et al., 2000).

Como se indic6 anteriormente, uno de los principales escollos de la deteccion
de sustancias de abuso en pelo es la contaminaciéon ambiental. Es mas, si no
se tiene en cuenta, el riesgo de presentar un informe con falsos positivos
aumenta, lo cual es inaceptable, especialmente si de estos resultados se
desprenden consecuencias juridicas. Por lo tanto, para minimizar este riesgo
se recomienda encarecidamente que los procedimientos de analisis
toxicologico en pelo incluyan previamente un proceso de lavado. Existen
vatios procedimientos de descontaminacién de la muestra descritos en la
literatura que abarcan desde el uso de disolventes organicos, tampones
acuosos, agua, jabones y hasta combinaciones de estos (Eser et al., 1997;
Girod and Staub, 2000; Kintz, 1995; Schaffer et al., 2002; Skender et al., 2002;
Villamor et al., 2005). No existe un consenso general en cuanto a los
procedimientos de descontaminacion de las muestras y se ha demostrado que
la eliminacién total de la contaminacién externa no se consigue ni mediante
los procesos mas laboriosos de descontaminacién (Schaffer et al., 2002;

Tsanaclis and Wicks, 2008).

No tan solo la descontaminacién del pelo antes del analisis es la unica via
para hacer frente a la contaminacion ambiental, la Society Hair Testing
(SoHT) recomienda la deteccion de los metabolitos derivados de la
exposicion a sustancias de abuso ademas del uso de la relacién existente entre

la concentracién del metabolito principal y la droga a la hora de reportar un
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resultado positivo (SoHT, 2004). De hecho, como la contaminacion
ambiental no puede ser totalmente eliminada, solo la detecciéon de los
metabolitos de la droga, es decir, los procedentes del metabolismo endégeno
de la propia sustancia, son los unicos que garantizan que la sustancia ha sido
consumida activamente. Esto es especialmente importante en aquellas drogas
que pueden estar en el medio ambiente debido a la forma en que se
consumen como por ejemplo el cannabis (en que el Acido carboxilico 11-
nor-L] 9-tetrahydrocannabinol (THC-COOH) debe ser detectado) y la COC
(en que al menos uno de sus metabolitos debe ser detectado y en una ratio

respecto a la droga principal superior a 0.05) (SoHT, 2004).

La mayor ventaja practica que nos ofrece el andlisis toxicolégico en pelo
respecto al analisis efectuado en orina o sangre es la mayor ventana de
deteccién en el tiempo que nos ofrece (desde semanas a meses, dependiendo

de la longitud del mechén de pelo).

La evaluacién de la exposiciéon crénica a sustancias de abuso se realiza
mediante el llamado andlisis segmentario. Como se ha mencionado
anteriormente, el pelo crece a un ritmo aproximado de 1 cm. por mes con lo
cual es posible asociar patrones de distribucién de drogas en el pasado
teniendo en cuenta la tasa de crecimiento del pelo. Ademas, las drogas son
muy estables en la matriz queratinica durante largos periodos de tiempo. Otra
ventaja del analisis toxicoldgico del pelo respecto a la sangre o la orina es el
procedimiento de recolecciéon de muestras debido a que: (1) es un
procedimiento no invasivo y facil de realizar; (2) la muestra no es facil de
adulterar por dilucién con agua (como sucede con la orina) y; (3) en el caso
en que exista una reclamacién (cambio de muestras, fallo en el envio de
muestras, etc.) es posible obtener una muestra idéntica. Obviamente, este

ultimo punto es de gran importancia en la toxicologia forense.
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Sin embargo, el analisis de pelo tiene varias desventajas. El principal
problema en este tipo de analisis es, una vez mas, la posibilidad de obtener
falsos positivos debido a la contaminacién ambiental del cabello. El hecho de
que se halle la presencia de un firmaco o droga en el pelo no implica
necesariamente que se haya consumido activamente. Por lo tanto, las
muestras de cabello deben ser descontaminadas antes de su andlisis y ademads
de buscar las principales sustancias de abuso también debera buscarse la
presencia de metabolitos especificos del consumo de estas sustancias de
abuso. Los principales metabolitos encontrados en el pelo son basicamente
las drogas no metabolizadas en lugar de sus metabolitos mas polates, que
generalmente predominan en sangre o orina (Kintz et al., 2006). Este hecho
presenta un problema, normalmente, los metabolitos son mas polares que las
drogas y por lo tanto tienen menos afinidad para unirse a la matriz queratinica
que forma el cabello. Este es el caso, por ejemplo, del THC-COOH
(constituyente principal del cannabis), que se encuentra en el pelo en muy
bajas concentraciones, generalmente a nivel de picogramos. Para detectar

estas concentraciones, es necesario obligatoriamente disponer de MS, ya sea

acoplada a GC o a LC.

El analisis toxicolégico del pelo se ha aplicado a diferentes campos de
estudio, como por ejemplo, la evaluacién del consumo de drogas en
poblacién general (Hartwig et al., 2003; Jurado et al., 1996; Tsanaclis and
Wicks, 2007), en poblaciones de estudiantes (Kidwell et al., 1997; Quintela et
al., 2000; Ricossa et al., 2000), en la renovacién de licencias de conducciéon
(Ricossa et al., 2000), en la evaluacién de la exposicion intrauterina a drogas
(Garcia-Bournissen et al., 2007; Koren et al., 2002) o con el fin de evaluar el
cumplimiento de la terapia de sustitucién del consumo de sustancias de abuso

(Kintz et al., 1998).
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Habitualmente, el andlisis de pelo se inicia mediante una técnica de cribado
mediante inmunoensayo seguida de una confirmacién mediante técnicas
cromatograficas. En la Tabla 8 se recogen las principales técnicas que se han
desarrollado para cuantificar las sustancias de abuso en pelo materno y
neonatal. La GC/MS es la técnica confirmatoria mas ampliamente utilizada
para analizar sustancias de abuso en cabello. Sin embargo, la LC/MS es cada
vez mas importante en el campo del analisis toxicolégico en pelo, debido a su
mayor sensibilidad para determinar compuestos termolabiles, aportando asi
limites de deteccién y cuantificacién cada vez mas bajos y ademds no
requieren procesos que consumen largos periodos de tiempo como la
derivatizacién. Sin embargo, antes del analisis cromatografico, los analitos
deben ser (1) extraidos del interior de la matriz; y (2) concentrados en un
disolvente compatible con los instrumentos de andlisis. No existe un método
universal para extraer los analitos de la matriz del cabello y depende de la
naturaleza quimica y la estabilidad del compuesto a analizar. Por lo tanto,
opiaceos y COC son los compuestos que mejor se extraen utilizando una
hidrélisis acida leve (por ejemplo, 0.05 — 0.5 M de HCI), a fin de evitar la
conversién de la HER o 6-monoacetilmorfina (-MAM) a MOR o la COC a
BE (Girod and Staub, 2000). Por otro lado, los compuestos anfetaminicos o
cannabinoides pueden ser extraidos utilizando fuertes condiciones alcalinas
(por ejemplo, 1 M de NaOH) (Quintela et al, 2000; Stanaszek and
Piekoszewski, 2004; Villamor et al., 2005). Otros métodos de extracciéon estan
basados en el uso de disolventes o tampones de extracciéon (Scheidweiler and
Huestis, 2004), o bien el uso de extracciones enzimaticas (Vincent et al.,

1999).
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1.3.6.1. Pelo neonatal

El cabello neonatal es un marcador biolégico altamente sensible capaz de
informar acerca de la exposicién acumulativa a sustancias de abuso durante el
ultimo trimestre de vida intrauterina (Klein et al., 2000; Lozano et al., 2007b;
Pichini et al., 19906). En el feto, el pelo empieza a crecer durante los tltimos 3
0 4 meses del embarazo. Aunque la ventana de detecciéon del meconio es
mayor, el pelo neonatal tiene la ventaja de estar disponible durante 4 o 5
meses de la vida postnatal (Bar-Oz et al., 2003). Sin embargo, las muestras de
cabello que se pueden obtener en los recién nacidos es a menudo escasa, y la
recogida en estos casos especiales puede ser considerada “casi” invasiva. Las
muestras de pelo neonatal habitualmente estin contaminadas por el liquido
amniodtico, sin embargo esta contaminacién no se debe considerar en el
contexto de una contaminacion externa ya que se halla en el contexto de una

exposicion intrauterina a sustancias de abuso.

La principal droga de abuso que se ha estudiado mediante el uso de pelo
neonatal ha sido la COC. De hecho, los primeros estudios se han centrado en
confirmar la exposiciéon prenatal en recién nacidos procedentes de madres
con alta sospecha de consumo durante el embarazo. Tomando a modo de
ejemplo, en 1995, Salle FR et al (Sallee et al., 1995) investigd la presencia de
BE en muestras de pelo neonatal procedentes de madres que se les habia
detectado COC en orina. Ademas, se correlacioné un limitado crecimiento
del perimetro craneal con la exposicion prenatal a COC. No tan solo se ha
descrito la COC en pelo neonatal, en 1996, Samperiz S y colaboradores
(Samperiz et al., 1996) ademas de meconio analiz6 pelo neonatal y orina. Sus
resultados sugirieron que tanto pelo neonatal como meconio eran buenas
matrices para poder evaluar la exposicién intrauterina a sustancias de abuso,
en cambio, la orina no era una buena matriz biolégica donde poder evaluar

una exposicién prenatal a sustancias de abuso. Sus resultados, basados en una
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cohorte de 31 nifios aportaron resultados positivos a opidceos (MOR)

cannabis (THC) y oxazepam.

Recientemente, se ha especulado sobre el poder del pelo neonatal frente al
meconio para diagnosticar la exposicion fetal a sustancias de abuso. Vinner E
y cols. (Vinner et al., 2003a; Vinner et al., 2003b) y Bar-Oz B y cols. (Bar-Oz
et al.,, 2003), ambos en 2003, realizaron la misma comparacién. Si bien el
analisis de meconio obtuvo los mejores resultados para predecir la exposicion
prenatal a sustancias de abuso, los niveles de diferentes sustancias de abuso
en pelo neonatal fueron asociados con la presentacion de sindromes de

abstinencia prenatal.

1.3.6.2. Pelo materno

El anlisis de pelo materno se ha considerado el “gold standard” para evaluar
la exposiciéon crénica a sustancias de abuso durante el embarazo ya que la
recoleccion del pelo es no invasiva, permite muestrear una gran cantidad de
muestra y obtener informacién respecto al consumo de drogas durante el
primer trimestre de gestacion es relativamente frecuente. Por otro lado, como
ocurre con todas las matrices biologicas procedentes de la madre, el pelo
materno aporta una informacién acerca de la exposicion activa (o pasiva) de
la madre, con lo cual tan solo se puede especular con una estimacion indirecta
de la exposicién que puede llegar al feto. De igual manera que ocurre con el
cabello neonatal, las drogas principales prevalecen en el pelo por delante de
los metabolitos principales y de igual manera se encuentran en niveles de

nanogramo por miligramo de pelo.
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Tabla 8. Revision bibliografica de las técnicas analiticas usadas para la deteccion de las
principales sustancias de abuso durante el embarazo en muestras de pelo neonatal y

materno

Rango d‘?, Método de Método de LOD / .
Droga concentracion ., ., LOQ Referencia
extraccion  deteccion
(ng/mg) (ng/mg)
Pelo neonatal
) P ) (Kintz and
BE: 0.71-2.47 Lig-Liq GC/MS  LOD:0.1 Mangin, 1993a)
BE:0.72-5.44  Liq-Liq RIA LOD: 32 (Sali‘;eg; al.,
_ R RIA / ) (Katikaneni et
BE: 0-5.44 Lig-Liq GCMS LOD: 5 al., 2002)
Cocaina ) Lig-Liq / RIA / : (Strano Rossi et
COC: 254 SPE GCMS Cut-off: 2 al,, 1998)
BE: 437 o LOD: (Ursitt et al.,
12.5 LiqLiq RIA 0.25 1997)
COC: < 2-83.5 ND ]511\)/[111;// LOD:1  (Pellegrini et al.,
EME: 2-8 GC.MS LOQ: 2 2000)
., MOR: 0.61- Lo ) (Kintz and
Opiaceos 347 Lig-Liq GC-MS LOD: 0.1 Mangin, 1993a)
. ) o i ) (Kintz and
Anfetaminas AP: 1.21 Lig-Liq GC-MS LOD: 0.1 Mangin, 1993a)
. . S EMIT/  LOD:200 (Samperiz et al.,
Benzodiacepinas ND Liq-Liq GCMS Ug/ml. 1996)
Pelo materno
COC:38#372  Lig-Lig RIA ND (Mar;lggz)et al,
Cocaina BE: 0.8-2.3 Liq-Liq RIA ND (PO{ilt;;Z)t al,
) R RIA / GC- ) (Katikaneni et
BE: 238237  LiqLiq NS LOD: 5 AL 2000)

6-monoacetilmorfina  (6-MAM); Anfetamina (AP); benzoilecgonina (BE); cocaina (COC); ensayo
inmunolégico multiplicado por enzimas (EMIT); inmunoensayo de fluorescencia polarizada (FPIA);
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); limite de cuantificacion (LOQ); limite
de deteccion (LOD); morfina (MOR); no disponible (ND); radioinmunoensayo (RIA); extraccién en fase

solida (SPE);
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La primera vez que se utiliz6 el pelo materno con el fin de evaluar la
exposicién prenatal fue a finales de la década de los ochenta. Graham K
analiz6 el pelo de siete mujeres embarazadas que buscaban consejo en el

programa Motherisk de Toronto, Canada (Graham et al., 1989).

Sin embargo, un factor que debe tenerse en cuenta al correlacionar las
concentraciones en pelo materno y el pelo neonatal es la variabilidad en la
retencién de sustancias durante el paso transplacentario en general y en
particular para el caso de la COC. Ademas, la variabilidad en el metabolismo
fetal de las drogas y la deposicion en el cabello de estas debe ser un factor
tenido en cuenta. En apoyo a esta declaracion, Potter y colaboradores (Potter
et al.,, 1994), en 1994, informé por primera una falta de exposiciéon a COC en
pelo fetal, mientras que en pelo materno se detectaron altos niveles de COC.
Ademias la BE se hallé en diferentes segmentos del cabello materno
correspondiente a los diferentes trimestres y sin embargo en el pelo fetal no
se hallé. Estos datos sugitieron que el modo de uso de la COC y las
diferencias individuales en la retenciéon de sustancias por la placenta puede
proteger a algunos fetos y por ello abogar por la necesidad de interpretar esta

variedad interindividual (Eyler et al., 2005; Marques et al., 1993).
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1.3.7. Fluido oral

La saliva es el producto de excrecién originado por: las tres glandulas salivales
principales (parédita, submandibular y sublingual), un nimero importante de
glandulas salivares menores, la mucosa oral y por las encfas. Como la
excrecion de este producto es una mezcla de liquidos, el término “fluido oral”
es mas adecuado para designar a esta mezcla de sustancias. El agua (99%) es
el principal constituyente del fluido oral asi como también proteinas
(enzimaticas y mucinas) y una pequefia proporcién de sales minerales. Su pH
es de 6.8 en situacién de reposo, pero por un aumento del flujo salival se
convierte en més bésica (aproximandose al pH del plasma) como resultado de
una mayor osmolaridad (Kintz et al., 2000). El volumen total producido por
un adulto puede ser de 1000 mI./dfa a un flujo aproximado de 0.05 mI./min
aunque este hecho viene determinado por el ritmo circadiano de cada
individuo, asi pues durante la noche se alcanzara un ritmo de 0.5mL/min o

durante la ingesta, en el proceso de masticacion, se alcanzara una tasa de 1-3

mL/min (Crouch, 2005).

Existen diferentes vias de incorporacion de drogas a la saliva o fluido oral.
Atn asi, la mayorfa de drogas que se incorporan al fluido oral lo hacen
mediante el proceso de difusion pasiva, el cual es dependiente de las
caracteristicas fisicoquimicas de cada clase de componente. Por lo tanto, las
sustancias de abuso en fluido oral estin representadas mayoritariamente por
la fracciéon no ionizada de las drogas en plasma. De hecho, la fraccién de
sustancias de abuso en saliva se puede predecir conociendo su valor de pKa

y pH mediante la ecuacién de Henderson-Hasselbach.

Existe una gran variedad de métodos de recoleccién de muestras de fluido
oral, aunque habitualmente se utilizan métodos mecanicos de estimulacién

para la formacién de saliva. De esta manera, se utilizan métodos como el uso
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de acido citrico para producir un estimulo gustativo para la produccién de
saliva. Sin embargo, la estimulacién de saliva puede acarrear problemas que
pueden comprometer a la precisiéon en el analisis de sustancias de abuso ya
que se puede alterar el pH y las concentraciones de las sustancias de abuso
(Crouch et al., 2005). Una gran variedad de dispositivos comerciales existen
en el mercado. En general, estos dispositivos consisten en un material
absorbente que se satura en la boca del donante y posteriormente de quedar

impregnado se recupera mediante centrifugacion o por presion.

Una de las ventajas que proporciona el andlisis de saliva es que la muestra se
recoge mediante supervision directa. En consecuencia, el riesgo de obtener
una muestra no valida por adulteraciéon o falsificacion de la muestra es
relativamente pequefio. Por otro lado, las drogas que se ingieren oralmente o
se administran de forma fumada adquieren altas concentraciones en fluido
oral al cabo de pocos minutos u horas después de la ingesta, debido a que

restos de la droga permanecen en la cavidad oral.

Uno de los inconvenientes del analisis de fluido oral es que a menudo los
sujetos no son capaces de producir la cantidad necesaria de muestra para
realizar el anilisis. Ademas, otro de los inconvenientes del analisis de fluido
oral es la incapacidad de poder obtener resultados en el lugar en que se ha
realizado el muestreo. Ademas, como la concentracion de sustancias de abuso
depende directamente de las concentraciones plasmaticas y estas presentan
una corta semivida en plasma, se eliminan riapidamente del organismo y por
lo tanto tan solo son detectables en fluido oral por un corto periodo de
tiempo, representando este hecho una clara desventaja respecto a matrices
como el pelo. De hecho, la saliva juntamente con la sangre son las matrices

biolégicas que ofrecen una menor ventana de deteccion.
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Debido a las ventajas anteriormente mencionadas, el analisis de fluido oral es
un instrumento de analisis utilizado para el control de la monitorizacion
farmacologica de diferentes farmacos (Quintela et al, 2005), estudios
farmacocinéticos (Drummer, 2005; Huestis and Cone, 2004) y en la deteccion
de sustancias de abuso en controles de circulacion (Concheiro et al., 2007;
Samyn et al, 2002). No cabe duda que una de las aplicaciones mas
impactantes del andlisis de fluido oral es la deteccién de sustancias de abuso
en controles de circulacién favorecido no tan solo por la apariciéon de
métodos de recoleccién de la muestra en el lugar de los hechos sino porqué
ademas posibilita una recolecciéon simple y no invasiva. Ademads, como las
concentraciones de las sustancias de abuso en fluido oral correlacionan con
las concentraciones plasmaticas, estos resultados pueden utilizarse para

evaluar el grado de afectacion por las drogas de un individuo.

1.3.8. Leche materna

La principal razén para investigar la presencia de sustancias de abuso en leche
materna es para calcular la tasa de excrecién de diferentes compuestos en este
fluido y como consecuencia, calcular la dosis aproximada de ingesta de estos
compuestos mediante la lactancia (Atkinson et al.,, 1988). Esta informacion
no tan solo es importante para proteger a los lactantes de los efectos
indeseados del consumo materno de drogas legales o ilegales sino que ademas
es beneficioso para calcular el tratamiento farmacoldgico de las madres

durante la lactancia.

Para muchos medicamentos, el porcentaje de dosis de farmaco recibido es
inferior al 1% o entre el 1% y el 10% de la dosis materna. Sin embargo, hay
algunos en que la dosis supera el 50% de la dosis materna (por ejemplo,
teofilina o fenobarbital) (Pichini et al., 1996). Algunas sustancias de abuso,

(por ejemplo, COC, MOR, fenciclidina (PcP) y AP) que son bases débiles han
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sido halladas como producto de excrecién de la leche materna debido a su
caracter acido respecto al plasma (Pichini et al, 1996; Pons et al.,, 1994;
Robieux et al., 1990; Steiner et al., 1984; Winecker et al., 2001) ademas entre
otros compuestos basicos también se ha hallado la presencia de NIC, cafeina
y ARE, tres de las cuatro sustancias psicoactivos mas consumidas en el

mundo (Pellegrini et al., 2007).
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1.3.9. Dientes

Recientemente, los dientes se han postulado como matriz biolégica capaz de
depositar sustancias exégenas, las cuales pueden depositarse tanto en la pulpa
como en el tejido calcificado (Haustein et al., 1994). De hecho, respecto a las
sustancias de abuso, algunos autores han podido identificar opiaceos (COD y
MOR) y/o COC en dientes de personas que habian fallecido como
consecuencia de un sobredosis por heroina (Cattaneo et al., 2003). Estas
evidencias apoyan el papel de los dientes desde un punto de vista
toxicologico. Por primera vez, Pascual JA. y colaboradores desarrollaron y
validaron un procedimiento para determinar NIC y su metabolito principal,
COT en dientes de leche (Pascual et al., 2003). Este método fue aplicado por
Garcia-Algar O y colaboradores con el fin de detectar los niveles de NIC y
COT en dientes de leche de nifios que estaban expuestos al humo de tabaco
(Garcia-Algar et al., 2003). Dichos resultados apoyaron el papel de los dientes
como una prometedora herramienta no invasiva para el seguimiento y la
categorizaciéon de la exposiciéon acumulativa al humo de tabaco ambiental
capaz de acumular toxicos desde la etapa fetal (cuando se inicia la formacion
de los dientes) hasta el final de la infancia (generalmente, estos dientes se

pierden entre los 6 y 8 afios).
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Justificacion v objetivos

El consumo de sustancias de abuso en los paises occidentales ha acontecido
un problema de salud publica en los dltimos afios. Concretamente, en los
paises mediterraneos, la COC es la droga de abuso con mayor indice de
crecimiento en el consumo durante la ultima década y concretamente, Espafia
muestra el mayor porcentaje de consumo en la Comunidad Europea con un
3% de individuos que admiten haber consumido dicha droga alguna vez
durante el dltimo afio en poblacién adulta general (15-64 afios). Otros datos
que apoyan esta argumentacion son los aportados por el Plan Nacional Sobre
Drogas. Asi pues, el abuso de COC es especialmente elevado en poblacién
adulta joven (15-34 afios) mostrando una prevalencia en el consumo de 5.1%
de individuos que en los ultimos 12 meses han declarado consumir COC
alguna vez durante el dltimo afio. Ademas, a parte de las sustancias de abuso
ilegales, la adiccion al tabaco es un gran problema de salud publica mundial.
Los riesgos del habito de fumar sobre la salud estan bien documentados en la
literatura cientifica. A pesar de la gran mayorfa de los fumadores conoce los
riesgos asociados del consumo de tabaco, mas del 25% de la poblacién
mundial fuma, haciendo del fumar una de las mayores causas evitables de

morbilidad y la mortalidad asociada a este habito.

Lamentablemente, las sustancias de abuso son una carga para las personas
que no las consumen ya sea por exposicion prenatal o bien porqué se
consumen de forma fumada. Por ello, la poblacién pediitrica, incluyendo la
vida prenatal son una poblacién de riesgo de exposicion pasiva a sustancias
de abuso. Por lo que refiere a la tasa de prevalencia de exposicion prenatal a
sustancias de abuso durante la gestacién se limita a los estudios que se han
realizado en diferentes poblaciones. Las tasas de prevalencia oscilan entre el 6
y el 40%, pero estos datos no reflejan la realidad. Por otro lado, las tasas de
prevalencia de exposicion pasiva a estas sustancias durante la infancia es

practicamente desconocida.
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Histéricamente la evaluacién del consumo de drogas se ha realizado mediante
entrevistas. Con el tiempo se ha demostrado que los cuestionarios que
recogen la exposicioén a sustancias de abuso frecuentemente son imprecisos
debido a que los padres suelen ocultar o infradeclarar sus habitos por presion
social, culpabilidad o bien por vergiienza. La exposicién pasiva a sustancias
de abuso puede producirse durante la etapa prenatal, continuar después del
nacimiento y seguir durante la infancia y es necesario el uso de biomarcadores

objetivos para esclarecer dicha exposicion.

Histéricamente desde la década de los ochenta, la eventual presencia y
disposicién de una sustancia de abuso en el organismo y su correlaciéon con
efectos clinicos y/o subjetivos ha sido evaluada mediante el andlisis de plasma
u orina. Sin embargo, estas matrices tan solo pueden aportar informacion
acerca de las tltimas 24 — 48 horas antes de la exposicion. El uso de matrices
no convencionales (diferentes a la sangre o la orina) como por ejemplo la
placenta, el pelo o los dientes de leche pueden aportar mas informacion

retrospectiva en el tiempo que las matrices convencionales.

Estas matrices biologicas no convencionales se caracterizan por la no
invasividad en la recoleccion de muestras. Hste hecho en poblacion
pediatrica es muy importante en el uso de estas matrices alternativas.
Ademis, la determinacion de sustancias de abuso y sus metabolitos puede ser
util para: en primer lugar, tener la posibilidad de poder calcular los
parametros farmacocinéticos en el 6rgano diana; y en segundo lugar, la

aplicacion de la informacién obtenida en la toxicologia forense y clinica.
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Obijetivos

1. Desarrollar y validar metodologfas analiticas basadas en la espectrometria
de masas para determinar y cuantificar las principales sustancias de abuso y
sus metabolitos principales en las matrices no convencionales: placenta,

cabello materno y dientes de leche.

2. Conocer la utilidad de las matrices alternativas: cabello materno y placenta
en la deteccion de la exposicién prenatal y postnatal a sustancias de abuso,

con la finalidad de valorar su uso como herramienta de deteccién y cribado.

3. Estudiar la utilidad de la determinacién de biomacadores de sustancias de
abuso en matrices biologicas alternativas para estimar la prevalencia de
consumo por parte de las mujeres embarazadas y la prevalencia y la

incidencia de la exposicién pasiva en nifios.

Justificacion de la unidad tematica de la tesis

La tesis que se presenta esta basada en la publicaciéon de dos articulos
relacionados directamente con el titulo de la misma y con los objetivos de
investigacion. Estos trabajos han sido aceptados para la presentacion de la
tesis por compendio de publicaciones.

En el primero de ellos [Joya X, Pujadas M, Faleon M, Civit E, Garcia-Algar O,
Vall O, Pichini S, Luna A, de la Torre R. Gas chromatography-mass spectrometry assay
Jor the simultaneons quantification of drugs of abuse in human placenta at 12th week of
gestation. Forensic Sci Int. 2010 Mar 20,196(1-3):38-42. Epub 2010 Jan 6. PMID:
20056364] por primera vez se ha desarrollado un método basado en la
GC/MS que detecta y cuantifica los niveles de las principales sustancias de
abuso en placenta obtenida en el primer trimestre de gestacion cémo

material de descarte.
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En el segundo trabajo [Papaseit E, Joya X, V'elasco M, Civit E, Mota P, Bertran
M, Vall O, Garcia-Algar O. Hair analysis following chronic smoked-drugs-of-abuse
exposure in adults and their toddler: a case report. | Med Case Rep. 2011 Dec
10;5(1):570.  PubMed  PMID:  22152522;  PubMed — Central  PMCID:
PMC3251699] se refiere el caso de una intoxicacién por drogas de abuso en
una nifia de 2 afilos de edad cémo consecuencia del consumo de estas
sustancias en el ambiente familiar. El estudio se justifica mediante el analisis
toxicologico realizado en pelo de los padres y de la propia nifia.

Ademas, se aportan otras 4 publicaciones en las cuales el doctorando ha
participado como coautor, y que completan el sentido de la linea de
investigacion pero que no forman parte del compendio de publicaciones para
la tesis doctoral (1) [Falon M, Pichini S, Joya |, Pujadas M, Sanchez A, V'all O,
Garcia Algar O, Luna A, de la Torre R, Rotolo MC, Pellegrini M. Maternal hair
testing for the assessment of fetal exposure to drug of abuse during early pregnancy:
Comparison with testing in placental and fetal remains. Forensic Sci Int. 2012 May
10;,218(1-3):92-6. Epub 2011 Oct 27. PubMed PMID: 22036306.] (2) Joya X,
Papaseit E, Civit E, Pellegrini M, V'all O, Garcia-Algar O, Scaravelli G, Pichini S.
Unsuspected exposure to cocaine in preschool children from a Mediterranean city detected
by bair analysis. Ther Drug Monit. 2009 Jun;31(3):391-5. PubMed PMID:
19333147. (3) Marchei E, Joya X, Garcia-Algar O, Vall O, Pacifici R, Pichini S.
Ultrasensitive detection of nicotine and cotinine in teeth by high-performance liguid
chromatography/ tandem mass spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom. 2008
Aug;22(16):2609-12. PubMed PMID: 18646249. (4) [Joya X, Friguls B, Simd M,
Civit E, de la Torre R, Palomeque A, Vall O, Pichini S, Garcia-Algar O. Acute
heroin intoxication in a baby chronically exposed to cocaine and heroin: a case report. |
Med Case Rep. 2011 Jul 5;5:288. PubMed PMID: 21729296, PubMed Central
PMCID: PMC3141724.]
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ARTICULO 1

GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY
ASSAY FOR THE SIMULTANEOUS
QUANTIFICATION OF DRUGS OF ABUSE IN
HUMAN PLACENTA AT 12TH WEEK OF GESTATION

Xavier Joya, Mitona Pujadas, Marfa Falcon, Ester Civit, Oscar Garcia-

Algar, Oriol Vall, Simona Pichini, Aurelio Luna, Rafael de la Torre

Forensic Science International. 2010 Mar 20; 196(1-3):38-42.
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Resumen

Objetivos: El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar un método
analitico para la cuantificacién simultanea de las principales sustancias de
abuso en placenta humana mediante GC/MS. Ademis, el método
desarrollado se aplicé para comprobar el paso transplacentario de las
sustancias de abuso en mujeres embarazadas que voluntariamente

interrumpieron su embarazo durante el primer trimestre de gestacion.

Material y métodos: Las muestras de placenta humana fueron recogidas en
un hospital privado de Murcia y fueron almacenadas a -80 °C hasta su
analisis. De forma breve, las muestras (1 gr.) fueron cortadas finamente y
mezcladas con 5 mLL HCIO4 al 0.1% y sonicadas durante 45 min. En este
momento, se afiadieron tanto a muestras, como calibradores o controles de

calidad los controles internos deuterados (50 pg de MDMA-d5, anfetamina-

d5, metanfetamina-d8, cocaina-d3, benzoilecgonina-d3, motfina-d3, A9-
THC-COOH-d3, nicotina-d4 y cotinina-d3). Los extractos fueron extraidos
mediante extraccion en fase sélida utilizando resinas catidnicas de 4acido
fuerte. Para eluir los componentes acidos y neutros se utilizé6 metanol y para
los componentes basicos se usé la mezcla de isopropanol al 5% de hidréxido
de amonio. Este extracto se evaporé lentamente a 23 °C y 10 psi de presion.
La muestra se derivatiz6 con N-Metil-N-(Trimetilsilil) Trifluoroacetamida
(MSTFA) en un bafio seco a 60 °C durante 30 min. con el fin formar los
derivados trimetilsilil. El analisis fue realizado utilizando el instrumento 6890
Series Plus gas chromatograph equipado con un Agilent 7683 autosampler y
acoplado a un 5973 N mass selective detector (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). Las muestras fueron inyectadas en modo splitless y la
separaciéon de los compuestos fue realizada utilizando una columna capilar
5%-tenil-95%-dimetilpolisiloxano (ZB-5, 15 m x 0,25 mm id., 0.25 mm de

espesor, Phenomenex, Inc.). El programa de temperatura programado fue 70
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°C (2 min.), seguido de un aumento de 30 °C/min. hasta alcanzar los 160 °C,
5 °C/min. hasta 170 °C, 20 °C/min. hasta 220 °C y finalmente un aumento de
30 °C/min. hasta los 300 °C y sostenido durante 3 min. El helio fue utilizado
cé6mo gas portador a una tasa de 0.8 mL/min. La separacién de todos los
compuestos se consiguid realizar en 16.2 min. Los iones seleccionados para la

deteccion y cuantificacion de las sustancias quedan recogidos en la Tabla 9.

Tabla 9. Iones seleccionados para la identificacion y la
cuantificaciéon de las sustancias de abuso. Los iones subrayados
son los que fueron seleccionados para la cuantificacién.

Tiempo de
Componente retencion  Iones diana
(min.)

[2ZH3]MOR-bis-O-TMS 12.59 m/z 432, 417, 404
MOR-bis-O-TMS 12.61 m/ % 429, 414, 401
Metadona 10.85 m/ %294, 178, 85
[*H3]-COC 11.22 m/% 185, 3006, 275
COC 11.22 m/% 182, 303, 272
Cocaetileno 11.53 m/ %196, 317, 82
[2H;5]-BE-O-TMS 11.58 m/% 243, 85, 364
BEC-O-TMS 11.60 m/ % 240, 82, 361
[2Hs] A-9-THC-COOH-bis-O-TMS  13.32 m/ % 374, 476, 491
A-9-THC-COOH-bis-O-TMS 13.32 m/% 371, 473, 488
[2H5)-AP-N-TMS 4.61 m/z 119,91, 197
AP-N-TMS 4.63 m/% 116,91, 192
[2Hs]-MDA-N-TMS 5.08 m/ 3136, 91, 213
MA-N-TMS 5.08 m/ %130, 91, 206
[PHs)MDMA-N-TMS 7.41 m/% 134, 255, 104
MDMA-N-TMS 7.40 m/% 130, 250, 100
[2H4]-NIC 4.87 m/% 164, 87,136
NIC 4.87 m/% 161, 84,133
[?H;]-COT 7.38 m/% 101,179,118
CcoTt 7.38 m/% 98,176,118

Mortfina (MOR); cocaine (COC); benzoilecgonina (BE); 11-nor-9-carboxi-A-9-
tetrahidrocannabinol, anfetamina (AP), metanfetamina (MDA); 3,4-
metilendioximetanfetamina (MDMA); nicotina (NIC); cotinina (COT); detivados
trimetilsilil (TMS)
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Resultados: A continuaciéon se muestran los cromatogramas para: (A) un
extracto de placenta humana libre de drogas de abuso; (B) un extracto de
placenta libre de sustancias de abuso en la cual se han afiadido los analitos a
investigar; (C) una muestra de placenta positiva para THC-COOH, nicotina y

cotinina (Figura 8).

Figura 8. Cromatogramas de: (A) un extracto de placenta libre de
drogas de abuso; (B) un extracto de placenta libre de sustancias de
abuso en la cual se han afiadido los analitos a investigar; (C) una
muestra de placenta que contiene 123.2 ng/g de THC-COOH, 119.5
ng/g de nicotina y 179.9 ng/g de cotinina.
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En cuanto a la validacién del método, los parametros de validacion evaluados
estan resumidos en el articulo que se muestra a continuacién (pagina 81). Las
curvas de calibracién obtenidas para cada compuestos presentaron un
coeficiente de regresion (12) superior al 0.99. Los limites de deteccion y
cuantificacién obtenidos, asi coémo la precision y la exactitud del método
fueron consideradas adecuadas. Finalmente, no se hallaron interferencias
potenciales con otras sustancias de abuso (o0 sus metabolitos). El proceso de
validacion se llev6 a cabo con 41 muestras de placenta libre de drogas. Para
definir una muestra cémo libre de drogas nos basamos en los cuestionarios

remitidos por la paciente y por el analisis toxicoldgico en pelo.

Finalmente, el método aqui presentado se utiliz6 para conocer la prevalencia
en el consumo de sustancias de abuso en mujeres gestantes durante el primer
trimestre de embarazo. De las 64 muestras analizadas, una muestra fue
positiva a COC (BE = 37.8 ng/g) y otra positiva a cannabis (A-9-THC-
COOH = 123.2 ng/¢g). Por otro lado, 21 muestras (32.8%) fueron positivas a
la COT y en algunos casos la NIC también estuvo presente. El rango de
concentraciones de NIC fue 32.5 — 119.5 ng/g con un valor medio de 61.2
ng/g. En cambio para la COT el rango fue de 24.7 — 189.6 ng/g con un valor
medio de 80.4 ng/g.

Discusion y conclusiones: por primera vez se ha desarrollado un método
basado en la GC/MS que detecta y cuantifica los niveles de las principales
sustancias de abuso en placenta obtenida en el primer trimestre de gestacion
cémo material de descarte. Las principales caracteristicas del método aqui
presentado son: el simple y rapido procedimiento de extracciéon y analisis
cromatografico para cuantificar una amplia gama de compuestos

pertenecientes a las drogas de abuso.
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extensively and sucoesslully wsed 10 assess priog exposure bo dregs
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of ahuse, These matrices are helieved o reflect chronic drug usage
from the second [3.4] and third trmester of pregnancy [1.5],
respectively. U oo now, no Biokogical matris from beth the foenes
and the mother has been characterized to evaluate prematal
exposure inearly pregrancy. In this contear, placenta could also be
an alternative to urine for drugs of abuse testing during the first
trimester of gestation. The sdvantage of placenta tissue, oblained
a5 a discardsd marerial of pregnancy inbermuption, over rraditinnal
matrices such &8 arine and blood, is that colbection is almes? non-
ivasive amdl relatively casy 1o perfam,

The fommation of the human placenta is complete ai 4 woeeks of
gestation | 1. Some in vilro experiments suggest that placental lissue
could act as a depot for drugs, depending on the affinicy of the
anabytes forthis tissue |6, 7], and could el chemicals from Ehe fetal
1o the maernal side. 1 hies protecting the Toets from high sencbioti
concentrations [H] As a result, fatty ackd ethyl esters (FAEES), the
somarkers af ethanal intake during pregnancy originating from
alpaholic mothers, are not transferred to the foetus because they are
Laken wp and degraded extensively by the human placenta 9]
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With respect to the disposition of drugs of abuse in human
placenta there are few data on the expected conceniralions.
Furthermwe. the possible window of dug detection remains
unknown, Luck ef  al [10] measured nicotine and cotinine
concentrations in placenta. and amaietic Mwid fmom ebacce-
smoking mothers. amnd compared them (o concentraiions in
muatermal and fetal serum which showed a Linear cosrelagion
Moreover, similar comcentrations of arecoline [the main alkaloid
al the areca mui jwere found in placenta and meconium; asecaline
wias detected im placenta and showed a range concentration of 9-
Tdng/g of rissue and the respective meconium  specimens
showed a range between 8 and 1T ngig [11]. Garcia-Algar &
al. reported the detection of similar concentrations of alprazalam
and a-hydrosyalprazolam in placenta snd meconiom  after
alprazodam doses of 1.5 mg/day [12]. In addivion, Mamin er al
described neonatal withdrawal syndrome after maternal con-
swmplion of mate during pregnancy. and reported the presence of
caffelne amd theobromine in placenta and other neonatal
miatrices | 13]. Methadone, and its metabolites { EDDP and EMDP,
have bseen quantified in human plscenta | 14). Recenly, a LOJMS
meihod was develaped for the dererminaiion of buprenorphine
(P} amd its metabalites in human placenta. The method was
applied in the analysis of a placenta specimen from a woman
treated with up o 18 meiday BUP. The cumulative dose over this
period was 1.850mg. It is of interest that whilst BUTF was niot
detected, mefabolite concentialions were porbuprencorphine
glucuronide (NBUP-Gluc) 466 ngle norbuprenorphine [NEUR)
l‘l."-.? nglg, and buprencorphine glucuronide (HUP Gluc) 3.2 ng/g

15|,

The aim of this shody was to develop and validate an amalytical
meethed For the simultaneous quantification of the principal drags
of abuse in human placents by GO/MS. The methad was applied to
asess the transplacental drug passage i pregnant women who
volunitarily interrupted their pregnancy during the first mimester
af gestation,
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qualey comie wamples and pRareni Ramphi

3 Results and discusslon
Rl GOMS

Hepresentative chromatograms obtadned following the extrac-
tian of; drug-free placenta [A), drug-foee placenta samples spiked
with all the analybes under imvestigation (B] and for a real sample
(€] ane shown in Fig. 1.

Mo additional pealks due 1o enibogenous sulstances that oould
have imterfered with the detection of compound of interest were
oberved. Rone of the dnegs of abuse other than the analytes under
inwestigation, carried throughout the entirg procedure, inferfered
wiith the assay. Blank samples injecued after the Iighess poinn of the
calibration curve dsl net present any races of carmyoeer,
Honetheless, an injection of methanol was introduced between
each injection of study.

The analytical provedure described was specifically designed
for the anslysis of placenia samples from the first trimester,
FMacental tissues in the first timester and at delivery are
structurally different. We tested both placental sources of tissue
and the results, in terms of performance of tee anadytical methed,
weere ot the same,

Al

12 Validarion of resslls

Dae to the [t that it was difficuli (o obtain enough drug-free
placenta samples, the method was validated using extractid
calibration ewrves poepared in drug-free pooled placenta amd in
water, Table 2 summarizes the method validation daga, Linear
calibration curves were obtained for the compounds of interest
wilh a coefficient of determimation (r2) higher than 0.99 i all
cases. The absolute analytical recoveries [mean & SD) ollained
after SPE extraction a1 dilferent concentration levels showed thar they
were independent from the concentration tested [recoveries of the
deuterated anabogues used as ISTDs were the same as those from the
nomn-dewterated substances Baved inm Table 21 Limits of detection and
quantification. intra-assay and inver-assay precision and Jccaracy
wiere onnsidensd adequate for the punpeses of the present study.
Coefficients of variation for precision and accuracy at LOQ were
consistently bower than D With reference (o the freere/thaw
stability assays for quality control saniples. no relevant degradation
was observed afver amy of the three freeselthaw cycles (samiples
stored at - 20 C), with diferences from the initial concentration less
that 105 The resubis obtained for intra- and inber-assay precisions
and aceuracy satisfsctorily met the intemationally estabilished
acoeplance orivevia [ 16.07)

Patential interferences from drugs of abuse (and/or metabo-
lites) other than those included in the present study such as
peychostimulant drags [ 34-methylenedioxiamphetamine- MDA,
34-methylencdioxyethyl amphetamine-MDEA, phentermine]
cocaline metabolites (ecgonine methyl ester]), cannabinaids

i o

SEERE R R
L

LR o0

Fig- 1. Totsl ion cureeni

Cotinine, B8 mer

L] 10
Tame {min)
obtsined follewing he riraction of (A} 4 drog-feee plicentec (8] & diog-iree plicrmis wsiple ypiked with anabyies under

11.00 1350 1408

AR THECOO-bi0-THE, 111w

1262 LY

ireeilbpalion & @ corcergiatien of 5 nghps (C)a eeal sample contasing, £33 wglg of THC-CODIL 1 195 aglg of neotine and 1709 ng'g of cotssine.
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(delta-9-tetrabydrocannabimol, 11-wdraxy-delta-9-tetrabydro-
cannabinol, canmabing and cannabidsol L opiaves/eplosds [G-meonn-
cetylmorphine  and  codeine,  2-ethylidine-1 5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrmolidine-EDDP,  buprenodphine, o preomine
were evaluated spiking 200 mglp of placenta blank spiked with
15-5nglg of the substances wnder investigation and carmied
throwghout the entire procedure. Mo interferences were observed.
Sedectivity of the method was alsochecond in 41 drug-free placema
samples. Defimition of drug-free placenta was based on guestion-
fidires s hair testing of the women participating in the study.

13 Method application

The validated method presented here has boen applicd to the
placeita specinibens colbected a3 discarded material from the
women whio veluntarily interrupted their pregnancy in the firse
trimester of gestation. Up 1o 64 iamples have been analysed to
date with only one case positive for cocaine [BEE = 378 ng/g
aceita) and apother one positive lof canmabis [ A-9-THC-
COOH = 1232 nglg placental. On the other hand, 21 samples
(32.8%) were positive for COT and in some cases NIC was alsy
present. Micotine concentration range in placena was 325
1895 /g with & median value of 61.2 ngig. and the range for
cotining 24.7-1896Gng/g with 4 median valee of 804 nglg
Diflerent studies have indicated tha COT sccumulates in gl fetal
comgartment, for exampie in amnaiotic Muid or cord blood, atr as
early a5 7 weeks of gestation in both Jctive and passive smolers
121 tn 199, Jaumiauy et ad measured COT levels in amniotsc Buad
Troam: BS women requesting an absortion for paychosocisl redsons
between ibe Trhand 111h weeks of gestaiion. OOT showed a range
ol concenirations between 25 and 250 ngfmlL | 18], On the other
hapd, with respect to cond Blood, different studies have used cond
serum COT far the assessment of fetal exposure to smaking at the
end of pregmancy. Pichind et al. measured cotsnine in cond seram in
4249 myothers and their newborn. Cotinine in cond serum presented
a range of concentrations ol 1.4%- 325 ng/ml [19].

Although these data are preliminary, and the mumber of
analyzed samples does oot allmw any definitive conclusion ar a
statistical evaludtion i weems that amount of substances found in
placenta related 1o a consumgiion of a cerfain dmug depends an the
chemical nature of the parent drug and it metabodites. The
determination of drugs of abuse in placenta from women who

woluntarily interrupted their pregnancy af the 12th week of
gestaeon can provide inforenation abost early in slenn dineg
exposure, In this sense, the plaoenta appears (o be a tissue of dneg
pasiage for the comsumed lllicit dmigs which enter the placenta
froem Mood vessels. Studies withoa higher number of samples ought
e be able o clagnly the evenmial lack of accummilation of
degradation of differemt drugs | false negative results) and whether
a correlation with cumilMne exposure 10 drugs oild be
postulated as was the case of 1ohacco smoke, The analyzis of
placenta samples & wansen who berminale pregnancy & the 1 th
week ol gestalion i nod assocuted with a cheir dinicsl outcome
[ep lower weight at bimth)l Nevertheless im foture studies it s
Fofesien Do ksiodil e drag expoiure a0 this carly stage of pregnancy
with epigenctic changes. Some pionecring studies have already
showwnn the Rirst evidence Ehal @ utere enviroiimental expos ufes
such as tohaccn smoke may be susocated with such geromic
mexdifications. [20]

4. Condlisions

Foor thee first timee a GOIMS method simultancously quamtifies
the primcipal recreazbonal drugs of abuse in human placenta
abtaimed as discanded material from the first irimester of gestation.

The main characteristics of the assay are the rapid amd simple
extraction provedure and GCIMS analysis for the simultaneous
measurement of several drugs of abuse i human placenta Owwing
1o the minimum handling. woral time reguired, and usequivocsl
detection of substances, this procedure cam also be rowtinety
applied in the analytical Lsbogatories of hospitad emergency roams.

The present amalytical methodobogy, as previously disoussed,
has been designed to evaluate the impact of the consumption of
drugs of abuse in women who woluniarily interrupied their
pregrancy af the 12th week of gestation. The use of placenta as a
noa-canventional matrix can provide information about early i
slern exposure 1o drugs of abuse.
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Obijetivos: desde mediados de la década de los noventa, la COC es la
segunda droga ilegal mas consumida en Europa después del cannabis
(Skender et al., 2002). Como ocurre con otras sustancias de abuso, la COC
puede ser administrada de diferentes maneras: oralmente, fumada o
masticada, administrada de forma parenteral y, de forma mayoritaria,
inhalada. En los ultimos 20 afios, de forma paralela también han aumentado
las técnicas analiticas para detectar el consumo de drogas de abuso, y en este
sentido, el pelo se ha estipulado cémo la matriz mas importante para obtener
informacioén toxicologica. En la actualidad, el analisis toxicolégico en pelo es
la técnica recomendada para monitorizar la exposicién ambiental a drogas de
abuso (Karacic and Skender, 2003). En la poblacion pediatrica, el cribado en
pelo se ha utilizado para determinar la exposiciéon gestacional a la COC
(Callahan et al., 1992; Graham et al., 1989), o para detectar la exposicion
insospechada a COC en ninos (Garcia-Bournissen et al.,, 2007; Joya et al.,
2009) y para confirmar la exposiciéon cronica en casos de intoxicacién aguda
a drogas de abuso (Klein et al., 2000). En adultos el analisis toxicologico de
COC se utiliza de forma rutinaria en medicina forense, en controles de

trafico o en la medicina del trabajo (Karacic and Skender, 2003).

A nuestro entender, no existen publicaciones previas que reporten los
valores de estos biomarcadores en el pelo de nifios expuestos de forma
crénica al humo de la COC base. En el presente trabajo presentamos el caso
de una nifia de dos afios de edad expuesta de forma crénica a la inhalacién

de la COC base.

Presentacién del caso: debido a la sospecha de exposicion a drogas de
abuso, se solicit6 un cribado toxicolégico en orina basado en un
inmunoensayo (CEDIA, Microgenics, Barcelona). El test fue positivo para la
COC, la BE no pudo ser cuantificada. En ese momento, se obtuvo

informacién referente al historial en el consumo de crack en el hogar por
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parte de los padres en presencia de los nifios los dias previos al ingreso
hospitalario. Los padres negaron la posible ingesta de COC por parte del
nifio u otra posible exposicién pasiva. A pesar de eso, por analisis de pelo en
los padres se comprob6 el consumo repetido de COC realizando un analisis
segmentatio en pelo (Tabla 14). Posteriormente, se recogieron muestras de
pelo de la nifia y de sus padres para realizar un estudio toxicolégico completo
(AP, MDMA, COC, opiaceos y cannabis) utilizando en primer lugar un
método de ctibado (VMA/DRI®). Las muestras de pelo fueron recogidas
desde la raiz y en los casos posibles se dividié en segmentos de 3 cm.., de
forma que cada uno represent6 el consumo durante 3 meses. Para descartar
la contaminacién externa, las muestras se lavaron por triplicado antes del
analisis. El test fue positivo para COC, BE y cannabis en las tres muestras. El
analisis cuantitativo confirmo la presencia de BE en el pelo de la nifia a una
concentracién de 1.9 ng/mg. Ademas la BE se hallé en las muestras materna
y paterna a las concentraciones de 7.88 ng/mg y 0.39 ng/mg
respectivamente. Los opiaceos fueron hallados en la muestra materna. No se

hallaron trazas del consumo de anfetaminas y MDMA.

Discusion y conclusiones: la informacion referente a a la exposicion pasiva
y postnatal de COC es limitada. En nuestro hospital, el ensayo toxicologico
en pelo en nifios sin evidencia de estar expuestos a COC revelé una
prevalencia de exposicion del 23.3% (Joya et al., 2009). Existen algunos casos
que reportan los niveles de BE en pelo de nifios de padres que consumen

COC y que puede ocasionar intoxicaciones fatales.

En este articulo se presentd el caso de una intoxicacién aguda a COC que
fue confirmada por los resultados obtenidos por el inmunoensayo realizado
en orina de la nifia y por la declaracién de los padres que admitfan el

consumo de COC los dfas previos.
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Dadas estas circunstancias, se optdé por realizar un andlisis toxicologico
completo en las muestras de pelo de los tres implicados. Se hallaron niveles
detectables de BE en los extremos distal y proximal del grupo de pacientes,
hecho que confirmaba la exposicién repetida y la presencia habitual de la
COC en este ambiente. Las concentraciones de BE en el pelo de la nifia
fueron proporcionalmente igual de elevadas que las presenten en las
muestras de sus padres. Considerando la edad de la paciente, los resultados
alcanzados sugirieron que podian haber sido letales dada la inmadura

capacidad metabolica de la nifia.

Tabla 14. Concentraciones de las drogas de abuso en los segmentos de
pelo en la nifia y sus padres utilizando VMA / DRI.

Segmento de Drogas de abuso y metabolitos en pelo (cut-offs)

pelo
Cannabis Opiaceos

BE (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)
Segmento del nifio
0a3cm. 1.9 0.3 ND
3cm.a 6cm. 7.04 0.7 ND
Segmento materno
0a3cm. 7.88 0.92 13.88
3 cm. a6 cm. 6.39 0.94 3.15
Segmento paterno
0a3cm. 13.06 0.28 ND
>3 cm. 12.97 0.86 ND

Benzoilecgonina (BE); no detectable (ND)

La principal conclusiéon del estudio es que la exposicién pasiva a COC
fumada debe evitarse estrictamente en lactantes y nifios en edad preescolar.
En andlisis en matrices convencionales como la orina y la sangre y en no
convencionales como el pelo de forma rutinaria en todos los nifios que
presentan sintomas de estar expuestos a drogas de abuso en su ambiente.
Una vez mas, el analisis toxicolégico en pelo demostrd que este puede ser

una herramienta util para sacar a la luz exposiciones crénicas a las drogas de
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abuso. Ademas, la determinacién de drogas en pelo de forma periddica
puede aportar informacién muy valiosa para proteger a estos nifios de

ambiente desfavorable.
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Abstract

Introdwcthone. Cheer the past bwvo decades, the sudy of chronic cocsne and crack cocsine exposure in the
pediatric populstion has been focused on the potential adverse effects, especially in the prenatal pedod and early
chiidhood, Mon-imvasive biglogical magrices have become an essential tool for the assessment of a long-term
history of drog of abuse exposue

Case report: We analyze the significance of different beomarker values In hair after chronic crack exposure ina
twio-yeal-old Cavcasian gl and her parents, who ane selfepored crack smokers. The kevel of bensoylecgonine,
the princkpal meabofie of cocaine, was determined n segmentad halr samples [0 cm o 3 cm from the scalp, and
= 3 .om from the scalp) following washeng 10 exclede eaemal conamination. Benzoylecgonine was deteciabia in
high concenniatians in the childs hair, 31 19 ng'mag and 04 ro/mag, respectively, Benzoylecgonine was also
present B the matemal and paternal haie amples af B8 ng'mag and 639 ng/mag, and 1106 ng/mg and 1297 ngf
md, nespecthvely,

Conclusbon: Based on the data from this case and from pressously publshed potsoning cases, as well as on the
experience of ow research group, we conciade that, using similar matrices fior the soedy 'of chronic dug exposure,
chiidren mesent 'with a highet cocaine concentration in har and they expenence more serhous deleterious acute
effects, probably due 1o a different and slower cocane metabolism. Consequently, childen must be not exposed

I secondhnand cfack SMokE whder Ary CIRuTiance

Introduction

Since the mid- |90, cocaine has been the second maost
popular illegal recreational drug in Europe among
voung adults amd adolescents, the first being cannabis
[1]. Stmklar w0 other ilicit drisgs, cocaine is commonly
used by different routes of sdministration: orally, by
smoking or chewing: parenterally; a5 a supposiiory; and,
mainly, by snorting or inhalation of crack cocaine
smoke. Free-base crack cocaine is a potent form of
cocaine rapidly absorbed through the pulmonary circu-
lation and reaching the central nervons system within
seconds, which results in rapid and L'lrli.inH_ stimulant
effects |2], lis ph.:lm:un:lngiﬂl action h:,- l.rnnl:in] i

* Conwmiaarders r S ARG nol sdeerur ol
r MEaooeroees. R ireanad de Seeesca, ot

e, Spen
i umlalds o o vl o (e

responsible for many of the reported newrological and
pulmonary toxic elfects |3.4]. Over the last 20 years,
parallel to the advances in laboratory technigues for
detecting recent drug use, hair analysis has emerged as
the most imiportant non-invasive biomarker used 1o pro-
vide Jong-term information on an individual's drog wse
15-8], econtamination of hair samples by washing
before analysis, detection of the relevant metabolites and
use of adequate cut-oll levels have been the main con-
siderations in testing for drogs in hair [9]. The differen

tiation between systemic cxposure and external
contamination has been a controversial topic and one of
the limitations of cocaine I;l:‘!.‘l.iﬁp. in hair [10-12]. In fact.
halr exposed to crack cocaine by external contamin-
thon, where the individual does niot actively consume the
drug but traces may be deposited on the hair, must be
carefully considered [13]. At present. halr apalysis is

ernes Baobivr] ConbalL izt T an g Sior artle duinindesd e e derm ol Be Gl b Cormmorns
e, el e drpnal work 6 progeey (el
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used o monitar for drogs of abuse and environmental
exposure o drugs of abuse |14]. In the pediatric popala-
thon, hair sereening has been used to determine pesta-
tional cocaine exposure [15,16], detect unsuspected
cxposure to cocaine in children [17,18] and confirm
chronlc cocaine exposure in cases of acube infoxication
or high suspecion |19], Similarly, in adulis, cocalne hair
sercening is routinely applied to detect drug abuse in
forensic cases, occupational and traffic medicine and
clinical toxicology [14], including monitering of cocine-
abusing households by child welfare agencies in child
custody cases.

T the best of our knowledge, there are no previous
publications reporting on biomarker valwes in children's
hair after chronic exposune to crack smoke and active
abuse amd exposure in adulis. Here, we present a case of
chronie cxposure to cocaine through passive inhalation
of crack cocaime smoke in a two-vear-old girl as result
of suspicion of environmental exposure to this drug of

abuse by a pediatrician.

Case presentation

A two-year-old Caucasian girl was brought o our Pedia-
tric Emergency Department, referred [rom a pediatric
outpatient center for unclear reasons after presenting
with respiratory symptoms for two weeks. Her medical
records showed that she had been diagnosed with neo-
natal withdrawal syndrome, which required long term
treatmient with phenobarbital. At the outpatient center,
she had been diagnosed with repeated bronchiolitls and
she needed health care services from a pediateie puline-
nologist, who prescribed treatment with Duticasone. She
had no other relevant medical or  pathological
background,

Medical records informed us that the child’s mother
had a medical history of substance-related disorders and
she was receiving treatment for heroin dependence with
methadone, Mo other pharmacelogical ireatment was
prescribed for cannabis and toebaccs abase,

When attending our department, the mother pre-
sented an unhealthy aspect and abnormal behavior. A
physical examination of the child showed a minor
asthma attack with respiratory difficulties and clinical
features refractary to the outpatient bropchodilator
treatment {salbutamad) over the past 15 days. The exam-
ination alsoe revealed wse of her scoessory muscles for
respiration, wheesing and bilateral hypoventilation. Her
blood oxygen saturation level wis 8% and cyandsis was
not ohserved, Her vital signs revealed tachycardio and
tachypnea without fever (her heart rate was 148 beats
per minute, her respiratory rate, 50 breaths per minuie
and temperature 36°C) A neurslogical examination did
not show a focal neurological deficit (15/15 Glasgow
Score Scalel and the remainder of the physical
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examination was normal, The child received respiratory
support and pharmacological treatment with gradual
clinical improvement. Her bload cell count and serum
biochemistry were normal. Under suspicion of exposune
1o elrugs of abuse, urinary toxicology screening for com-
moenly wied drugs of abuse by cloned enzyme denor
immunoassay (CEDIA, Microgenios, Baroehsna, Spabn)
was done. Repeated urinary tests were positive for
cocaine, Since urine woxicology was done in o pediatric
emergency ward and speed was of paramount impor-
tance, the level of benwoyvlecgonine (BEGH in her urine
was e quantified,

Infermation concerning ithe eavironment where the
child had been living was obtained from the mother,
who confirmed a history of crack smoking by both par-
ents in the presence of the child during the days pre-
vious to her hospital admission. She denied that her
child had ingested cocaine by any other route than pas-
shve inhalation. Chronie exposure to cocabne in an envir-
onment where drugs of abuse were being vsed by the
parents was verilied by hair analvsis for the child and
her parents (Table 1].

Adter 48 hours, our patent recovered complegety with-
ouil any respiratory difficulties. She was discharged from
thie hospital and the proper authorities were aleried in
order to evaluate the child's home conditions.

In the present case, o quantitative analysis of cocaine,
opubes, amphetamines, cannabis and 34-methylenedios-
ymethamphetamine (MDMA} in her hair was performed
wrcording to forensbe standards using an immunoassay
(VMA/DRLY) on the available length of hair. The child's
and her parent’s hair samples (as an entire strand) wene
cut close to the scolp at the vertex region wsing stainless
steed scissors, Whenever possible (hair shaft length mose
than 3 cm), the hair strands were divided into subse-
quent 3 em segments, each representing hair growth in
subsequent three-month periods. To exclude external
contamination, the samples were washed before testing.

A comprehensive texicological screening was per-
formed on the collected hair samples. The test was post-
tive for BEG, the maln metabolite of cocaine, and
canmabls in the entire hair samples. Quantitative analysis
confirmed that BAG was present in the child’s hair at a
conpcentration of 1.9 ng'mg and 7.04 ng/mg. BEG con-
centrations found in her mother's and father's hair were
T.EE ng/mpg and 639 ng/mp amd 1306 nglog and 1297
ng/mg, respectively. Opiates were detected in her
mother's hair, Amphetamines and MOMA were not
detected

Discussion

The information regarding passive postnatal toxic
expasure o cocaing in children is limited. At our bos.
pital, hair analysis in preschoal children witheut signs
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Table 1 Hair segment concentration of drugs of abuse from the child and her parents using VMADRI".

Halr segments Dvugs of abuse and metabolites i hair (ot off valees)
BZG 050 ngimagl Cannabii {010 ng'mgl Opistes 1050 ngdmg)
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oF symploms suggestive of exposure revealed an esti-
mited prevalence of exposure of 23.3% [17]. There are
several clinical case reports detailing concentratbons of
BZG in the hair of children with parents using
cocaine who are exposed t0 a3 contaminated

environment. with considerable clinical findings (neu-
rological and respiratory abnormalities), fatal poison-
ings by active ingestion (by hand-to-mouth sctivity) of
powder residues [20,21] or passive crack smoke inha-
Iation [22-24].

Table 2 Cases reports of acute intoxication in children exposed passively to cocaine and confirmed by hair analysis.

Age Chranic exp ylecganine in hair d inexd Ery gas ch raphy spectrometry (GCWE] [rg/mag]
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1cm o4 om 04
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I this case report the appearance of the family and
their medical records, in addition to the clinical festures
presented by the child, suggested the possibility of an
unhealthy environment and consequently intoxication
with drugs of abuse. Her exposure to eocaine in the days
preceding her admission was confirmed by an initial
positive urinary immunsassay, in addition to symploms
suggesting recent exposune to crack cocaine smaoke.

Under the circumstances, analysis of the child’s and
parent’s hair was performed in order to assess previous
amd chronle exposure to cocalne and other licit droegs
{the clinical consequences of a palyexposane can be very
sepious), The BEG concentrations found in the proximal
anidl distal extremities. of our patbent’s hair demonsirated
repeated exposure Lo environmental cocaine at least
during the last three months. Therefore, the need to be
admitted at the pediatric emergency. the medical back-
ground of the child and the poesence of B2G in her hair
can be all explained by a systematic passive exposure to
crack cocatne semake. The BEG concentration in her
hair was proportionally higher than the BAG concentra-
tian in her parent’s hair, who actively smoked crack
eocaine. Considering this child's age, the resulis sugpest
that passive environmental exposure in young children
may have highly toxic, even potential lethal, effects,
probably due to thele immature metabolizing capacity,
In fat, previous cases of sympilomatie chronke ntoxica-
tion by cocaine have been described, but with lower
concentration of cocaine in hair in comparisan with
acduli hair concentrations [25- 1,

Based on the data from this case and other polsoning
cases published by our group and other groups (Table
23 [25-29], we conclude that parental use of cocalne can
be reflected in a non-negligible exposure of their pro-
geny, and children show higher concentrations of
cocaine im hair and they experience more serious dele-
fterious aoute effecis, perhaps due fo different and slower
cocaine petalsolism,

Condusion

We conclude that passive exposure to smoked cocaine
must be strictly avoided in infants and children. In addi-
tion, drug testing in copventional (urine and blood) and
non-conventional (hairh matrices should be used routinely
im all the children whe present with specilic or susplcious
symptoms of acute andlor chronbe exposure to (licit
diugs, particulardy with suspected drug-using parents, fre-
quently pohysers. Once again, hair analysis proved o be a
useful tool in disclosing chronic exposure to drugs of
ahgse. Furthermore, habr analysis offers the opportunity to
pericdically examine drug exposure in order to protect
these children from significant health and social risks. We
ailviecate halr apalysis in all cases of newboms, woddlers
aned children from risky environments
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Consent
Written informed consent was obtained [rom our

patient’s parents (her begal guardians) for publication of
this case report and any accompanying images. A copy
of the written consent ks available for peview by the Edi-
tap-in-Chiell of this joumal,
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Este trabajo pone de manifiesto la elevada exposicion pasiva insospechada a
las principales sustancias de abuso tanto legales (tabaco) como ilegales
(cocaina, cannabis, etc.) gracias al empleo de biomarcadores presenten en
matrices no convencionales como son la placenta, el pelo y los dientes de

leche en recién nacidos y nifios en la ciudad de Barcelona.

La elevada prevalencia oculta de exposicion pasiva a sustancias de abuso
mediante matrices alternativas permite conocer la existencia de nifios de
poblaciones de alto riesgo que de otro modo no podrian ser identificados ya
que la clinica podria pasar desapercibida y un analisis rutinario para

sustancias de abuso en orina podtia resultar negativo.

Los recién nacidos y los nifios en edad preescolar son candidatos, por su
tamafio y su baja masa corporal, a tener mayores efectos deletéreos después
de su exposicion a sustancias de abuso, a pesar de que pocos trabajos hayan
demostrado este hecho. La exposicién activa (por ejemplo, por ingesta de
restos de la sustancia) o pasiva (por ejem,plo, por inhalacion pasiva del humo
derivado del consumo fumado de la misma) estd vinculada a un posible
riesgo de envenenamiento. Ademds, la intoxicacion aguda grave en nifios
puede producirse a concentraciones mas bajas que en adultos (en los que
suelen dar lugar a los efectos fisiologicos deseados tras su consumo activo)

debido al metabolismo inmaduro de estos nifios.

En el mismo entorno geografico, hace 5 afios, se alertd sobre una exposicién
prenatal del 4,4% a cocaina en recién nacidos, junto a un 5,3% y un 8,7% a
cannabis y opidceos respectivamente, mediante analisis de meconio (Garcia-
Algar et al., 2009; Lozano et al., 2007a; Pichini et al., 2005b). En conjunto,
estos resultados demuestran la magnitud del problema de la exposicion
pasiva a cocaina en los nifios en este entorno. Dichos datos apoyan los

resultados ya revelados por el Plan Nacional Sobre Drogas en el cual Espafia
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muestra el mayor porcentaje en el consumo de cocaina, mostrando un 3% de
prevalencia en el consumo durante el dltimo afio en poblacién general (15—
64 anos). Estos datos deben alertar a las Autoridades Sanitarias acerca de esta
circunstancia en poblaciones de alto riesgo y apoyar la intenciéon de abogar

por un cribado de sustancias de abuso en diferentes matrices bioldgicas.

Aunque es dificil relacionar los efectos de una exposicién prenatal o
postnatal a la cocaina y otras sustancias de abuso, diferentes trabajos apoyan
la teorfa de que existen alteraciones sanitarias, educativas y sociales en los
nifios que en diferentes etapas de la vida han estado expuestos a sustancias
de abuso. Por ello, una intervenciéon especifica desde un punto de vista social
y de la salud de estos nifios expuestos y sus familias podria ayudar a la
prevencién y el tratamiento de posibles trastornos intelectuales, emocionales
y de comportamiento. Ademds, esta estrategia también deberfa estar
enfocada desde un punto educativo hacia los padres con el fin de asesorar
acerca de los efectos adversos del consumo de sustancias de abuso en el
hogar, incluso si éstas no son consumidas en presencia de los nifios, ya que el
contacto y la absorcion de la sustancia se producen por inhalacién de humo
cuando se consumen de forma fumada o de particulas, y ademas por
contacto con superficies contaminadas en el hogar (mobiliario, suelo, etc.) o
la cara de los padres que manipulan e inhalan la sustancia, o finalmente por
ingesta accidental. Estas vias de captacion son especialmente importantes en
la poblacién en edad preescolar, ya que es facil que se lleven objetos o las
manos a la boca y ademads pasan la mayoria del tiempo en sus hogares, que

pueden estar contaminados.

Por otro lado, por lo que se refiere al empleo de matrices alternativas, desde
hace unos afios, el uso de matrices no convencionales se ha aplicado en
diferentes campos de la rutina clinica y legal. Por ejemplo, en la renovacion

de licencias de conduccién, en conductores en que se conoce un historial de
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consumo de sustancias de abuso se les realiza un andlisis de pelo con el fin
de verificar su abstinencia. Ademas, el analisis de sudor se emplea de forma
rutinaria en los controles a pie de carretera con el fin de evaluar la presencia
aguda de sustancias de abuso. El uso de matrices no convencionales tiene
ventajas considerables en la practica. En primer lugar, la recogida de estas
muestras no requiere de un ambiente hospitalario, lo cual en determinados
casos es muy importante ya que no se dispone del personal ni de los
instrumentos necesarios para su correcta recogida. Ademas, esta recogida no
es invasiva, lo cual no produce malestar en la persona, especialmente si es un
nifio. Finalmente, las matrices no convencionales proporcionan diferente
informacién retrospectiva en el tiempo. Por ejemplo, el analisis de pelo
proporciona una clara ventaja ya que un unico analisis puede reflejar una
exposiciéon pasada a sustancias de abuso. Ademas, el analisis de dos
segmentos consecutivos de pelo puede informar acerca de una exposicién

crénica a sustancias de abuso.

Sin embargo, el conocimiento acerca de la distribuciéon de las sustancias de
abuso en estas matrices no convencionales es relativamente heterogéneo y es
necesario realizar investigaciones que permitan obtener un mayor
conocimiento acerca de los mecanismos involucrados en la difusién de estas

sustancias a las matrices no convencionales.

Ademas, habitualmente las sustancias de abuso en estas matrices alternativas
se hallan en concentraciones muy bajas, de forma que es necesario utilizar
instrumentacion altamente sensible para poder detectarlas y presentar
resultados fiables, ya que a menudo, de estos resultados se desprenden

consecuencias a nivel juridico y legal.

En conclusion, con el fin de detectar la exposicion a sustancias de abuso en

las diferentes etapas de la infancia (incluyendo la etapa prenatal y la etapa
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postnatal) es recomendable utilizar diferentes matrices no convencionales (o
alternativas): minimiza la invasividad en la recogida de las muestras en
comparacion con las matrices utilizadas tradicionalmente (sangre y orina), la
metodologia analitica de la determinacion esta validada y el precio resulta
razonable. Para diagnosticar una eventual intoxicacién aguda (horas o dfas
antes), el fluido oral y el sudor son buenas alternativas a sangre y orina. Sin
embargo, para evaluar la exposicion crénica a sustancias de abuso, es
necesario emplear una matriz capaz de informar acerca de un periodo

prolongado de tiempo: meconio, cabello o dientes.



5. CONCLUSIONES






Conclusiones

1. Se ha desarrollado y validado un método analitico basado en la GC/MS
que detecta y cuantifica la presencia de las principales sustancias de abuso en
placenta obtenida en el primer trimestre de gestacion como material de

descarte.

2. Los métodos desarrollados han permitido tener herramientas analiticas

para la deteccién y el cribado.

3. Se ha aclarado la toxicocinética en la disposicién y distribuciéon de las

principales sustancias de abuso en los tejidos fetales.

4. Se ha determinado la incidencia en el consumo de las principales
sustancias de abuso en una cohorte de mujeres embarazadas que

interrumpieron su embarazo durante el primer trimestre de gestacion.

5. Para la deteccién de la exposicion prenatal a sustancias de abuso es
recomendable la utilizacién de la determinacién de biomarcadores en
matrices no convencionales (o alternativas), como el pelo materno, para lo
cual se dispone de un sistema de recogida no invasivo, una metodologia

analitica validada y un precio razonable.
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ARTICULO ANEXO 1

MATERNAL HAIR TESTING FOR THE
ASSESSMENT OF FETAL EXPOSURE TO DRUG OF
ABUSE DURING EARLY PREGNANCY:
COMPARISON WITH TESTING IN PLACENTAL
AND FETAL REMAINS

Matfa Falcon, Simona Pichini, Xavier Joya, Mitona Pujadas, Oriol
Vall, Oscar Garcia-Algar, Aurelio Luna, Rafael de la Torre, Maria

Concetta Rotolo, Manuella Pellegrini

Forensic Science International. 2012 May 10;218(1-3):92-6
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Objetivos: determinar la incidencia en el consumo de las principales
sustancias de abuso en una cohorte de mujeres embarazadas que
interrumpieron su embarazo durante el primer trimestre de gestaciéon. En
segundo lugar, esclarecer la toxicocinética en la disposicion de las drogas de

abuso en los tejidos fetales.

Material y métodos: El reclutamiento fue realizado desde septiembre de
2007 y marzo del 2010 en un centro autorizado para realizar interrupciones
del embarazo en Murcia. En el momento del ingreso a cada participante se le
realizé una entrevista en la que se recogieron datos acerca del consumo de
alcohol, tabaco y otras sustancias de abuso. Ademas se recogié una muestra
de pelo de cada participante y se almacenoé a temperatura ambiente. Por otro
lado, los restos fetales y placentatios fueron almacenados hasta su analisis a -

80 °C. Las muestras de pelo, placenta y restos fetales fueron analizadas

mediante GC/MS.

Resultados: Un total de 280 mujeres fueron incluidas en el estudio pero
solo se seleccionaron los casos positivos para alguna de las sustancias de
abuso. 80 casos fueron positivos para alguna droga de abuso.
Concretamente, 60 casos fueron positivos cannabis (74.1%), 28 a cocaina
(34.6%), 7 a opiaceos (8.6%) y positivas 3 a MDMA (3.7%). Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 10. Los casos positivos observados en
pelo fueron confirmados en 10 de 60 casos para el cannabis (16.6%); 7 de 28
muestras para la cocaina (25%); y para los opiaceos y la MDMA no se

obtuvo correlacion.
Las concentraciones medias, las desviaciones estandares y los rangos de

concentracion de las drogas de abuso y sus metabolitos estan resumidos en la

Tabla 11. No se obtuvo correlacién estadisticamente significativa para las
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concentraciones de los metabolitos y las drogas principales en las matrices

estudiadas.

Tabla 10. Resultados cualitativos obtenidos en pelo, placenta y restos fetales

Pelo

Placenta

Restos fetales

n

Cannabis

(S8
Ul

Cannabis

Cocaina

Cannabis

Cannabis

Cannabis

Cannabis

Cannabis

Cannabis

Cocaina

Cannabis

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Cocaina

Opiiceos

Opiaceos

Cannabis

MDMA

Cannabis + Cocaina

Cannabis + Cocaina

Cannabis

Cannabis + Cocaina

Cannabis + Cocaina

Cannabis + Cocaina

Cannabis + Opidceos

Cannabis + MDMA

Cocaina + Opidceos

Cannabis + MDMA

Cocaina + Opiaceos

e e N N I S e RN I Y Y N T T N N B NN =N B | S SN

Cannabis + Cocaina +

Opiaceos

=

Cocaina + Opiaceos +
MDMA

Discusion y conclusiones: Aqui se presentan los resultados para el
consumo y el traspaso de sustancias de abuso mas frecuentemente utilizadas
en mujeres que interrumpen su gestacion. A pesar de la gran importancia que
tienen los resultados obtenidos en este estudio estos son dificiles de
interpretar. Las concentraciones de las sustancias de abuso y sus metabolitos
en el feto y su relacién con la placenta y las matrices maternas halladas son

altamente variables.
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La elevada prevalencia de consumo de drogas de abuso en nuestra poblacion
(28.9%), puede ser debida a las caracteristicas especiales de estas personas
que solicitan una interrupciéon voluntaria del embarazo. Muchas mujeres
embarazadas antes de conocer que estan embarazadas consumen sustancias
de abuso y después de la noticias cesan en su consumo, pero nuestra
poblacion, la cual decide poner fin a su embarazo, no renuncian a consumir
drogas de abuso. Ademas, también se ha descrito que los embarazos no
deseados son mas probables en mujeres que consumian una amplia gama de
sustancias potencialmente toxicas, cémo las drogas de uso recreativo (Dott
et al., 2010; Han et al.,, 2005b; Than et al., 2005). Ademas, nuestro estudio
también pone de manifiesto la baja correlacion entre la recogida de habitos
en el consumo mediante cuestionarios y el analisis de sustancias de abuso en

pelo (Ostrea et al., 2001; Pichini et al., 2005b) .

La baja correlacion entre las 3 matrices respecto a la presencia de drogas de
abuso puede ser debido a a la estrecha ventana de exposiciéon entre la
placenta y el feto en comparaciéon con la ventana mas amplia de deteccién
del pelo y en parte también debido a la variabilidad interindividual en
placenta y el metabolismo fetal. Nuestros hallazgos sugieren que la placenta y
los tejidos fetales durante las primeras semanas de gestaciéon pueden ser
materiales no suficientemente sensibles para evaluar la exposicion al farmaco.
Otros estudios sugieren resultados similares a los obtenidos. Es decir, la
placenta tan solo puede aportar una ventana de deteccién corta para
biomonitorizar la exposicion prenatal a sustancias de abuso (Concheiro et al.,

2010; de Castro et al., 2009).
Las sustancias de abuso en el pelo de mujeres embarazadas puede ser

utilizado como biomarcadores para evaluar el consumo de drogas de abuso

en el pasado (tanto repetitivo como esporadico) a pesar de que estos rastros
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en el consumo no se correlacionen con los resultados obtenidos en placenta
y restos fetales. En nuestro estudio, en placenta sélo se confirmaron entre el

16.7 — 25% de los casos positivos para cannabis y cocaina en pelo materno.

La importancia de este estudio recae en el hecho de que por primera vez,
utilizando métodos directos y objetivos, se ha evaluado el traspaso
transplacentario de drogas ilicitas durante las primeras semanas de gestacion.
Por otro lado, se ha demostrado que el pelo ofrece la ventaja de ser una
muestra poco invasiva en la recogida y permite obtener un registro historico

de la exposicion materna a sustancias de abuso.
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Tabla 11. Concentraciones medias (X), desviaciones estandardares y rangos de concentracion en todas las

matrices analizadas

Hair ng/mg Placenta ng/g Restos fetales ng/g
n X + SD Rango n X + SD Rango n X + SD Rango

THC 60  27+34 01-141 10 1;’;’51“—“ 1:3";8‘ 9 1185%979 39-2817
THC-COOH 53 009+0.12 0001-07 - - - 1 0.4 0.4
cocC 28 109499  05-481 8 9784315 589-1498 10 7134351 287—1324
BE 28 39+41 02-155 9 Zf;'l si 37.8-5319 10 149.8+535 7852443
MDMA 3 12£12 02 -2.5 _ _ _ _ _ _
MOR 6 11£12 05+13 - - - - - -
6-MAM 6 113%133  07-122 _ _ _ _ _ _
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neonatal matrices reflect exposure in specific time period and each
of them has different advantages amd disadvanLages in berms of
aceuracy, time window of exposure and cosy/benefit ratio. Drag
CONCENIFAthONS i matcmal blood, saliva, unine o cord blood amd
neonatal uring account for recent acute maternal or neonatal
eaposure; neonatal hair and meconium reflect chronic dmag
exposure during 2 and 3 trimester and finally maternad hair, if
lang enough, could rellect expasure during the entire gestation [4).

Hair testing for the assessment of dregs of dbuse consumgiion
s a well recognized method for forensic, legal and clinkcal purposes
|& 7L Maternal hair analysis has been wused to detect prenatally
exposed babies; the method has been validated wsing meconium,
aeanatal hais and aring [L89], These stuldics endorse maternal
Bair test as a fool for assessing exposure o drugs of abuase in Lte
pregnancy but the validity of maternal hair testing 1o assess fetal
cupasure to drugs of abuse during the first trimester of pregnancy
has mat been muoch investigated.

Early pregrancy is a very vulnerable period when the embryof
fetus s maone susceplible w teratogenic events [10] and drug
eaposure may be mooe frequent than in other periods of gestatian
beause spme women may ned be sware that {hey ane pregnant very
early into pregnancy and may continue to use drugs of abuese [11]

The maternal-fetal wnit is & complex dynamic sysiem where
the placenta ix the primary demarcation between mother and
fetus, Transplacental rramsfer of drugs of abuse and the amount
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processes simple diffusson, efflux transporters, and biotransfor-
mation by metabolic enzymes [12] Bothe the placenta and the
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lewels which may Muctuate throughout gestation | 13 In addinon,
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Spanish pregmant women who interrupted thedr pregmancy
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disposition and toxscokinetics in the early gestaton period, Our
study aimed to cvaluate tramplacental passage of the drugs during
this period, fetal exposure to drugs of abuse during the fing
trimester in feial remains and to critically assess the uwsefulness of
maternal hair analysis in idenfifying fetal expodure to drugs of
abiese i early pregoancy.
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percey gl dhgesied = onther aodd or alialive condibon. in Renoen of che
reyrd gt analyies

GE-A annayn b has frdmg of dnags of st eevaldsted meboue oo hudy
Al i redevany papchoropes dugs snad mesabadnes | ML MIGE and codleine lor
o st (O, PLG and oo st trylene [or gocaine, amphetaming, KA, MIA, MDA,
Ioe ampheiamines and meihyisediogderwatives and THE. THC-C00M jor
wanmatrnods | were wsed [17.08). Limits of quantiflcamsn in hair were: 02 ng!
rong dor BRRANL, MOK, codeine: 0% ngimg fon O0C, BEC ard corsstivylene: 0.2 ngimg
o amphetarmine. MA WM. MDA ad 01 npmg for THC and Q003 nigdmg: e
THC OO wiheen 40 mig of hair pev assay was used.

A GE=ME methed peevisinly descnibed for placenial lisses wan revalidaned and
adapred for fetal remain | 15] The concenimation rege covered wis 5500 ng'g e
arfipheramee, A MDA, BIDAS, OO0 BEC, comsciiiyiome, MOE THL and THC-
Leii 8

21 el saslyEn

Quarmitatiee tara tireed 4 rormad disnbsnien Jooming 10 the Kalmegoms -
i Py 1L e PR IR C0atelan b afu byt i arind Wi a8 s | e Sl i shagis
It merits el d g iRl i F con e Fadian i haii, plaests did el thoosei &
Malislical probalality (i) value - U0 wir corradencd ugeificin.

3. Resulis

Atotal of 280 women were included in the progect and for the
purpose of Uhis study only the cases with posilive hair lest resulis
wehe selected. Eighty one pasitive hair samples wete identified: 60
wene positve for cannabis (74050 28 for cocaine (3465 7 for
opiates (RG] 3 for MOMA (1.7 ) and 18.5% of thems were positive
far morne than ene dreg. Eighteen of the 81 hakr positive cases had
alzo positive resubts for placenta esting: 9 were positive (or
cannabis, 8 lor cocaine and 1 for cocaine and cannabis. The analysis
of fetal remains indicaved & being positive for cannabis. 8 for
cocaime and 1 for cocadne and cannakss.

Qualitative resulis for hair, placenta andd fetal remains are
reported in Table 1, Positive hair cases were confirmed in placenta)
fetad remmaing in 10 out of 60 for cannabis { 1665 ); 7 out of 28 [or
cocaine [25%]; D out of 6 For opiates and 0 out of 3 MOMA

Mean concentration values, standard deviatons and concentra-
tion ranges for the parent drogs and metabolites in the diffesent

(bl + CiaCaiee
bl = Ofdates
Carrabis » DKL -
Cnaing = oplaied -
Cairtbbis # ot + OpdlE =
ot diiud + orppiiien = Il CTALY, -

Canfulid = Cocmite  Cartiabits + {00l i

Tabde 1
uaiiatrer rrvulta in hair, plecerts and leisl sevuding anabyuic
Hair T ] Fetall Aermain L]
Canreaby - - i+
Larnabis - §caine 1
Carnalys Lanralas - |
Cannibis Cannabis Cdnnabit (]
Aarnabiy L aing - 1
Carmabis Cocany LN /
Caainr - - 13
Cacaing : CiCaine 1
Cbiine o sing i 5
Aty . 1
Dxphanry : Cannahiv 1
AN - - i
(Carmabis § Doaife : 7
Camabis = pincaier Canfulbis - 1
1
T
i
i
1
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Tabke 2

Mean drugs sl mesabolies concerpmrann values (XL swanstand deviarsons (S0 andd encemration ranges in 4l ghe mamces anabyeed.

B, i Maceiila, mihi Fetal teridens, 1'%

n X80 La=gpr L} LR il L n Xa%b Earge
THI i i7=z14 BA-14.8 W 10aE = 1 bOA §06 1-4128 9 1185578 18-381.7
T - TR ] =0y L=l LR R . - ] a4 oA
L8 P 105 = %5 oA, b B UTE= 513 L5940 1 TEA=T140 M-1024
Bl i | L TES or-144 b] JI.T & 1075 ¥ E-L110 1 (€T 5 LY THA-J443
MDA ¥ 13eid 0.3-15% - - . . - &
BH b [R 1 F 1.3 - - - - - =
mARK ] 1w iy @ay-123 - - = - = -

blohogical mairices are summarized in Table X No significant
statistical correlations were found between paremt dnsg andfar
metabalite concentrations in the theee different biological matrices.
Finally, quantitative valees for the matched posiiive cases ane
detailed in Table 3. Contrasting the results wigh sellrepored
answers fo guestionidines, we poticed tha the woman wha
repomed sporadic use of cocaine and cannalEnosds in the past,
had oocaine in ber hair bui noi in placensal or fetal thsues. In ihe
wample analysis from the 3 women who reporied oocasional
cannabis exposure. The drog was detected in the hair of ane of
those swwomen, while in the hair of the cther two, both, cocaine and
cannabis were detecled. No drag was detected in any of the
placentalTetal tissues, A Gfth woman who sdmitted a single cocaine
expasure | month befape sampling had negative results lor cocaine
in all the tested samples but her hair tested positive for cannabis.

A, Discusabon

Altheuigh prosal of fetal drug exposire can be oldained alter
delivery by measuring the drug of sbuse andor (15 metabalites in
matemal and fetal matrices, these data are difficult to interpret.
The concentration of drugs of abuwse and their metabolites in the
fetus and their relationship with the placenta and maiernal
matrices have been found to be highly variable [9,20-23), The carly
pregaancy svents ane even more dilficull (o assess becarse thie
distrilsition, otransfornstsom of drugs m placenta and fetal dieg
metabalism during thas period are stll not well characterized
processes in humans,

Tabie 3
il ber feiilly i sl Baii. fliceiils sl fetdl dhdier afulbe

Im thts context we present our findings for the presence of the
muost frequently used illicit drugs of abose in maternal hair,
placenta and Fetal remains from women who intermpl teeir
pregnancies. on the 12th week of gestation and our crtical
assessment of the posdibility of matermal hair testing results being
indicative of fetal exposune

Tiee bilgh presabenoe of drug capasude in onf population [28.95),
muay be due to ihe special characterstics of these pregnancies
ending in a voluntary abortion. Mamy pregnant women who
consarme illicit diugs prior 1o recognition of pregnancy discontinue
such habits once they realize they are pregnant [24)], however,
those who are drog users and who decide o terminate the
pregnancy. may not give up on dreg consmption. It was als
described befnre that in unplanned pregrancies women ane mare
likoely to be exposed toa wide range of potentially toxic substances,
such a6 recreational drugs |11,25,26). o vur stady the analytical
fesults are b comlrasl with the repors from the smictioned
questionnaires and confirm the findings of previous studies,
namedy the low reliability of self reports on maternal illicit deag
use duting pregnancy (23]

The bw comelation between the 3 different  marrsoes
regarding the presence of dnegs of abuse may be due o the
narrow window ol expasure in the placenta and the fetus
compared with the wider window of detectbon in hair, and
because of a possible inter individual variability in placental]
fotal meetabalism. Dur fmdings suggest thar the placenta)/fetal
tsswes in carly pregnancy. may not be sensitive enough Lo
indscate fetal drug exposure and are in agreement with the
conclusions. of the other few studies in which placenta was

Casp lisir. ng'mg Flavemia reg Feral remasins ngz
THE THC-CO0H Loc [ -4 KO RLLLY] THC A BEC THL THC=CO0H L0 BEG
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found 10 have a short detection window when considered as a
Ni&iblt malrix for Womonsoreng fecal EX P e |21.22] and
with those presenting differcnces between  fetalimaternal
matrices for assessing prenatal exposure [423.27],

5. Cannmabis

‘Wiz found GO THE hair positive cases, 10 of them confirmed in
placenita/feral remains [ 16.75 ) There was o correlation between
the THL bevels in placenta and fetal remains, Cannabis toxicok-
mefics was recently reviewed by Huedis |28] amd currend
krswledge related 1o tramsplacental cannabis Tanspoel was
summarized; THC crosses the placenta rapicly, while THC-COOH
erosses il moch Jess efficiently, Thas is in accondinoe wilh o
resailes [ THO-CO0M was peesent only inone fetad sample) and with
a Feral mankey Audy where ne THC-C00H was detecoed in [etal
plasma and remains, indicating a lack of mransfer acnoss the
placenta, and a lack of metabolism of THC [20]. Blackard and
Tenies |30] reported that THC transfer to the fetus was grealer i
early pregnancy and i was also proved ihat placental ghicus-
onidatson s greater in this period and enhanced in aloohol-using
and smokang motheds [31].

Im this context, Rada et al [32] reponled on 4 case stdy of
mew b twins shere cannabas was undetectable n ome twin
whike positive in the other by means of fetal hair analysis, and
supgested that the key factor in medulatiog the amount of drg
reaching the fetus ks the placenta Samilar conclusions were reached
by Wang et al |23] in another disygolic twin case reporl wene
differens cannabinosd cancentrations we re detected in meconium,

In our study. the maternal hair THE and THE-COOH leveds (0.1
1406 and OD0I-07 ng/me] vere sighily higher than those
desenibed in other countries but 0 accordance with studies
reporting drugs/metabolites concentration in hair samples from
Spanish pogrulkitsons |8,33,34] and were pot comrelated with feral/
placenta tissue comcemtrations. This is not an unexpected finding
since canpabis bdomarkers of cxposure are very dilfouly oo
correlate and interpret, Moreowver, as it was reported before [2],
cannabinoid toxicokinetics in heavy wiers may be different foom
thase in cocasional wsers ad it has 1o be faken in consideradion
that im this study none of the women reported chronic or recent
acute cannalbis use.

6. Cocaime

Seven oul of I8 cocaine podative hair cases were confirmed in
placentafeal remains {255 Placenta and fetal cocaine levels
{Table 2jare in the same concentration range and are simdlar 1o the
singhe positive term placenta analysis resilrs repomed by de Castro
et al | 23] (HEG 458 ame COC 7.3 mgfg)l Mo correlation was found
between COC and BEG concentrations in the two matrices. This is
I accoddante witl other studies analyimg cocaine roxidokiets
during pregnancy |32.27.32,35) and acknowdedging the large
variability in the rate of cocaine transplacental passage and in the
abdlity ol term placenta 1o metabolize cocaine | 36)

Im ooiar stuedy, hair Bioeasker levels [(COC 0.5-48.1 and BEG 0.2-
155 ng/mg} were in agreement with these observed by other
authors [E.9.54.15] but did mot comrelate with the fetal matndes
This fimding and the absence of placentajlecal biomarkers in the
majority of the positive hair cases may be due to the differences in
the window al detection in these matrioes. Concheino of al [21]
saiggesied that the window of debection in terms placenta s bess
than 1 week whale bath COC and BEG could be detected i hair of
farmer dring users for several months after cessanon of diug use
137}

Im the few cases where positive pesulls were Toand in fetal
placental remains with negative maternad hair (n=5 one for

cannahinoigds and 4 for cocaine) a recent, oocasional drag wse can
b suspected since the hair test is 4 highly sensitive and specific
method for identifying past dnag use but not acute-recent
eRposune.

7. Conclusions

Crugs/metabolites in hair of pregnant women can be used as
beomarkers of past drug use [fepetilive o sporadic L although it is
ot abways reflecied in fetalfplacental remains, I our study
population, the positive hair results were confirmed in placentaf
leral tissme in 16.7-25% of cases invalving cannabis and cocaine
e, More than ome hypothesis can be postulated [or the absence of
I diiges i (he abartion femmains of the otler positive hair cases:

- Simde we sialysed 4 om of Bair (0o cover « 3 months exposne]it is
possible that drug use ooourred before the start of pregnancy and
did not contimue once the wonan realized that she was pregnant.

= Fast sporades drag use whilch could be measured in hair but nod in
fetal amd placental remains due 1o the namwer window of drug
detection in placental/fetal remains; it @ feasible that many
ey Pelrabned From dsing drugs in the days immed ey priod
1o pregmancy lermiination, since they had to undengo sungery and
were hosparalized.

= Although it is clear that drogs do cross the placenta, this organ
can alse a1 as a barrier that, to some extent. could restrict the
amount of drugs and metabolites reaching the fetal remains, by
protein binding, placental metabolism and sdtive placental
transpot, therelone betng able 1o inluence fewal drog exposurne.

For the first dime. using direct and objective methosds, the
trandplicental passage of ilicit dmugs during the carly weeks of
pregnancy when the imicial farmation al the embeye and ics change
imto fetus takes place a5 well as dnug exposare in find trimester
fetuses were demansirated in the prosent shuidy,

Maternal hair bas the advantage of non-invasive collection and
providing a loag-rerm historical record of maemal exposisne
iactive or passive | to drugs of abuse. Our study also highlighted (ts
iselulness in identifying and estimating the amount of drugs
reaching the fetus dusing early gestation.
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ARTICULO ANEXO 2

UNSUSPECTED EXPOSURE TO COCAINE IN
PRESCHOOL CHILDREN FROM A
MEDITERRANEAN CITY DETECTED BY HAIR
ANALYSIS

Xavier Joya, Esther Papaseit, Ester Civit, Manuella Pellegrini, Oriol
Vall, Oscar Garcia-Algar, Giulia Scaravelli, Simona Pichini

Therapeutic Drug Monitoring 2009 Jun;31(3):391-5.
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Objetivos: El objetivo de este estudio fue esclarecer la prevalencia oculta y
desconocida hasta la fecha de exposicioén pasiva a cocaina en un servicio de

urgencias pediatricas.

Material y métodos: El estudio fue realizado en el servicio de urgencias del
servicio de pediatria del Hospital del Mar (Barcelona) entre febrero y marzo
del 2008. El hospital estd localizado en un area con un elevado porcentaje de
inmigrantes (40%) y bajo nivel socioeconémico. Las muestras de pelo fueron
obtenidas de nifios de entre 18 meses y 5 afios que eran atendidos en
urgencias y que no presentaban ningun sintoma asociado con la intoxicacién
por drogas de abuso. Los nifios menores de 18 meses fueron excluidos del
estudio debido a que podian presentar un resultado positivo a cocaina fruto
de una exposicion prenatal. Ademas, de cada nifio que fue reclutado en el
estudio, si éste iba acompafiado de alguno de sus padres, también se les pidid
una muestra de pelo. Ademas se recogieron datos antropométricos y

sociodemograficos para cada caso.

La cocaina y su principal metabolito, la benzoilecgonina, fueron
determinados y cuantificados en las muestras de pelo utilizando
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Ademas, en
dicho procedimiento también se determind la presencia de opidceos,

anfetaminas y MDMA. (Montagna et al., 2002).

Resultados: Se obtuvieron muestras de 90 nifios que fueron atendidos al
servicio de urgencias pediatricas y en 85 de 90 casos fue posible tener
muestras de alguno de los padres (en 10 casos se obtuvo muestras de pelo de
ambos padres). De las 90 muestras de pelo obtenidas, 21 casos (23.3%)
presentaron niveles detectables de cocalna y su metabolito, la
benzoilecgonina, la cual siempre estuvo presente en las muestras. La edad

media de los nifios expuestos a cocaina versus los no expuestos fue similar
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(2.62 afios para ambos grupos). El rango de concentraciones de cocaina fue
de de 03y 6.0 ng/mg con un valor medio de 1.6 ng/mg y para la
benzoilecgonina fue de 0.2 a 1.4 ng/mg con un valor medio de 0.9 ng/mg.
En un 88% de los casos positivos para COC en nifios también se obtuvo un
resultado positivo en alguno de los padres que acompafiaban a sus hijos a

urgencias.

En 4 de las 21 muestras positivas, se obtuvo muestra suficiente para realizar
un analisis segmentario de 0 — 3 cm. y de 3 a 6 cm. para confirmar la
exposiciéon a cocaina en diferentes periodos. En los cuatros casos,
concentraciones similares de COC y BE se obtuvieron en los segmentos

consecutivos.

La etnia no se asocié con el consumo de cocaina y la subsecuente exposicién
a sus hijos. Tampoco se asocié con el status socioeconémico de los padres.
Sin embargo, si que se observé una tendencia a ser espafiol (P = 0.059) y a
tener un trabajo poco cualificado (P = 0.054) en las madres de los nifios
expuestos a cocaina. Por otro lado, los padres de los nifios expuestos a
cocaina admitian fumar un nimero significativamente mayor de cigarrillos y
también admitfan ser consumidores de cannabis. También se asoci6 el
consumo de benzodiacepinas y antidepresivos con los resultados positivos

de cocaina en pelo (Tabla 12).

Los nifios expuestos a cocaina presentaron una somatometria normal al
nacimiento. Basandonos en los cuestionarios respondidos por los padres, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el numero de
infecciones postnatales ni el uso de antibidticos ni para el nimero de
admisiones hospitalarias (Tabla 13). Sin embargo, si que se detecté un

porcentaje significativamente elevado de nifilos expuestos a cocaina que
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presentaban un peso por debajo del percentil 10 en el momento en que se

realizé el estudio.

Discusion y conclusiones: Este estudio pone de manifiesto la elevada
incidencia de exposicion insospechada a cocaina utilizando el analisis
toxicologico en pelo en nifios preescolares de una poblacion de bajo nivel

socioeconémico en Barcelona.

En este contexto y de forma contraria a los estudios previos, el sereening en
orina no se utiliz6 para comparar los resultados obtenidos en el analisis de
pelo ya que el objetivo del estudio fue comprobar la exposicion repetida a
cocaina en niflos que eran atendidos en el servicio de urgencias por
diferentes tipos de causas y sin que presentaran sintomas de una intoxicacién

aguda por sustancias de abuso.

En este punto, cabe recalcar que en teorfa, una unica exposiciéon a cocaina
pueda dar lugar a un resultado positivo en pelo ya que esto se ha observado
en un experimento realizado en adultos después de la administracién
controlada de cocaina (Henderson et al, 1996).Este estudio no se ha
realizado en nifios. Sin embargo, el resultado obtenido en 4 muestras en que
se pudo realizar el analisis segmentario, se demostré que existia una

exposicién continuada en el tiempo.
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Tabla 12. Caracteristicas sociodemograficas paternas segin la exposicion de los nifios a
cocaina mediante analisis de pelo.

Nifios de edad Nifios de edad
ptreescolar no expuestos  preescolar expuestos a
a cocaina (1=69) cocaina (n=21)

Caracteristicas sociodemograficas

Nacionalidad materna (%o)

Espafiola 59.4 75.0

No espafiola 40.6 25.0

Nacionalidad paterna (%)

Espafiola 60.3 68.4

No espafiola 39.7 31.6

Tiene empleo la madre (si/no) (%)

No 25.4 45.0

Profesién materna (%)

Directivos y profesionales 185 100

Profesiones cualificadas parcialmente

Profesiones no cualificadas 40 30.0
41.5 60.0

Tiene empleo el padre (si/no) (%)

No 0 0

Profesion paterna (%)

Directivos y profesionales 20.6 105
Profesiones cualificadas parcialmente

. . 28.6 31.7
Profesiones no cualificadas 0.8 e

Consumo de sustancias de abuso

Consumo de tabaco

Madre (%) 29.0 47.6
Numero medio de cigarrillos, media

(SD) 2.4 (5.8) 4.7 (9.5)
Padre (%) 39.7 45.0
Numero medio de cigarrillos, media

(SD) 3.8 (6.3) 7.7 (9.6) *
Consumo de alcohol

Madre (%) 27.5 19.0
Numero de unidades standards de

alcohol, media (SD) 2.5 (4.9) 3.2 (8.2)
Padre (%) 29.0 19.0
Numero de unidades standards de

alcohol, media (SD) 3.0 (5.2) 1.2 (2.8)
Consumo de cannabis

Madre (%) 5.8 23.8 *

Padre (%) 7.2 28.6 *
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Nifios de edad Nifios de edad

preescolar no preescolar
expuestos a expuestos a

cocaina (1=69) cocaina (n=21)

Consumo de cocaina y opiaceos

Madre (%) 0 8
Padre (%0) 0

Consumo de Benzodiacepinas o antidepresivos

Madre (%) 1.4 23.8 *
Padre (%) 2.9 4.8

* P < 0.05 en relacién con el pelo positivo para cocaina

Los efectos a largo plazo de la repetida exposicion a cocaina no han sido
clarificados hasta la fecha. Sin embargo, la exposicién aguda a cocaina
durante la infancia se ha asociado con manifestaciones neurologicas como
ataques focales o generalizados en nifios de 8 aflos y mas pequefios, y otras
manifestaciones cémo delirium y coma en nifios mayores (Mott et al., 1994).

Incluso la muerte se ha descrito en casos de intoxicacion oral (Garcia-Algar

et al., 2005a).

Segin algunos estudios, la exposiciéon prenatal a COC causa efectos
negativos sobre el desarrollo neurolégico del bebe y el comportamiento
intelectual y emocional cé6mo consecuencia del efecto de la droga en el
sistema monoaminérgico (Bennett et al., 2002; Mayes et al., 1998; Singer et
al., 2002), sin embargo, otros estudios no apoyan estos hallazgos (Hurt et al.,
1997; Singer et al., 2004). Sin embatgo, estd bien demostrado que existen
factores de riesgo ambientales cémo el maltrato, la baja atencién en el
cuidado del bebé o sintomas depresivos de la madre han sido asociados con
un peor desarrollo en los nifios expuestos prenatalmente (Linares et al.,

2006).
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Tabla 13. Caracteristicas antropométricas e incidencia de infecciones segtin la
exposicion de los nifios a cocaina mediante analisis de pelo.

Nifios de edad Nifios de edad
preescolar no expuestos  preescolar expuestos a
a cocaina (n=69) cocaina (n=21)

Caracteristicas de los nifios al nacer

Edad gestacional (afios), media

(SD) 39 (2.1 38 (1.8)

Peso al nacer (gr.), media (SD) 3273 (446) 3149 (637)

Talla al nacer (cm.), media (SD) 49.6 (3.5) 48.9 (4.5)

Sexo (% varones) 47.0 33.3
Lactancia durante el primer afio de vida (si/no) (%)

St 87 66.7 *

Numero de meses de lactancia,

media (percentil 25 — 75) 7.0 (1.0 - 12.0) 6.0 (0—11.0)

Caracteristicas antropométricas e incidencia de infecciones

Edad en el momento de la visita,

media (SD) 2.8 (1.4) 2.2 (1.3)
Peso en el momento de la visita,
(%) por encima del 10° percentil 1.6 11.8 *

Infecciones respiratorias de vias
altas por afio, media (percentil 25
=75 3.0 (1.0-5.0) 3.0 (0-4.0)

Infecciones respiratorias de vias
bajas por afio, media (percentil 25

—75) 2.0 (0-4.0) 1.0 (0-2.0
Otro tipo de infecciones (si/no)

%)

St 50.7 66.7

Nuamero de episodios durante
toda la infancia, media (percentil

25-75) 1.0 (1.0 - 2.0) 1.0 (0-1.0)
Uso de antibioticos (si/no) (%)
Si 76.8 76.2

Nuamero de veces que ha usado
antibiotico durante la vida, media

(percentil 25 — 75) 1.0 (0 —2.0) 1.0 (0 —3.0)
Admisiones hospitalarias (si/no) (%)

Si 40.6 30.0

Nuamero de admisiones

hospitalarias durante la infancia,

media (percentil 25 — 75) 0(0-1.0) 0(0-1.0

* P < 0.05 en relacién con el pelo positivo para cocaina
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En la misma linea que estas observaciones, nuestro estudio muestra que los
padres de estos nifios expuestos a cocaina presentan, en su mayotia, patrones
de conducta con efectos potencialmente perjudiciales para la salud de sus
hijos (cémo fumar tabaco, consumir cannabis y/o benzodiacepinas y el uso
de antidepresivos y realizar un periodo de lactancia mas corto). Por otro
lado, a pesar de que no se obtuvo diferencias en cuanto a la incidencia de
infecciones y el consecuente uso de antibidticos en los nifios expuestos
postnatalmente a COC respecto a los no expuestos, un elevado porcentaje de
estos nifios (11.8%) mostraron retraso en el crecimiento. A pesar de que es
dificil identificar un nucleo de problemas fisicos, cognitivos o en cuanto al
comportamiento que sean directamente atribuibles a la exposiciéon postnatal
(o prenatal y postnatal) a cocaina, es bien sabido que la exposicién a drogas
de abuso esta intimamente relacionada con un pobre cuidado del bebé.

Este estudio pone en evidencia que los nifios en edad preescolar, que por ser
pequenios y presentar un bajo peso, pueden ser expuestos a las drogas de
abuso porqué estas se encuentren en su hogar. Independientemente de la
rutas de exposiciéon a la cocaina (ingesta accidental, por contacto con
superficies del hogar contaminadas, o bien llevandose a la boca objetos
utilizados en el suministro de la droga) es probable que esta exposicion esté
ligada al consumo activo de sus padres, y esta puede ser una fuente de riesgo

capaz de generar intoxicaciones severas.

Curiosamente, en el mismo ambiente, cuatro afios antes, publicamos una
elevada exposicion prenatal a cocaina (4.4%) en recién nacidos, juntamente
con un 5.3% y 8.7% para cannabis y opidceos, respectivamente. Tomando en
cuenta todos estos datos, se pone de manifiesto el problema existente con la

COC en este entorno.

En conclusién, esta prevalencia alarmante de nifios expuestos a COC

pertenecientes a una poblacién de bajo nivel socioeconémico apoya la teoria
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de abogar por un cribaje en pelo para identificar nifios pertenecientes a estos
ambientes deprimidos que de otra forma no podrian ser identificados.
Finalmente, serfa recomendable diseflar guias que proporcionen esta
informacion a los profesionales acerca de la exposicién asintomatica de COC

en nifios preescolares.
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SHORT CoMMUNICATION

Unsuspected Exposure to Cocaine in Preschool Children
From a Mediterranean City Detected by Hair Analysis
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Abstracs: We used hasr st W Eveshigale (b prevalose of
wimuspelind cxpinung B o @ a proup ol preschool cinhdee
presenting g0 am wban pedistric emergency department withoot signs
o symapsoms suppesine o exposure. Har samples. wene obtasnald
from "4 chilkiren betwoen |8 mesths anil 3 years of ape atliemling the
engngensy noimn ol Hospital del Mar m Barcclona, Spain. In K5
cie=, hoir samples from the oompanying parend were also
priwideil. The samples were analyead for the peesence of cocaine
anifl hemrlecgonine by gas chromaography - mass spectrometry.
which als determized opintes aml amphotamines. Farenlal socso-
demeggrmiphics, possible drug history, and infonmation on the chikds
Ieabares were revorded. [Hamr sapsples from 21 chibdren (23.3%) were
positive lor cocasne {concontrason mage 013940 ng mg_ of hdlrl
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INTRODUCTION

In ibe Mediserrasean countrics, cocaine i the drug of
abuise with the highest increase in consumpison dumng the lna
ibevade.!

Compared  with datn from other European Unaon
memnber siabes, Spain showed the highesi percentage of
cocaime comsumpion: 4% likcime prevalence, 3% annual
prevalenoe i ihe gencral population | 1564 years ), and lof the
first ime cocaine ww exnoeedied hise repoeted rom the Ulniled
Siates ' The Spamish Natonal Survey on Drag Abuse shised
that cocaine consumpiwn was especially high in voung odulis
(1534 yeams); 9.6% ndmitied we at least once in ther hifeisme
anad 3.1% in the previows 12 maonhs ©

This alamung consumplion, which caused a 4.3%
prenatl exposure in powboms from o Bareclona iSpain)
eohor," can also resals m cepeated exposure of miams and
presehnl chibdren lving i a domestic envimamen of cocaing
abusers.” * Indeed, infants and preschisl chaldren who spend
bulk af their diays and nights with their parents or caregroems in
the bouschold may be repeatedly exposed o cocaine by
secomdhand smoke, accidental mgestion, physical contact with
the users, or with comomanated house surfaces.

There is o small pumber of repons on the mlenufcalin
of cocaane exposurne in young children, Duning the |5,
a few sibes from Morh Amenca investigaosd il prevalence
of acule cxposure 1 cocaine in youig children and mfinis
younger than 1 year fram high-nsk populaisons afiesdang
cmerpency depanmenis of local bospilals. A provalence of
aroumnd 5% gmong voung urban chiliden and 6% i infanis
from o high-risk populaton was reponed”

These siuidses hod ihe limitagion of detecting only acuse
expesire 1o cocnine i ihe previous 24-48 hours by unnalysis,"’
Thensione, the prevalenee rale of a longer e window expo-
supe e codamie i preschool chikdren remalm unknown, and
cstimales of such previdence are based solely on paremtal seli-
reporting. whach have comseienly been ponen o be uanclinble.

In necent years, there has been a prosang mberest in
i haar lesting durmg chaldhood o assess postnatal expo-
sure W oocing, The misnale Tor this approach, used mainly in
Marth Amencn, has been the objective assessment of chromac
expisure in chilkl cusweddy cases, when 1 parent may be
accused of exposing the child passively and'or actively 1o the
i, o the disclosure of repented exposane 1o the drug in
cnses of acule severe imoxicabion by cocaine isell or with
oiber illicit drugs,"""”

Concerns segarding the healih effecis of exposure 1o
cocane i childheod and the peneral innease (n cocasie abise
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in Spim, prom ped some investigaiars 1o imroduce hair iesiing
for cocaine amd oiher dmigs of sbuse o all the childnen
asending the emergency deparmsent whenever a high index
of suspicion was percerved by the physician*™

In ke hight ol ibe resubis obiained, har analysis has also
beem used to establish the incidence of unsuspecied exposure
i cocaine in peschan! children wihoul signs or symipiomes
sggpestive of exposure. attending the Pediaine Emergency
Deparmeent of e Hospiml ded Mar i Barcclona, during a
2-mamah peerid,

METHODS

Subjects and Samples

This study was comduded i the Padiatne Emergemey
Deparinsent of e Hospatal del Mar of Baneelona, Spain,
baetween Febmiary and March 2008, The hospital is becased in
s urban area with low socseconomic stalus (3ES) and a hagh
percentage imore than ) of immagnenis. Hoar samples, ol
al the scalp, were collecled from all the children between
I8 months and 5 vears of age, adminied o the Emergency
Deparimeent for o vaniety of general medicnl complainis,
Biecause hair grows ai o mie of approximaely | omime, 0
e umsent possible repeated exposune, 2 minimam of 4 cin hair
wirs requined. Chilidren younger than T8 msonths aere exeluded
1 ivoidl the possibibivy st o posnive resul of eocaine (and 'or
other drugs of abuse) in hair sanples could be partly doe o
premaial exposuane,

Chillren older than 5 vears wene exchuded because the
siugly was limued 1o preschood cluldren. In Spain, if 1= msd
customary i sensd the children 1o pumsery schial, especially
ameng immuigrznt and bew socioeconomic ¢lass populations,
Subsequently, these children spend the magonity of their duys
andd nighes ot home.

When children siending  emergency  moms. were
acoompanied by | oor 2 of their panents, they wene asked 1o
wonade hanr samples, as well, The stody was approvesd by the
Instiigiional  Ethics  Commuitiee (CEIC-IMAS) amd  aes
comibucied in occordance wiih the Declarsiion ol Helsinki;
sypmed informed consent was obtamed from the accompanying
pagenl. Pasemial socicdemopraphics amd possible soxic habiis,
chald anthrepomeirse characierstics at bird and 1 the time of
the wisit, aml incidence of lifetime infectsons were reconded.
Bowaubts froam the clouczl examimation of ihe chibdren were
available from mexdscal reconds,

Determination of Cocaine and
Benzoylecgonine in Hair Samples

Cocuine and it principal metabalide, bensvylecponing,
were quantificd in hair szmples by gas chromasagraphy - mass
spevirometry. using a shight modification of o validaed assay,
which also dewermined hair opistes and methybenadioxy
dlemivatives of nmpheiommes.™

Ebecause collected hoir strunds were longer than & oo in
the mapority of cases (P3%), 1 was decided 1o exaoming o f=cm
hair seegmient, anid m the remasining 7% of cases, the entire hair
shafi (shorter than 6 em) wos examined.

2

Brieflv, after 3 dichloromeahane washings, 200 mg of hair
was ol imo small picees, added 1o the inermal standands
12 ngimeg desteratod cocaing and 1 ng'mg deuterabed bensoy-
lecponine). umd subpected so scidic digestnon and sold-phase
eatrsction by Bond-Elm Cenify  columns, following  the
imstructions of the manulaciuarer.

Adter elutson and evapomtion of the organic layer, the
amalyvies were denivatized with Nametbiyl-V-rimetby bilylin-
Muorcacetamide rimethylchloposilane, aml the  denvatives
were separted by gas chromaography on a 95% dimethyl-
5% diphenyl polysifoxane fused silica capallary  column
{25 m % 020 mm onner diameter, Glmoibickness 033 um)
using helivm as a carvier gas ata Bow e of (L6 mLmm. The
imjecbor wis maintaimed at 28000 aml operabed for 6070 nunuse
m sphtless monde. The column temperature was mitially
progrnmmed fom S0°C 10 26000, pi 40°C 'man, imaisal ime
Beeung 070 mianaiie and Al time Being 50 mimwe, then (rom
2600 0 2HPC, @ 30 ming with 10 mimuees fral ime. The
iramsier line bemmperaiure was 28070, Analyies were deteciad
using 0 mass anabyeer operaied by cleciron mpact (70 ¢V
i selectod jon mendonng soquisition mode. The imin of
quantification was (L2 npmg hair

Statistical Analysis

Santiaical analyses for the continusous variables waos
performied with the Student ¢ tesd for 2 grougs amd analysis of
variance for 3 or more groups. The Fisher exact test was wsed
for the comparison of categoncal dain. For the amalysis of
indiviglaal perceninges of exposed versus unesposed infanis,
thee Binommaal test was wsed, Mubisfeowomal analysis of varianee
was performed 1o assess the relanenship baween exposuse 10
cocnime and the chasmcterisiscs of a child @ binh and ai ihe
timee o elucal exammation & the emerpency depanment.
Suisical significance was sl at < 008,

RESULTS

Hur samipdées were oblumned Trom 90 preschool chibilren
younger than 5 years with minimum haar lengith of 4 om (84
with haar lomger than 6 cm amd 6 with 4= 10 S-¢om-long haar|

aiending ihe Emengency Deparimeni of the hospital during
the siudy period

Huir samples were slso obtaimed frem 85 nccomparyng
parenis iboth parents an D cases). For the other 5 chaldren,
patrenis were ot present al the Emergeney Deparimenl, ao haar
collection was md posarhle.

O the 90 hair samples from chaldren examined, 21
(21.2%) were positive for oocaine, with bensoylecponine
always presemt m the positnve samples, The medan age of
chilidiren exposed o cocnine versus ihe popexposed was ihe
same  [medion 262 years for both  proaps),  Cocaine
concentrateon in hair mnged between 0.3 and 6.0 ngimg with
a median value 1.6 ng'mg and tha of benzoy lecgonine ramzed
between 0.2 and |4 ng 'mg with a median volue of 0.9 ng'mg.
Benwoy lecgonmie cocine mtios maged between 0.05 ond 1.1
with n median value of 0.2, Cine haar sample wos olso posstive
for  3Admeghyl licxymelthamphetaming and MDA and
snither for 6-MAM and miorphine,

& oy diprsacvall MMy o TR rm



il

Ther Onng Monit = Volume 0, Mumbser 0, Month 2009

Publicaciones anexas

Exponyre fo Cocaine in Preichool Children

In 4 of the 21 posative samples, thene was enough hoir o
be reamalveed ps e 10 3 oand 3- 10 Geam hair segmends (o
confirm repeaied exposure b cocaine in different peniods. In
all 4 cases. samilar cocaine and beneoylecponine concen-
trubiods were found 15 the 2 subsequent sepmemts

In B8% of the posative cases, cocming aml benzoybec go-
ning were nbso found m ihe hair of an accompanying parent
115 of 17 maiched paneni—childl hair samples) In parents, ibe
hair cocaine concemrnton rangad between (.3 and 24,3 ng'mg
witls o median valie of 10 ng'mg amd that of benanybecgonine
ramnpedl between 08 and 2.7 ag'mg with a median valee of 0.8
ngmgl, A paternal hair sample postine for 3, d-methylene-
dixymethamphetamine and MDA and a matemal ene positive
o 6-MUAM and merphine matched the positive results fend
for these drugs in the hair of their children

Parental ethnicay was nol associnted wih cocome use
and subsequent exposure (o the dmig m children, mr was
aasociated with marernal or parernal seciocconomic staius
Monetheless. o ireml woward being Spamish (= 0,039) and
with on unskilled job i P = 0.054) was observad in moihers of
exposed children. O the other huml the children's expaosure
o corciinee was associated with o significamby higher number
of cigareties smoked by the fnther, a hagher percenlage of
cannabis consempiion by bath pasents. aml kigher matemal
use¢ of benzodinzepines and'or aniidepressants (Table 1L
Intenestingly, pone of the parenis declared any consumplion of
cociime or opales al any e m ther life,

Chaldren expesed 0 cocome  presenéed a normal
somuiometry al birth, but they were breasi-fed for a signifi-
cantly shoner timse during the first year of life compared wiih
nenexpased children i Table ). Based on paremial seli-reposs,
thvere were o sapnilbeant differences. in the number of any type
of pestmital nfections between chaldren exposed and pon-
exposeid 10 cocainge mnd. subseguently, lifetime amtthsotic use
anil hospital admissions. However. it is worh notimg that
a sigificanily higher pereentage of childen expowed o
cocamne presented with o weight under the 10th percentile
the me of the sy,

DISCUSSION

Char sty ldghlighicd a high incidence of unsuspeated
expisune o cocuine wsing hair testing m preschool children
fromm o low SEX cohont m o Meditetranean city.

In this comext. aml contrary G0 previews  shadics,
traditicnal wrime soreening wis mod wsed 10 compare with the
lndings ol hair analysis. The goal of the study was 10 asess
the possble repeated exposure b cocaine m voung children
wha atiended emergency rooms for o warniely of ressons,
wiboul presenting sympioms of soute drg mtexication, Even
il & urine sereening result had masched the resali of hair
amalysis. only the lntter nnalyass cosld be comsidered imdicative
of chironie exposure ia the drg.

I heas 1o be meentioned that, in theory, a single exposare
o cogaine could abso hove lad do o posiiive resalt i hair
amnlysis. However, alihough  this occumrence has  been
demonsirated in | experiment in adulis afber the sdminismaton
af imirvenous imimnnsal .,:iu;ll':'h.-," thee sarmes has never been
obsgrved in the case of children exposed 1o a drag. Moreover,

O W Lippincon Wil o s

TABLE 1. Parental Socicdemographics snd Chug
Comsumption for the S Preschool Chilldren According 1o

Hair Anabysis
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the analysis of 2 subsequeni hair segments. performad in 4 of
20 cases supporied the hypothisis of repeated exposure. In
sddifition, it is unhkely that o single exposune could have
oceurred in chilidren whose parenis in the magomiy of cases
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TABLE 2. Anthropometnc Characterstics and Incidence of infections in the 90 Preschood Children According to Haer Analysa
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were actively [or passively ) exposed 10 cognine, as was shown
bry haur icsting. Finally, even inthe case of a hypothetical singhe
capisune, i high possshality o subsequent exposunes has 1o be
pasdulabed dise 1o the parental comtact with the drug and the
contantinated living environment of thise children.

The lomg-term elTects of a repented posinatal exposurne o
oncune have mit been clanified v, Hosever, acoe oxposune
o cocnme during childhood is pssociated with neurologic
mamfestations, such o focal and peneralised selrures
chaldren aped 8§ vears and younger, and aliernbons i memtal
staius, inchuding delirium stuper 2nd coma in alder children, '™
Evendeath has been reporied in cases of oml or inhakad rouies
of intosication.”

Acconding to sonse stsdes, provatal expisene 1o cocine
steriis 10 have a negatve eflect on the childs neuralogse
development andd intelleciual aml emotional behavior, a5 a
consequence of drug effea on the monoamanengic system, "™ '
ither studies have disagreed wish this fimding. ™ “Howeser, it
1% well documented thal ongomg malemal and envirenmental
nsk [actors ieg, dnag shuse, violence, poor chald cane, and
matermal deprsan e symplias ) have been iesocoded with worse
devebopmental oucomes m prenatally exposed children = =

I lime with those abservations, our stoidy showed that
parents of cocarie-cuposed children present, 1o a u|._r|1||xa:n|!|)
higher extend, behasionl pail with
effiects fior the child’s health (eg. wbacoo smoking, cannabis

4

use, hemeodisepines and or antidepressani use, and shoner
breast-feeding time ). Indeed, alihough on the basis of panenial
seli-reporting children exposed 10 cocaine did no shw a
higher incidence ol infections and subsequent aslibudic use
during their life, a high percentage of these chaldren (1 1.8%6)
show o fulure w0 thewe, which would require nutnitional
mspsmment amid follow-p, Even iF it s difficuls 1o idensify
n eore set of physical, cogmitive, or beluvioml problems that
cun ke direcily afimbuted b postnatal {or prematal and
posinatal ] exposure 1o cocume, | 1s well known that exposare
b thee drug is freguendly axsociated with poor chibd cane by the
CATEEIVET.

Onr sty shovns evidence that preschond chaldren. whe
are smill and with a low body muss, cun be exposed g the
drug froah ey ironimentad sobmoss. Independent of the rouses of
cuaing exposaire fog., parenial consumpisn i ihe hoischald,
contacl with cocasne-comtammated  surroumbings, crowling
ol [mlllﬂ]tﬂml.ﬂ'lllrl.iml ohgects m the mouth, and oeculental
mgestionh” whach 1= probably lmked 10 pareniad active or
passive exposare, ihene i a possible nsk of subsequent severe
miiications,

The maxications may take place ot lower cocaine con-
cetiirations than those producing tbese elliects in e sbult-wser
populaticn becase of possibly diffenent melabolism.™ *

I addhition, 1 1= possible that these children recerve poor
atienison wilhim their himmes because, 1 Spam. drug-expossd

O Maw Lippedecoad WMt & IRl
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Exposwe fo Coomine i Preschoo! Chlkdrnen

chaldren nre aot proicebed by any specific Low promsting foster
eare of progranimed social inervention.

Interestingly, in the same enviromment, 4 yeams ogo, we
reporied on @ hidden prenatal exposure W cocune in 4.4%
meachoms, together with 5. 3% and B.7% exposune o cannabis
and opiales, espectively.! Taken together, these 2 oubcomes
demonsirate the magnatode of the problem of cocine exposure
amoa chilifen in ihis emvimament,

In conclusion, the nbuming prevalence of unsuspecied
cocmng  gaposure m childen from lowe 5ES im0 oour
Mediiermnean oty supporls our mibention 0 shvogcnte for
a general ham screening for alrags of ahuse b sdemily chilidren
from depnved envimnmenis, who mighi otherwse ot be
ilentified, Specific social amd health sntervemtsons wsand
expused children and thear families may belp in preveniing amd
trenting  possible  migllecoal,  emotional-behavenml, =
newirelogic disorders m the exposed children, Thas simiegy
could zleo lend o educating o coumseling  panenis dn
poventially  deleiemous elfecis of cocaine  available and
consumed w1 home, even iF it is nob ingested an the presence
of the chibdremn,

Finally, uniform guidelines shoukl be proveded for
heahih amil social service professionals 10 be follesed when
confrenied with docamented cocaine exposare in asympiom-
atse children,
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ARTICULO ANEXO 3

ULTRASENSITIVE DETECTION OF NICOTINE AND
COTININE IN TEETH BY HIGH-PERFORMANCE
LIQUID CRHOMATOGRAPHY TANDEM MASS
SPECTROMETRY
Emilia Marchei, Xavier Joya, Oscar Garcia-Algar, Oriol Vall, Roberta

Pacifici, Simona Pichini

Rapid Communications Mass Spectrometry 2008 Aug;22(16):2609-12.
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Antecedentes y objetivos: En 2003, nuestro grupo desarrollé una técnica
basada en la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
para determinar los niveles de NIC y su metabolito principal: COT en
dientes (Pascual et al., 2003). Los resultados obtenidos entonces sirvieron
para proponer a los dientes de leche como una prometedora matriz en la cual
evaluar y categorizar los diferentes tipos de exposicién al humo de tabaco
durante toda la infancia. Los dientes tiene la caracteristica de que empiezan a
formarse durante la vida fetal y duran toda la infancia (en general, estos se
pierden a los 6 — 8 afios de edad). En efecto, la COT en fluidos biolégicos
(por ejemplo la orina, la sangre o el fluido oral) representa el biomarcador
mas adecuado para reflejar la exposicion al tabaco durante un periodo corto
(dias). Sin embargo se ha comprobado que la NIC en pelo aporta una mayor
sensibilidad a la hora de asesorar acerca de la exposicion a tabaco durante
meses. Sin embargo, para los dientes, se han hallado niveles suficientemente

elevados de ambos metabolitos (Garcia-Algar et al., 2003; Puig et al., 2008).

La mayor limitacién de la GC/MS para analizar NIC y COT en dientes es la
insuficiente sensibilidad para detectar y cuantificar estos metabolitos en estos
dientes que son pequefios y que por lo tanto se parte de una baja cantidad de
muestra. Por ello, para obtener el limite de deteccién de 2 ng. De NIC y
COT es necesatio partir de una cantidad de muestra de 80 — 150 mg. de
dientes para poder hallar los niveles medios que se encuentran en este

material, el cual suele rondar los 15 — 40 pg/mg (Garcia-Algar et al., 2003).

El animo de este estudio es medir la exposicién acumulativa al humo del
tabaco en niflos pertenecientes a una cohorte en la que se intentar determinar
el efecto de diferentes determinantes ambientales (entre ellos el humo de
tabaco) sobre la aparicién de asma y atopia (Asthma Multicenter Infant
Cohort Study, AMICS). Mas de la mitad de las muestras que se consiguieron

pesaron menos de 70 mg., por lo que un disefiar un método mucho mids
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sensible era necesario. Por ello, este trabajo muestra el desarrollo y la
validaciéon de un método basado en la cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas en tindem para la cuantificacion simultanea de NIC

y COT en dientes de leche.

Material y métodos: Las muestras fueron donadas por nifios del estudio
AMICS. En modo de resumen, en primer lugar, las muestras fueron
descontaminadas por triplicado con cloruro de metileno para eliminar la
contaminacién externa. Seguidamente, los dientes fueron pulverizados
utilizando un molino de bolas durante 3.5 min. A una muestra de 20 mg del
extracto dental se le afladi6 1 ng. de 1’-N-etilnorcotinina (NENC) (Sigma —
Aldrich, Milan, Italia) como estandar interno. Todo ello se incubé con 1 mlL.
de NaOH 1 N a 80 °C durante 30 min. Posteriormente, se centrifugd la
muestra y se ajustd el pH a 6.0. La mezcla acuosa se extrajo mediante
extracciéon en fase solida (SPE) utilizando columnas Isolute HCX que fueron
acondicionadas con metanol, agua desionizada y acido acético 2 M. Acto
seguido, se afiadi6 la muestra y se lavé la columna con agua desionizada, HCI
0.1 M y metanol. La NIC y la COT se eluyeron usando una mezcla de
cloruro de metileno y isopropanol (80:20 »/» ) al 2% de amoniaco. La fase
organica se evapord a temperatura ambiente (para evitar la pérdida de NIC a
elevadas temperaturas) y se disolvié en 100 pl. de fase mévil (0.01% acido
férmico/metanol/acetonitrilo (73:36:2 »/»/7). Un volumen de 30 pL se
inyect6 en el LC-MS/MS. La separacion cromatogrifica tuvo lugar utilizando
una columna XDB-C8 (100 x 3.0 mm, 3.5 um) (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) con un flujo de fase mévil de 0.3 mI./min.

Resultados: A continuaciéon se muestra: (A) un extracto de una muestra
libre de droga, (B) un extracto libre de droga que contiene 10 pg/mg de
NIC, 5 pg/mg de COT y 100 pg/mg de NENC y (C) un extracto de 20 mg
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de diente que contiene 13.69 pg/mg de NIC y 20.32 pg/mg de COT
(Figura 9).

Figura 9. (A) un extracto de una muestra libre de droga, (B) un extracto
libre de droga que contiene 10 pg/mg de NIC, 5 pg/mg de COT y 100
pg/mg de NENC y (C) un extracto de 20 mg de diente que contiene
13.69 pg/mg de NIC y 20.32 pg/mg de COT
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Antes de la aplicacién de las muestras reales, el método fue testado en un
protocolo de validacién estandarizado. Debido a que fue dificil obtener
suficiente muestra de dientes de leche sin NIC y COT, el método fue
probado utilizando curvas de calibracion preparadas en dientes libres de NIC
y COT y en agua. La correlacién existente entre las curvas preparadas en
diente y en agua fue chequeada para comprobar el efecto matriz. Estas
curvas se prepararon utilizando 10, 50, 100, 200, 250 pg/mg de NIC y 5, 10,
100, 200, 250 pg/mg de COT en 20 mg de dientes y en 100 pl. de agua. Los
controles de calidad fueron de 225 pg/mg para la NIC y la COT (para el
control alto), 150 pg/mg (para el control medio) y 15 pg/mg parala NIC y la
COT (para el control bajo). Los controles de calidad preparados en agua
fueron cuantificados utilizando ambas curvas de calibracion y los resultados

que se obtuvieron fueron idénticos.

La recuperacién absoluta de los analitos (media, SD) de las cinco réplicas de
cada uno de los niveles del control de calidad fueron 75.1% (2.1) a 78.0%
(3.2) para la NIC y 87.1% (3.5) a 88.0% (1.2) para la COT. El método
mostré una excelente linealidad a través de todo el rango estudiado. Los

datos de la validacion obtenidos estan recogidos en la Tabla 15.

Tabla 15. Precision y exactitud intra-ensayo (#2=5) e inter-ensayo (1=25) para el
analisis de nicotina y cotinina en dientes mediante LC-MS/MS

C .y Intra-ensayo Inter-ensayo

oncentracion . .
Compuestos pg/mg en Precision I?)Xacmud Precision E;Xacmud
diente ®spyx (7 Ef"r) @®spyx Ef‘“)

15 13.8 14.2 14.9 14.5

Nicotina 150 0.7 14.4 14.5 10.9

225 10.7 7.6 12.0 10.7

15 10.6 10.9 9.5 13.9

Cotinina 150 8.0 7.0 5.1 6.0

250 9.4 7.2 6.7 4.6

* RSD: desviacion estandar relativa de las concentraciones calculadas para los controles de calidad
** Error relativo de las concentraciones calculadas
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Las diferencias estimadas en los CQ en ambas curvas de calibracion (dientes
y agua) no mostraron sesgos (p > 0.05) , siendo siempre inferiores al 4.1%
para la NIC y 4.5% para la COT. EI limite de deteccién y el limite de
cuantificacion fue de 3.3 y 10 pg/mg de dientes para la NIC y 1.6 pg/mg y
5.0 pg/mg para la COT. Los LOQ testados para la precision y la exactitud
del método mostraron siempre coeficientes de variacidén inferiores al 20%.
Los valores de precision y exactitud intraensayo e interensayo fueron
aceptables y siempre inferiores al 15%, segun criterios internacionalmente

establecidos (Tabla 15).

El método validado se aplicé para determinar los niveles de NIC y COT en
dientes de leche donados por nifios pertenecientes a la cohorte AMICS. Los
resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 16. Estos prometedores
resultados apoyan la teorfa de incluir la determinacién de NIC en dientes de
leche para monitorizar y categorizar la exposicion acumulativa al humo de

tabaco ambiental durante los primeros afios de vida.

Tabla 16. Asociacion entre la declaracion por cuestionario de los padres referente al
consumo de tabaco y exposicion y los niveles de nicotina y cotinina determinados en
dientes de leche

Nicotina Cotinina

Caracteristicas No Concentracion Concentracion

. Valor p . Valor p

media, pg/mg * media, pg/mg *

Tipo de fumador por cuestionario
Padres no 25 14.11 8.76
fumadores
Padre o madre 23 22.51 0.006 t 11.25 0.169 *
fumador
Padre y madre 16 27.49 0.001 t 11.57 0.167
fumadores
Otros fumadores en el ambiente
No 57 18.28 9.75
Si 7 36.56 0.003 t 15.68 0.047 t

* BExpresado como media geométrica
T En comparacién con la primera categoria
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Agilent Technologies, ale Al CAL
LS with & mobale phase flow rale of
PAmL min. MEMS chanderzation

hydraphilicity containied in comples
biological matrices.® In the light of this
evidence, we developed an LC lectro
spray lemization EI-_HI-‘hE.I'M!- method
o simule Atk ol NIC
arsl COT In bevil

Tewiby, dopabed by childpen From the
AN gl wers devonbamiinabiad
thiree times with 2 miL metlnhene chilond

of the posanads under invesisgation
was achieved usang the triphe quadm-
pole wsing an ESE probe. The analytes
dissodved in methaned 81 a comoen:
tration of 10mg/lL wone  infussd
thriisgh an Enivgeatisd syringe pump
o the BSI probe al a fase of 10plJ
i for funing e s spocisnces
apd optimdzing he acquisition paras

Ongamic washiegs were snalyend o
inlentily any NI sdeposiiod by extornal
contamisation.  Subsapaenily,  cach
tooth was pulveriecd by a ball mill
Umiwer mill MM 20 Betsch, Gmbl &
Ca., Haan, Germany} for 3.5 min a1 M)
amplitade units, & sample of Jmg of
the powdened toath, b which Ing 1'-
N-cthylnorootinene  (NEMC,  Sigma-
Akdrich, Milano, Ralyd was added as
internal standard, was incubabed in
ImL I8N MaOH 8 80°C for 30 min.
Afler incubsatson, the alkaline minture
wits cemtrifuged sl 3000 rpm. foe 3min
ar the P was adjasied ko B0 sisteg
Bl jal, ﬂ.h'.H't‘I'HHHh.I aortie ackl. The

it Islubed widh TmL

el t i
mmhﬂﬂlﬁmmﬁmnﬂlﬂmﬁd
af Eme Gdaysd, and baiz NIC proved
iimaitial by prvi i) it b ETS
Arre bt i s Crondhes, MK
sk OO i deethy acoinind for the enking
achlidthhosd >

Thie major drasvhack of the GIC/MS
et fisr ot A amsd OO ainalvsis
wans the insuffichent sensdtivily to deteal
and quantity NIC and COT in kow
wistght fewth. Indhnd, the koveer lmit ol
st fea i of 2 ngg e bt SN ard
O powquired & rsininsim of Bi-1%0mg
pulvertred tooth material so quantidy
oth sabstances, which wiere prosent in
ibar vamnge ool 1540 i e vt

Simcw we airsed B0 mesasane cume-
Lative expumiere tis ETS in childoen fnsm.
a oubmn study on the effects ol
envirommental exposures i the inoep-
o ol slopy and asthma (Asibhima

d.ﬁmmm.um;w
phase extraction  provedure. bsolud

et The fullinvieg opiimiaad con-
ditgens were usnl: collislon ceegy at
15 for MBI, ab 186V for OO aml
el for NENC: capillary voltage ab
MORY, come voltage at 25V, sourmce
temperahane ab 12 O andd slesolvation
temperatane ol #0C. The cone and
disolvatieon gas ows were st at 50
anad A00L T respetively. The ool
Esion gas was argon al a collision el
pressure of D25F @25 10" mbarh.
The trarsitions chosen for each com-
poundcs were mfz ThY — 132 1hd— 120
amd  U63 i6  for  mdeobing,  miT
ATT B, U7 e 1 and 177 8 four
codiming amd s 19— 10, 191 — |48
and 191 =80 jor NENC. The iran-
witloes. shovwn in bold Goe wene used
for comg 1 ipaamiificatin.

HOX  catrsction colifiifis Wote oafi
digiisicnd will Iml medhascl, 3ml
diioniiod wated snd 1md, 2M oop-
ormitrated acetic acil. The mishane was
adided i the oolamn ibat was thim
washed with Iml ditonteest waler,
Tml 218 HCY and 3ml methamnal.
NIC and COT woere cluted from the
cariridges  wsing Iml  meethylens
chliride i vl aloohod RN, v/
vhwith 2% mlmunh.'lm Fydronide. The
orgamic phase was evaporated umder a
mitrogen smem at amkient fempera-
fue (o provent BIC liss al higher
temperatuns  and  redissolved s
10 g, L prbale prlsase (0U015 forme
actd fiecthanol /sctonitrile,  T33R2,
viw/vl A Bl volame was ingocted
into the LO/MSWMS system.

Claomaloggrams of an ouirac of &
drig-hroe tooth winple, an exiract of &
- Froe hoth spalond with 10 g
MIC, Spe/mg OOT and WOpg/mg
WEMNC, 11 an extract of 201 mw looth
sample contaming 1369 pedmg WNIC
ared T2 gy COOT are shown i
Figs. 1AM, nespectively.

ricwr {0 spplicatiom o neal samples,
ther mothisd was bestod in o validation
pratical folliseing the acorples] criteria
for bianalytical method validation

; : b el
mﬂ'}.‘." _n_‘!m‘ﬂlll. i
and quaniification, precision, accuracy
anad siability were defermined,

Heviruar i wias diff il o olbindn crough
decidinns tevth tree of WK anad OO, the
method was validated 1ming eamotad
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Lottt tis dhee Edibes 2R01

Tk 1. Inte- (0= 5poand inlee-asiay (7= 25) procison ard sctumacy for B LOMEMS: nnafyais of niooling and colining

Imra-amaany Intr-assay
i

Compoinds Lo g, heethe Prevnisn RSO Movusacy (Ermor 51 Proceion K& Accuracy dEmor 517
Sting 15 (EE] 142 [EE] 145

(E1] oy a4 3 LIRS

2% W7 Th ] mnr
Lodware 14 LI Tow L1 (ALY

(L] ®in T 51 all

4% i T L% L

"R Relative stanadam] deviaton of amcemtratoms caloalaed for qualily ontend samples

“Relative s o e caloulajod doscwniatione

calibration curves prepansd im NIC-
and COT-free pocked weth and in
waler, The coamelation between cali-
bratson curves extracted from pulver-
e v b o waker soluions was estod
im cordler s chock for the matris offect
and validabe if water could be wsed
insiead of levib samples for the peep-
aration of calibration and  congrol
samples. Calibration  standands con-
taiming 10k, 50, 100, 300, 250 pe g MIC
and 5, 10k, !El:l,ktl,ﬂum_ung!urﬂ'ﬂ‘l’
weere propared in bogh, 2y drug-froe
Iblank) tevth and 100l waler, Chal#ly
contral () samples of 2Mpe/mg
WIC and COT (high controll, 150 s/
mg MEC and COT imedinm. coniroll
and 15pg/mg NIC amd COT fow
comigall asd qmﬂ.ﬁ at ik Dby ol
qpaantificatm (LOCE of each analyte,
prepared in dmg-free besth and water,
weere stineed at =X1'C. T ascertain the
abilferenoes botween waler and drng-
frewt bewth for the preparation of cali-
bration  carves,  the  oormesponding
slopes apsl inberoepls wiere comypaned
using Studeni's -l Parthermore,
O samples proparsd in water wire
apaantified by using botly calibration
carves ik asceriain that fesilis cbtanad
wrne iderrtical. Poak arva ratios betwean

the respective analyies and  inbernal
standard were used los ealoulations,
Validation  pamimelers were deler-
mired as previously reported.”

The sddiziona] Fruh obseroed on
the ¢ hromastogram, due 1o cndogerots
subsiances or drugs of abuse spibed in
blank beeth amd carrisd theough the
etitive provedisne, dhid ne interfene with
the assay. Bank samples injected after
the highest potnt oof the calibration curve
did not presel any iaos ol carryover.
Thise cowmiparison Batwevis prak arcas of
anahyies spiiud in extrachd blink pociead
teeth versis thise of pare dilmed
standards showwed bss than 1009 ana-
Iytical signal suppression due o matns
effect. Absolute analvtical ncoverss
(rwras & stamudand  deviation 500 of
five replicates of the three QO sam plis)
ranged from 75,0 £ 2.0 b PROE 225
for MIC and from ETIL3S
BRE £ 1.2% fowr COT.

The: methoad enhibatesd encellen) lin-
marity akong the calibration Tanpe stu-
died. Mewin calibration curves in = 5 5
blank pooted teeth for NI and Q0T
were! slpe 0413, intercept 0386,
dctermsination coclficeent © 92 and
slopy DISE, mlvecpl VT, delermi-
rutiom coefficient © 0,995, mespectively.

Calibration curves preparcd in waler
of dectduous eeth for both NIC and
LT woene paod stastisBcally slidleronl with
respect b shope ard imlercept Lp = (US),
Diifferencoes im O concenirations osii
mated wskng both calibeaion curves
showed no bias  (p=008), being
always below L1% for NIC and befow
45% jor COT. Limn#t of detection and
limit of quantification, calculated from
thee SE¥oof the mean notse kevel over the
retenisin time window of each amalvie
=50, were 33 and 1 g/ boeth
fow NIC ane] L ancd 5 p/mg boeth for
COT. Linnits of quantification tested for
precision and accuracy had eoetlicients
of variabions bess tham 2095, The intra-
sy and inter-maay procision and
accuracy vahies, always beticr than
15%, wrene wiihin the Irﬂ:rrmhhlmﬂt
edablshed  acocptance  cmfteria™

(Tabkle 1.

The validated jrsay has I;\'-.-nnpﬁ.ln.'l
t the NIC ard COT analysis in
deckdaimas tovth of children from the
AMICS oohort study, which associates
biomarkers of proe- and  post-natal
enposarr o ETS with the incoeption of
anpy amsd astbuma. Prelieninary results
o B deviluogs lewth odifinmed the
fact that onfy tevth NIC statistically
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ARTICULO ANEXO 4

ACUTE HEROIN INTOXICATION IN A BABY
CHRONICALLY
EXPOSED TO COCAINE AND HEROIN: A CASE
REPORT
Xavier Joya, Bibiana Friguls, Marta Simé, Ester Civit, Rafael de la

Totre, Antonio Palomeque, Oriol Vall, Simona Pichini, Oscar Gatcia-
Algar
Journal of Medical Case Reports 2011, 5:288
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Antecedentes y objetivos: Durante las dltimas dos décadas, ha aumentado
de forma sustancial el consumo de sustancias ilicitas en Europa,
particularmente este aumento en el consumo se ha observado en paises
mediterraneos, como es el caso de Espafia. Ademds, también se ha
demostrado que los cuestionarios distan mucho de ser la mejor herramienta
para detectar el consumo a sustancias de abuso (Garcia-Algar et al., 2009).
Por este motivo, ademdis de los cuestionarios, es recomendable utilizar
marcadores biolégicos que sean sensibles a la detecciéon del consumo de
sustancias de abuso y que aporten informacién retrospectiva en el tiempo
(Kintz et al., 2006). El andlisis de drogas en pelo es especialmente util para el
asesoramiento de exposiciones prenatales y postnatales a sustancias de abuso
(Joya et al, 2009; Klein et al., 2000). La razén de la escritura de este
manuscrito es la necesidad de evaluar de forma objetiva la exposicién a largo
plazo de un nifio en un caso de custodia tutelar y mostrar que en los casos de
intoxicaciéon aguda por drogas de abuso, suele ser habitual encontrar una

exposicion pasiva y repetida a lo largo del tiempo.

Presentacion del caso: un lactante de un mes de edad, de raza caucisica fue
ingresado en el servicio de urgencias pediatricas con dificultad trespiratoria.
En el examen fisico, el paciente mostré cianosis generalizada, hipotonia
muscular y insuficiencia respiratoria. La madre, admitié haber consumido
cannabis y bebidas alcohdlicas la noche anterior. El recuento celular y la
bioquimica fueron normales pero la gasometria venosa demostré una
acidosis respiratoria. Acto seguido, se realizé un test rapido para drogas de
abuso en orina (CEDIA; Microgenics, Batrcelona, Espafia) revel6 un
resultado positivo para opiaceos. El resultado obtenido fue analizando
mediante GC/MS confirmado la presencia de metabolitos derivados de la

heroina (MOR = 312 ng/mlL y COD = 26 ng/mlL).
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A las 48h el paciente se recuperé completamente, abandoné el hospital y fue
separado de sus padres- Debido a la elevada sospecha de exposicion repetida
a sustancias de abuso, se solicit6 el andlisis en pelo de las principales drogas
de abuso mediante GC/MS. Las tres muestras recogidas (12 cm. de la madre,
3 cm. del padre y 2 cm. del paciente) fueron analizadas para la determinacién
de cocaina, benzoylecgonina, A-9-tetrahidrocannabinol, 6-
monoacetilmorfina, morfina y codeina (Pichini et al., 1999). En el pelo
materno se pudo realizar un andlisis segmentario, obteniéndose asi 4
segmentos de 3 cm. cada uno. Los resultados del test demostraron el
consumo paterno y materno de COC y HER, hecho que explicaria la
exposicién del lactante (Tabla 17). Tanto el paciente como sus padres

presentaban niveles elevados del metabolito principal de la HER, el 6-MAM.

Tabla 17. Hallazgos toxicologicos en las muestras de pelo del paciente y sus

padres
Muestras Longitud COC BE MOR 6-MAM COD
delpelo  (ng/mg)  (ng/mg) (ng/mg) (ng/mg)  (ng/mg

(cm.)

Paciente 2 17.5 2.2 2.4 8.1 0.4

Padre 3 11.8 1.7 6.4 8.0 1.8

12

0-3 2.5 1.6 0.4 0.8 0.1

Madre 3.6 3.7 2.1 0.2 0.6 0.1
6-9 4.4 4.3 0.2 0.7 0.05
9-12 3.0 5.5 0.3 0.7 0.1

6-monoacetilmorfina (6-MAM); Benzoilecgonina (BE); Cocaine (COC); Codeina (COD);
Morfina (MOR)
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Discusién y conclusiones: En contraste con el analisis toxicolégico en
matrices convencionales, las cuales aportan informacién muy preciada para el
asesoramiento de la exposicion aguda, la determinacién de estas mismas
sustancias en pelo aporta informacién muy valiosa de la exposicion pasada a
estos toxicos. El asesoramiento de la exposicion aguda y repetida mediante
biomarcadores objetivos proporciona herramientas muy valiosas para el
seguimiento de estos nifios que viven en ambientes de elevado riesgo de

exposicion a drogas.
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& CASE REPORTS

CASE REPORT Open Access

Acute heroin intoxication in a baby chronically
exposed to cocaine and heroin: a case report

Kavier foya', Bibiana Friguls’, Marta Sima”, Ester Civit®, Rafael de la Tome!, Amtonia Palomeque”, Criol Valt',
Simona Pichini® and Oscar Garcla-Algae"”

Abstract

Intreduction: Acute intoeication with drugs of abuse in children is often orly the tip of the lcebeng, actually
Mg CRPONIC B PO0SUNe. Analysis Using non-ConYentional matmces such a8 hair Gan prosnde song:- term rfparnation
ADOUT EXPOSUNE [D recreatinnal onugs.

Case presentation: We report the case of a one-rmonth-old Caucasian bay admitted to our pediatric smengency
umnil with respiratory distress and neurological abrormalities, A routine wrine BEs was positie for oplates,
SUQoeLling o sOute oredle indpElion, No other [Ir._-',:. af miyss sixch 38 cocaine, Cannalils, amphetamines o
derhvitives, wese detected in the baby's urire. Subsequendly, halr sarmples from the babey and the parents were
coliected fo evaluste the possiblity of chronic exposure 1o drug misuse by segmental anabysis. Oplabes and
cocalre metabolites were detected in hair samples from the baby boy and his panents

Conclushond: In Bght af these and pieviols fedLlty, we recommend hair analyds in bables and children fnom sy
erivironments 1o delect caposure 10 herain and other dug misuse, which oould provide the basis for specilic

social and hesalth interventions

Introduction custody cases, possible parent prosecation for exposing
[uring the past two decades, there has been a substan-  children passively or actively o drug misuse, and for the
tal increase in Hlicit drog consumption in Evrope, parti- discloswre of repeated exposure to cocaine in cases of
cularly in Mediterranean arcas such as Spain [1]. It has  severe acute intoxication with cocaine alone or together
been proven repeatedly that questionnaires with respect  with other illicit drogs. Hair is a bisdogical matrix that
e I‘|I1.IF wse are far from being accurate [2]. For this rea- permits a relatively Inng retrospective identification of
sam, in addition to questionnaires, it is advisable to ose  substances; this long window of detection includes
an objective biological marker that maintains its sensi-  months to years. and the growth rate according to the
tivity for at least a few days after the end of the cxpoe Society of Hair Testing is | cm per month
sure and that may yvield o cumulative picture of repeated
exposure to drug misuse, Hair, a well established matrix Case presentation
for this parpose, allows a relatively long refrospective A one-moenth-eld Caucasian breastfed baby was
identification of a large number of substances that admitted to the emergency department (EDY) with
wsually disappear quickly from bood and urine |3 respiratory distress. The parents mentioned that the
Hair u'l.liu.n_ is especially oseful in the cose of new-  baby showed ul.lpf:ﬂriu] hmihinp_ with pauses dunnl;
barns and children for the assessment of both pre-natal  the past hour, On physical examination, our patient pre-
andd posi-natal exposure to drog misuse [4.5], The ratio-  sented with generalized cyanosis; fived and constricted
nale for the approach of this manuscript is the need for  pupils. muscolar hypotony and respiratory failure, The
objective assessment of long-term exposure in child  mother admitted consumption of cannabis and beer the
night before followed by breastfesding of the baby after-

* Cosrreleror Wil e o ward, A blood cell count and serum blechemistry were
Lirl che Rovera inlandid | Ertom WRE] = Muniigal dimenigacs unremarkable, but the venous gasometrical results
s IAM-Hopsal el M fleorlond, Snen - H | 1 -, :

Rl et o it i - et o e ] o the il shoswed respiratory acidosis. At that point. the mother

wii 1 il ceree o Central Lo T & @ Dpess AC0es @cs: dHinbaasd urdes T e of e Ciaases Commaos
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Joya et of. doumal of Mediol Cose Repodts 2001, 5788
v, ferds alcas stepon L ooy CoieriL S/ | 288

mentioned the possible ingestion of acetaminophen-
wocdeine tablets. A screening fos principal misused drogs.
(opiates, cocalie, cannabils, amphetamine] in urine was
peeformed by a cloned enzyme donor immunaeassay
{CEDA: Microgenies, Barcelona, Spainl, and & positive
result for oplates was obiained. Subsequenily, a gas
chowmatography-mass spectrometry (GC-MS) urine ana-
lysis |6] confirmed the presence of herein metabolites
{free and conjugate morphine for a total of 312 ngfml.
and codeine st 36 ng/ml).

in the ED, our patient experienced a not-limited
breathing pause, so he was ntubated and mechanically
ventilated, He was transfereed 1o the pediatric intensive
care unit with femtanyl infusion. Analyss of his cere-
hrospinal flulkl was normal, and central nervows sysiem
culiture results were negative. Also, nasopharmgeal swab
resulis were negative for common resplratony viruses,
An ultrasound examination of the brain through the
anterior fontane] was unremarkable, and echocardiogra-
phy showed only a patent oval foramen. Alter 48 hoars,
our patient had correct respiratory response, and
mechanical ventilation was discontinued. Our patient
recovered completely without any neurological impair-
ment and was discharged from the hospital and held by
the authorities to keep him away from his parents.
There was a strong suspécion that owr patient had been
in an environment of drug misase by the mother or by
ather caregivers. To verify the suspicion, a GC-MS hair
amalysis for our patient and his parents was suggested.
The parents agreed to the analysis, and hair was cut
from the verbex region of the scalp.

All three halr samples (12 cm rom the mother, 3 em
from the father and 2 em from our patient) were ana-
lyzed for cocaine, benzoylecgonine, &-9-ietrahydrocanna-
kinod, & monoacetylmorphine, morphine and codeine
171, Im addition, the mother's hair was also submitied 1o
segmental analysis corresponding approximately to the
lifetime of the child, including pre-natal life. For the seg-
mendal analysis, the hair sample was divided into four
segments of 3 em each. Alter a standardized washing
procedure, the samples were Lested using a GC-MS
assay |7]. The mather's hair appeared unbleached and

Page 2of 3

not treated with any aggressive cosmetics such as
strafghteners. The resulis of the lair testing suggesied
parenatal cocaine and heroin consumption and a likely
pre-natal and post-natal exposure of the baby o these
drugs (Table 1) Cur patient and his father had higher
concenirations of the principal metabolite, & monoace-
tylmaphine (G6-MAMY, than the mother's hair.

Discussion

Ta the best of our knowledge, this is the first case
reparied in the literature describing herain intoxication
in a baby chronically exposed to heroln and cocaine,
probably caused by the combined effect of chronic
exposure through the placenta (pre-natall, breass milk
and skin (posi-natal) ard soute exposure through smoke
and baeast malk.

The results of oor patient’s urine test revealed acuie
herain intoxication. The mother's declaration regarding
the pessible ngestion of scetaminophen- codeine by oar
patient proved to be false because wrine analysis
revealed the mait presence of free and conjugated mar-
phine and a lower proportion of codeine. This first
moesilt supggests an acute intoxication through boeast milk
of passive exposare by environmental inhalation of
smoked heroin, The mother refused breast milk sam-
pling amd denbed personal use of opiates and coine, as
well as the contact of the child with other drag users or
the presence of illict substances in the household.

A second relevant resule in this case was that hair
testing disclosed parental repeated consumption of her-
oin {indeed, its principal metabolite, 6-MAM, was
always identified in all the hair samples) and cocaine
and the subsequent repeated passive exposure of our
patient i these fwo misased drugs.

Because our patient was only 1 month old, the high
cancentration of opiates and cocaine in his hair could
it b attributed unsquivecally 1o pre-natal or post-natal

exposure to these misused drugs, These concentrations

coniild be explained by any ol these scenarios: permanent
feto- placental contact with a drug-consuning mother
during intra-uterine life, passive inhalation or forced
drug misuse, of by our patient puiting contaminated

Table 1 Toxicologhkal findings Im halr from cur patient and his parents

Specimens  Length of hair jem)  Cocaine ingimg]  Benzeylecgonine (ngmgh  Mosphine ingimg] &-MAM Ing/mgl  Codesne (ng/mgl
Pasirey haw - 7 175 13 24 B oA
Pk a3 Ia 1.7 B2 L1v) 1]
Sothe'y hus 13 (o)

o3 25 15 [\ a8 m

34 1T | (1} 0 ol

&a 44 a3 2 ar e

12 14 55 [i}] ar a1

A = b o o o e
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objects in his mouth |89, In fact, the source and exact
timing of exposure are of little consequence; the case
repirrt shows that repeated exposire of our patient o
cocaine and herolne was ohjectively highlighted by test-
ing in vwo different Blological matrices accounting for
different time windows of exposuse [10].

In Spain, heroin and cocaine are wsually consumed
together by smoking, and it must be recommended not
o use them in areas where newborns and babies may
reside or be present.

Condusions

In contrast to drug testing in conventional matrices,
which can account for acute exposure, testing in non-
conventional matrices can shed light on past and possibly
repeated exposure and can disclose the possibility of a
baby living in an unsafe and high-risk environment in
which exposure to drig misuse takes place, The sccurate
assessment of both acuie and repeated exposure of a
child to drug msisuse by the use of ohiectine blomarkers i
of major importance because it provides the basis for
appropriate immediate treatment, adequate medical fol-
low-ug and sockl intervention. Finally, in cases of acute

exposure bo drneg misuse, we suggest [urther investigation
of the posaibility of chromic exposune as well.

Consant

Written Informed consent was obialned from aur
patient’s next-of-kin for publication of this case report
and any accompanying images. A copy of the written
consent ks available for review by the Editor-in-Chief of

this jourmal.
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2008

Publicacién del resumen de la comunicacién.
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