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RESUMEN GLOBAL

El abuso de sustancias en los paises occidentales ha acontecido un
problema de salud publica. Estas sustancias también son
consumidas por embarazadas, afectando al feto y recién nacido,
especialmente vulnerables. Desde la década de los ochenta, la
eventual presencia y disposicién de una sustancia de abuso en el
organismo y su correlacién 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 bioldgicas
diferentes a la sangre y la orina resultan mucho mas atractivas. La
no invasividad en la recoleccién de muestras y otorgar mayor
informacién retrospectiva en el tiempo hacen de matrices bioldgicas
como la placenta, el meconio y el pelo, buenas matrices para
evaluar la exposicion créonica a sustancias de abuso durante la
gestacion y diferentes etapas de la infancia.

Metodologia

Revisidon de la metodologia empleada para la deteccion del consumo
de sustancias de abuso durante el embarazo. Se ha realizado una
revision sobre los diferentes biomarcadores del consumo de alcohol
durante la gestacién. Centrandose en los biomarcadores que
pueden ser utilizados en matrices alternativas, ya que presentan
una ventana de deteccion mas amplia y son mas faciles de obtener.

Estudio microscépico y macroscopico de la morfologia placentaria
para valorar los cambios en mujeres consumidoras de sustancias de
abuso durante el embarazo. Teniendo un marcador objetivo de
exposicién fetal durante el tercer trimestre (meconio).

Determinacion de la exposicion a sustancias de abuso mediante una
matriz alternativa del tercer trimestre (pelo materno).

Resultados
Se han publicado 3 articulos, relacionados con el tema.

Una revision sobre los biomarcadores de alcohol durante la
gestacion que pone de manifiesto la utilidad de los biomarcadores
en matrices alternativas.
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Un estudio morfoldgico sobre los cambios en la placenta de madres
consumidoras de sustancias de abuso, donde no se observan
cambios macroscépicos pero si algunas alteraciones de la
vasculatura placentaria a nivel microscépico.

Por Ultimo un estudio sobre la determinacion de sustancias de
abuso en pelo materno, el cual demuestra la utilidad de dicha
matriz alternativa para la deteccion de sustancias de abuso durante
el tercer trimestre de la gestacion y reafirma la infradeclaracion por
parte de las madres.

Discusidén y conclusiones

Esta tesis pone de manifiesto la utilidad de la deteccién del
consumo de sustancias de abuso durante el tercer trimestre de la
gestacion mediante biomarcadores en matrices alternativas. De la
misma manera indica cambios a nivel de la placenta, la cual puede
ser utilizada también como matriz del tercer trimestre, los cuales
nos podrian ayudar a entender los efectos nocivos que el consumo
de sustancias provoca sobre el recién nacido, aunque son
necesarios mas estudios para llegar a conclusiones mas objetivas.

En conclusion, con el fin de detectar la exposicidon a sustancias de
abuso durante el tercer trimestre de la gestacién, se recomienda
utilizar diferentes matrices no convencionales o alternativas
(meconio, pelo, placenta) con el fin de minimizar la invasividad en
la recogida de las muestras y tener una informacién de consumo
crénico en comparacién con las matrices utilizadas tradicionalmente
(sangre y orina).



SUMMARY

Substances of abuse consumption in Western countries has become
a public health problem. These substances are also consumed by
pregnant women, affecting the foetus and the newborn, especially
vulnerables. Since the eighties, presence and eventual disposal of a
substance of abuse and its correlation with clinical and/or subjective
effects has been evaluated by analysis of plasma or urine. However,
determinations in biological matrices other than blood and urine are
very interesting. Non-invasiveness in sample collection and
obtention of more information back in time make biological matrices
such as placenta, meconium and hair, attractive to assess chronic
exposure to drugs of abuse during pregnancy and chilhood.

Methodology

Review of the methodology used for the detection of drugs of abuse
consumption during pregnancy, specifically of the different
biomarkers of alcohol in alternative matrices, as they have a large
exposure window and are easier to obtain.

Microscopic and macroscopic study of changes in placental
morphology in women using substances of abuse during pregnancy,
detected through an objective marker of foetal exposure during the
third trimester in an alternative matrix (meconium).

Determination of exposure to substances of abuse by another
alternative third trimester matrix (maternal hair).

Results
Three articles have been published related to the topic.

A review on biomarkers of alcohol during pregnancy that
demonstrates the utility of biomarkers in alternative matrices.

A morphological study on the changes in the placenta of substances
of abuse using mothers. No macroscopic changes were observed,
but some alterations in placental vasculature at the microscopic
level were found.

Finally, a study on the determination of substances of abuse in
maternal hair was made, demonstrating the usefulness of this
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alternative matrix for detecting drugs of abuse in the third trimester
and confirming under-reporting by mothers.

Discussion and conclusions

In this thesis we demonstrated the usefulness of the detection of
substances of abuse in the third trimester of pregnancy using
biomarkers in alternative matrices. Similarly, we found changes in
the placenta, which can also be used as a third trimester matrix,
which could help us to understand the causes of harmful effects of
substance use on the newborn, although further studies are
needed.

In conclusion, in order to detect exposure to substances of abuse
during the third trimester of pregnancy, the use of different
alternative matrices (meconium, hair, placenta) to minimize the
invasiveness of collecting samples and to obtain information about
chronic consumption compared to the matrices used traditionally
(blood and urine) is recommended.
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Introduccién

1.1. Consumo de drogas de abuso en
nuestro entorno

1.1.1. Consumo de drogas de abuso en Ia
poblaciéon general

Segun datos del OED obtenidos mediante encuesta domiciliaria a la
poblacion espafiola de entre 15 y 64 afios durante los anos
2009/2010, un 31,8% consumian diariamente tabaco, un 11%
alcohol y un 2% cannabis. Un 10,6% de la poblacion encuestada
admitia haber consumido cannabis en los ultimos 12 meses, 1,2%
COC, 0,1% heroina y 0,6% AP (OED, 2011).

Durante este mismo periodo el consumo en mujeres de entre 15 y
64 afos durante los Ultimos 12 meses fue el siguiente: 37% tabaco,
72,7% alcohol, 6,2% cannabis, 1% COC, 0,3% éxtasis, 0,3% AP vy
< 0,01% heroina (OED, 2011) (tabla 1).

Las principales conclusiones de este informe son: 1) el alcohol es la
sustancia psicoactiva mas consumida (79%) y el cannabis es la
droga ilegal mas consumida (11%); 2) la mitad de los
consumidores de sustancias psicoactivas realizan consumo de 2 o
mas sustancias, estando presente el alcohol en el 90%; 3) se
mantienen estables el consumo de alcohol, tabaco y cannabis
respecto a los Ultimos afios; 4) ha aumentado el consumo de
hipnosedantes, que es claramente mayor en mujeres; 5) disminuye
el consumo de COC; 6) el consumo de heroina parece haberse
estabilizado incluso puede haber comenzado a ascender después de
muchos afios de descenso; 7) el consumo de éxtasis y AP no ha
presentado cambios significativos, continuando en niveles bajos
(EDADES, 2009).

En comparacion con datos de otros estados de la Unién Europea,
obtenidos por el EMCDDA, en 2010, Espafia ha demostrado un
porcentaje de consumo de COC y cannabis de entre los mas altos,
con un porcentaje de heroina de entre los mas bajos (EMCDDA,
2010).
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Introduccién

Tabla 1. Evolucidén de las prevalencias de consumo de drogas en los Ultimos 12
meses en la poblacién espafiola de 15-64 afos segln sexo (porcentajes). Espafia,

2001-20009.
2001 2003 2005 2007 2009

H M H M H M H M H M
Tabaco 51,5 40,5 53,0 42,6 47,2 37,5 46,0 37,6 48,4 37,0
Alcohol 85,2 70,9 84,5 68,4 84,0 69,2 80,4 66,4 84,4 72,7
Cannabis 13,0 5,5 16,2 6,3 15,7 6,6 13,6 6,6 14,8 6,2
Extasis 2,8 0,7 2,0 0,8 1,8 0,6 1,6 0,5 1,4 0,3
Alucindégenos 1,2 0,2 0,9 0,3 1,1 04 0,9 0,3 0,7 0,2
AP/Speed

1,6 0,6 1,1 0,5 1,4 0,5 1,3 0,3 1,0 0,3
COC en polvo 3,8 1,3 4,1 1,2 46 1,3 44 1,5 4,2 1,0
COC base 0,2 0,0 0,2 0,0 0,3 0,0 0,7 0,1 0,2 0,1
COC general - - - - - - 4,7 1,6 4,2 1,0
Heroina 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0
Inhalables 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,0 0,0
Tranquilizantes - - - - 2,6 5,2 4,7 9,1 34 7,6
Tranquilizantes (sin receta) - - - - 0,8 1,0 0,9 0,9 1,5 1,7
Somniferos - - - - 2,0 3,5 2,8 4,3 2,6 4,6
Somniferos (sin receta) - - - - 0,7 0,9 0,6 0,8 1,1 1,0
Hipnosedantes* - - - - 3,5 6,7 6,8 11,5 4,6 9,3
Hipnosedantes (sin receta)* 2,5 3,1 2,9 3,3 1,1 1,3 1,2 1,4 19 1,9

*Tranquilizantes y/o Somniferos

FUENTE: DGPNSD. Encuesta domiciliaria sobre alcohol y drogas en Espaiia (EDADES).

Anfetamina (AP); cocaina (COC)
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1.1.2. Consumo de drogas de abuso durante la

gestacion

Los datos sobre prevalencia del consumo de drogas durante el
embarazo, proceden principalmente de América del Norte (Bar-Oz y
cols., 2003; Birchfield y cols., 1995; Gillogley y cols., 1990; Ostrea
y cols., 1992), donde las tasas estimadas de recién nacidos
expuestos prenatalmente a drogas de abuso oscilan entre el 6 y el
40% de los recién nacidos vivos. Segun la SAMHSA se ha visto un
consumo de drogas de un 4,4% en el Ultimo mes en embarazadas
de entre 15-44 afios (SAMHSA, 2010).

Existen muy pocos datos sobre la prevalencia del consumo de
drogas de abuso durante el embarazo en la Unién Europea. En el
Reino Unido, se han realizado algunos estudios de prevalencia de
consumo de drogas en embarazadas (Bosio y cols., 1997; Farkas y
cols., 1995; Sanaullah y cols., 2006; Sherwood y cols., 1999). En
tres de ellos se determind mediante presencia de drogas de abuso
en orina o mediante entrevista materna, encontrandose una
prevalencia entre el 10,6 y el 16,7% (Farkas y cols., 1995;
Sanaullah y cols., 2006; Sherwood y cols., 1999). En el ultimo, se
determind la prevalencia de COC mediante analisis de meconio,
revelando una exposicion prenatal a COC de un 2,75% (Bosio y
cols., 1997). En el mismo periodo, en Italia se realiz6 un estudio
empleando vello pubico materno como matriz para la evaluacién de
la exposicion prenatal (Chiarotti y cols., 1996), se determind una
prevalencia de consumo materno del 1,9%.

En Espafia, a parte de los datos publicados por el OED basados en
entrevistas telefénicas a mujeres en edad fértil (14 a 35 afios), sélo
tres estudios han sido realizados acerca de la prevalencia del
consumo de drogas durante el embarazo (Garcia-Algar y cols.,
2009; Martinez Crespo y cols., 1994; Pichini y cols., 2005b).

A mediados de los afios noventa, Martinez Crespo y colaboradores,
reflejaron la prevalencia del consumo de COC en una poblacion de
mujeres embarazadas reclutadas en el Hospital Clinic de Barcelona.
Dicho estudio incluyé a 1.773 mujeres a las cuales se les evalud a
través de cuestionario y se les realizd un cribado para las
principales drogas de abuso en orina. Mediante cuestionario se
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estimdé una prevalencia del 7,6% para el consumo de cualquier
droga de abuso, mientras que mediante el cribado en orina, se
alcanzo un dato similar, un 7,7% (Martinez Crespo y cols., 1994).

Los otros dos estudios fueron realizados también en Barcelona y
pertenecen al denominado “Proyecto Meconio”. Los estudios fueron
realizados por el grupo del Servicio de Pediatria del Hospital del Mar
entre octubre de 2002 y febrero de 2004, incluyendo a 1.209
parejas de madre-RN, basandose en la determinaciéon de sustancias
de abuso en meconio donde se encontrdé un 10,9% de positividad a
drogas de abuso: 5,3% a cannabis, 4,7% a opiaceos, 2,6% a COC y
0,1% a MDMA con un 1,5% de policonsumo, estas cifras fueron
superiores a las declaradas por las madres a través de cuestionario
(Garcia-Algar y cols., 2009; Pichini y cols., 2005b). Este grupo
también ha publicado otro dato alarmante, que un 45% de las
gestantes atendidas en este hospital habian consumido alcohol por
encima de un nivel considerado moderado (Garcia-Algar y cols.,
2008) y el 22% de las mujeres eran fumadoras activas (datos no
publicados). Otros datos de un estudio publicado recientemente
encuentran que la prevalencia del consumo durante la gestacion en
Ibiza es de 15,9% principalmente cannabis y COC, determinado
mediante analisis de pelo materno (Friguls B y cols., 2012; Garcia-
Serra y cols., 2012).

1.1.3. Consecuencias del consumo de drogas
durante el embarazo

Los efectos del consumo de sustancias de abuso sobre el embarazo
son variados, no solo relacionados con el efecto de la propia
sustancia consumida sino también debido al tipo de vida de estas
mujeres.

La exposicion prenatal a estas sustancias aumenta el riesgo de
complicaciones obstétricas y tiene graves consecuencias, no solo en
el desarrollo del feto, sino también del nifio durante las etapas
posteriores de la vida (Behnke y Eyler, 1993; Bennet y cols., 2002;
Huestis y cols., 2002; Linares y cols. 2006; Mayers y cols., 1998;
Messiah y cols., 2011; Shankaran y cols., 2003).

El consumo de sustancia de abuso se ha visto relacionado con una
disminucidon de las visitas y controles prenatales, una malnutricion
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materna, un aumento del nimero de abortos asi como un aumento
de la incidencia de infecciones como pueden ser la infeccién por
VHB o VHC, VIH y otras enfermedades de transmision sexual
(Anonymous, 1993; Chasnoff y cols., 1985; Chasnoff y cols., 1987;
Ellis y cols., 1993; Kain y cols., 1993; Kuczkowski y cols., 2007;
Levy y cols., 1990; Shankaran et al., 2007; Sokol y cols., 1980;
Thaithumyanon y cols., 2005; Vucinovic y cols., 2008). Otras
anomalias que se han descrito mas frecuentemente en embarazos
en que ha habido un consumo de sustancias de abuso son:
presencia de liquido meconial y aparicion de amnionitis asociados
con el consumo de alcohol (Anonymous, 1993; Baldwin y cols.,
1982; Sokol y cols., 1980), rotura prematura de membranas en
consumidoras de tabaco y COC y placenta previa con el tabaco
(Jauniaux y cols., 2007; Levy y cols., 1990). Todos estos hechos
podrian explicar el aumento de la prematuridad que se ha descrito
en estos embarazos.

El consumo prenatal de COC se ha asociado con desprendimiento de
placenta y parto prematuro, ademas de una disminucién de
parametros somatométricos y microcefalia (Addis y cols., 2001;
Cambell y cols., 2003;Chasnoff y cols., 1985; Chasnoff y cols.,
1986; Chasnoff y cols., 1989; Dombrowski y cols., 1991; Ellis y
cols., 1993; Hulse y cols., 1997; Kain y cols., 1993; Levy y cols.,
1990; Schempf y cols., 2007; Shankaran y cols., 2007). Existen
muchas controversias en relacion a las anomalias congénitas y la
COC, su consumo se ha relacionado con diversas anomalias a nivel
genitourinario (las mas consistentes), cardiaco, de extremidades y
del sistema nervioso (Aguilera y cols., 2005; Kain y cols., 1993;
Levy y cols., 1990; Shankaran y cols., 2007). Aun asi, ni revisiones
sistematicas ni metanalisis han podido confirmar que la exposicidon
prenatal a COC por si sola aumente el riesgo de malformaciones
congénitas. Tampoco se ha observado una clara asociacién entre
COC y el sindrome de muerte subita del lactante o el riesgo de
enterocolitis necrotizante (Kain y cols., 1993; Woods, 1996). En lo
que si estdn de acuerdo algunos estudios es en que la exposicion
prenatal a COC tiene un efecto negativo en el desarrollo
neuroldgico, intelectual y emocional del nifio debido al efecto de la
COC sobre el sistema monoaminérgico (Mayes y cols., 1998;
Bennett y cols., 2002. Linares y cols., 2006; Accornero y cols.,
2002)
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El consumo de cannabis durante la gestacién se ha relacionado con
falta de atencion, impulsividad y deficiencia de atencién y de
memoria en los hijos (de Moraes y cols., 2006).

La exposicion fetal a opidceos se ha asociado principalmente con
sindrome de abstinencia neonatal (Shankaran et a., 2007,
Winklbaur y cols., 2008) y complicaciones obstétricas, asi como
alteraciones de parametros somatométricos, principalmente del
peso (Baldwin y cols., 1982; Levy y cols., 1990; Shankaran y cols.,
2007).

Los efectos adversos del etanol en el embarazo quedan incluidos en
el término general de Trastorno del Espectro Alcohdlico Fetal
(FASD), que incluye una serie de alteraciones fisicas, conductuales
y cognitivas (Sokol y cols., 2003), y pueden ir desde alteraciones
leves a grados mas graves. Es considerada una de las sustancias
mas teratogénicas. En la literatura se ha descrito que los neonatos
presentan mas riesgo de asfixia y puntuaciones mas bajas de Apgar
al nacimiento (Sokol y cols., 1980).

El consumo de tabaco durante la gestacion dobla practicamente el
riesgo de la mujer de tener un recién nacido con bajo peso al nacer
e incrementa el riesgo de parto pretérmino (Andres y cols., 2000).
Algunos estudios también han detectado una posible asociacion
entre madres fumadoras y algunas anomalias como
craneosinostosis, pie equino-varo, gastrosquisis, anomalias
cardiacas o del tracto urinario, junto con un aumento de leucemia
(Aguilera y cols., 2005).
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1.2. Distribucion de las drogas de abuso en
humanos

Para producir sus efectos caracteristicos, las sustancias de abuso
deben estar presentes en unas determinadas concentraciones en
su(s) centro(s) de accién. Aunque este hecho depende en gran
medida de la droga administrada, las concentraciones de las
sustancias de abuso dependen del ciclo de ADME de dicha sustancia
en el organismo: que abarca la absorcién de la sustancia, la
distribucién en diferentes matrices y/o fluidos, la biotransformacion
y la excrecién (figura 1) (Rowland y cols., 1989).

Desde |la década de los 80, la eventual presencia y disposicién de
una sustancia de abuso en el organismo y su correlaciéon con los
efectos clinicos ha sido evaluada mediante el analisis de plasma u
orina, ya que no era posible o conveniente (por dificultad o
invasividad) tomar muestras de diferentes matrices o fluidos
bioldgicos. Sin embargo, durante las dos Uultimas décadas, la
determinacion de sustancias de abuso en fluidos y matrices
bioldgicas diferentes a la sangre y la orina (“matrices no
convencionales”) han ido ganando importancia (Pichini y cols.,
1996). Por un lado, la no invasividad en la recogida de muestras, el
empleo de nuevos dispositivos dedicados a su recogida, diferentes
posibilidades en los procedimientos de extraccién y la disposicion de
nuevos métodos analiticos, han hecho posible la medicién de
cantidades infimas de sustancias extraidas de matrices bioldgicas
complejas. Por otro lado, la determinacion de sustancias de abuso y
sus metabolitos en matrices bioldgicas no convencionales parece ser
util para tener la posibilidad de poder calcular los parametros
farmacocinéticos en el 6rgano diana y para la aplicacion de la
informacidn obtenida en la toxicologia forense y clinica.

Podemos clasificar las matrices bioldgicas segun su aplicabilidad.
Matrices como el humor vitreo y/o el liquido pericardico son
habitualmente recogidas con una finalidad forense (Contreras y
cols., 2006; Drummer, 2004). En cambio, el pelo o las ufas
proporcionan informacién acerca de la ingesta de sustancias de
abuso en el pasado en relaciéon a semanas hasta afios y por lo tanto
pueden ser utilizados en casos forenses (con la finalidad de buscar
una causa de la muerte) o en casos clinicos (buscando la causa de
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un efecto clinico crénico) (Palmeri y cols., 2000; Kintz y cols.,
2006). Otras como el sudor y la saliva nos ofrecen informacién
acerca de un consumo reciente y esta informacion puede ser
asociada a unos efectos agudos (Pichini y cols., 2002; Shor y cols.,
2010).

Algunos de estos fluidos y/o matrices pueden estar relacionadas con
el periodo de gestacién y también pueden ser utiles con el fin de
aportar informacidn toxicoldgica de la etapa intrauterina del recién
nacido: como la presencia de drogas en sangre de corddén umbilical
asi como en el liquido amniodtico, el pelo fetal, la placenta o el
meconio.

Como muestra la tabla 2, por sus caracteristicas (aplicabilidad en
toxicologia clinica y forense, baja invasividad y capacidad de
recoleccién de las muestras) las matrices bioldégicas como el
meconio y el pelo se han postulado como Utiles para evaluar la
exposicion cronica a sustancias de abuso durante diferentes etapas
de la vida, como la gestacién.
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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
- liguido amnidtico - feto. Cada uno tiene funciones propias, con
caracteristicas genéticas o celulares y controles diferentes
(Villanueva y 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 y 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 concentracién fetal.
Conforme la droga se depura del plasma materno, el gradiente de
difusion se revierte y la concentracion fetal declina. Asi, los niveles
fetales de una droga dependen no so6lo 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 relacion 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 y Valenzuela, 1998).

La velocidad y extension de la distribucion de la droga al feto puede
modificarse segln la via de administracion empleada, siendo menor
la exposicion con la via intramuscular en relacion a la via
intravenosa (Villanueva y Valenzuela, 1998).

Cuando el consumo de una droga es repetido, la concentracién 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 proteinas y la
eliminacion fetal de la droga (Szeto, 1995).

El feto es un sitio de localizacion o fijacidon, metabolismo y excrecion
seleccionado. Ademas de un sitio para la accion de una sustancia
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guimica, puede constituir un depdsito (Villanueva y Valenzuela,
1998).

Se debe considerar la posibilidad de que la droga y sus metabolitos
se excreten por el rindn fetal y, por tanto, recirculen del feto a la
orina y de ésta al liquido amnidtico, 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 liqguido amnidtico). En consecuencia, el liquido
amniotico puede funcionar como un reservorio, especialmente para
metabolitos polares (Fabro vy Scialli, 1986). Para drogas
liposolubles, la velocidad de eliminacion de la droga esta
determinada por las caracteristicas de eliminacion materna, lo cual
sugiere que la depuraciéon placentaria es la via predominante de
eliminacién fetal de drogas liposolubles (Villanueva y Valenzuela,
1998).

Por otra parte, se ha demostrado que la placenta tiene la capacidad
de metabolizar drogas a compuestos mas activos o toxicos; también
puede actuar como un depésito. Por tanto es posible que la placenta
module la eliminacion de la droga produciendo metabolitos vy
reteniendo grandes cantidades para su liberacidon 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 d6rganos fetales, por ejemplo el
encéfalo, en base a su liposolubilidad y fijacion especifica en sitios
receptores fetales. Muchos receptores en el sistema nervioso central
y otros oérganos 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 modificard debido a la combinacién tanto del retraso en el
vaciado gastrico como de la disminucién de la motilidad intestinal.
La consecuencia de un vaciamiento gastrico mas lento puede ser
una reduccion 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
absorcion de ciertas drogas (Brody y cols., 1993). La absorcién en
sitios diferentes al tracto gastrointestinal también puede afectarse;
por ejemplo, la absorcidon pulmonar se incrementa como resultado
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de un incremento en la superficie 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 gestacion
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 expansién del volumen aparente de
distribucion junto con un incremento en la depuracidn renal lleva a
una disminucion en la concentracién 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 puede provocar una elevaciéon en su
concentracion plasmatica. La colestasis se desarrolla
frecuentemente durante el embarazo y puede causar una
disminucién en la depuracion 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 agresiones quimicas que pudieran llegar a
través de la sangre materna. Actualmente se sabe que la barrera
placentaria no existe, y que la mayoria de las sustancias quimicas
pueden atravesar la placenta y llegar al embridn 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 si lo hacen. La mayoria de
los farmacos y drogas de abuso estéan entre los 250 y 400 Da, y por
tanto, cruzan facilmente la placenta. El pH de la sangre fetal es
relativamente acido en comparacion con el de la sangre materna,
por eso las drogas basicas tienden a alcanzar mayores
concentraciones en sangre fetal. Diversos estudios han puesto de
manifiesto que drogas como la COC, cannabis y heroina, entre
otras, pueden atravesar la barrera placentaria (Behnke y Eyler,
1993). Las sustancias quimicas pueden incluso actuar como
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teratégenos afectando directamente a la funcion 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 érganos maternos, alterando de
forma indirecta el desarrollo fetal (Schuetze y cols., 2007).

A medida que la placenta madura, el espesor del epitelio
trofoblastico disminuye y aumenta la superficie de contacto, lo cual
conlleva a que se eleve la velocidad de difusion de las sustancias
cuando la placenta tiene mayor edad (Simone y cols., 1994). Por
otra parte, la eliminacion de sustancias psicoactivas en el
compartimento fetal se realiza por difusiéon hacia el compartimento
materno, pero muchos metabolitos quedan en la porcion fetal hasta
que el rifién adquiere capacidad para eliminar las drogas circulantes
al liquido amniotico (Schuetze y cols., 2007; Simone y cols., 1994).
Esta capacidad de eliminacion 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 disminuciéon en el
metabolismo de las drogas haciendo que el efecto de sustancias
psicoactivas en el feto sea mayor (Simone y cols., 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 circulacion 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 y Valenzuela, 1998) (figura 2).

La distribucién de una droga en el feto constituye un factor
determinante en el grado de exposicidon fetal y es en gran parte
regulado por variaciones en el pH y en la unién a proteinas
(Villanueva y Valenzuela, 1998).
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Sangre materna

Sangre
portal ) fetal

Liquido amnidtico

Figura 2. Circulacidn de las sustancias de abuso en el compartimento fetal.

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
union a proteinas fetales (Green y cols., 1979). La concentracién de
la glicoproteina dacida-al, la cual une drogas lipofilicas &cidas,
disminuye en el feto en relacién con la madre a lo largo del
embarazo, siendo insignificante a las 16 semanas de gestacién y
correspondiendo a un tercio de la concentracion materna al
momento del parto. La albimina, la cual se une a drogas acidas
lipofilicas, estd presente desde las semanas 12-15 de gestacion, no
obstante las concentraciones maternas superan en 3-4 veces las
fetales. Sin embargo, conforme transcurre el embarazo, las
concentraciones fetales de albimina se incrementan en
comparacion con las maternas y a término son aproximadamente
20% mayores que las concentraciones maternas (Krauer y cols.,
1984).
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Los sistemas enzimaticos fetales destinados a la biotransformacion
se forman desde las semanas 5-8 de gestacion 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 postnatal, que el sistema enzimatico hepdatico 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 rifidn e
intestino. Las monooxigenasas estan 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 y cols., 1986).

Los fetos humanos generalmente tienen bien desarrollada la
actividad  enzimatica de conjugacién, excepto por la
glucuronidacién, la cual continia baja hasta poco después del
nacimiento a término (Burchell y cols., 1989). El metabolismo fetal
puede generar intermediarios téxicos indicando la participacion 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
amniodtico 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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1.3. Matrices bioldgicas alternativas

En muchas ocasiones la sospecha clinica de consumo de téxicos por
parte de la embarazada, ya sea por sintomas maternos o del recién
nacido, resulta eficaz pero no suficiente para su diagndstico. Son
necesarias herramientas suficientemente sensibles y especificas
para detectar la droga o drogas consumidas durante el embarazo y
asi asegurar una correcta actuacién médica tanto en la madre como
en el recién nacido, que en algunos casos pueden tener
consecuencias legales importantes.

Los diferentes trabajos sobre deteccion de drogas de abuso en el
embarazo coinciden en que existe una infradeclaracion del consumo
por las gestantes (Garcia-Algar y cols., 2009; Manich y cols., 2011,
Russell y cols., 1996), por lo que, durante el embarazo es dificil
obtener una informacidon exacta sobre el consumo de sustancias de
abuso mediante cuestionarios. La sinceridad de las madres esta
influenciada negativamente por una serie de factores, entre los
cuales destacan el miedo a repercusiones legales, el sentimiento de
culpa, sesgos de memoria o la falta de confianza hacia el personal
(Bessa y cols., 2010; Eyler y cols., 2005; Garcia-Algar y cols.,
2009; Lester y cols., 2001). La entrevista materna tiene como
inconveniente una baja sensibilidad y la necesidad de mucho tiempo
para implementarla. En el caso de las drogas de abuso mas
comunes (opidaceos, COC y otros) la entrevista sélo tiene una
sensibilidad inferior al 70% con un elevado porcentaje de falsos
negativos aunque no suelen existir falsos positivos.

Se necesitan métodos basados en biomarcadores que nos permitan
detectar la exposicidn intrautero a sustancias de abuso. Idealmente
este marcador deberia estar presente en una matriz bioldgica, que
existiera durante todo el embarazo o la mayor parte de éste, que
acumulara estas sustancias durante todo el embarazo y de la cual
se pudiera disponer de forma minimamente invasiva tras el
nacimiento.

Tradicionalmente los estudios para determinar la exposicion fetal a
toxicos utilizaban matrices clasicas como la orina o la sangre, tanto
materna como del recién nacido, pero la limitacidon principal de
estas matrices es que sélo nos informan del consumo de sustancias
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en las ultimas horas o dias de la gestacion. La orina, utilizada de
forma habitual como método de cribado, s6lo detecta la exposicion
durante 1-4 dias previos al parto (Eyler y cols., 2005; Huestis y
Choo, 2008; Lozano y cols., 2007b).

En los Ultimos afios, se estan utilizando matrices bioldgicas
alternativas procedentes del feto o recién nacido (meconio, pelo
neonatal u orina neonatal), de la mujer embarazada o la madre
lactante (sangre, orina, pelo, leche materna, fluido oral o sudor) o
de ambos (placenta o liquido amnidtico) para detectar la exposicion
a sustancias de abuso.

Placenta

Sangre materna

Sudor materno (limpio)

Fluido oral materno

Leche materna

Orina materna ]
| |

Orina neonatal I
I I

Sudor materno (parche) |
I I I

Pelo neonato |
I | I

Liquido amniético l
1 1 1 1

Meconio I
| | I I

Pelo materno |
1 1 ) | ) |

Minutos Horas Dias Semanas Meses Afios

Figura 3. Ventana de deteccién en el tiempo para diferentes matrices neonatales,
maternas y fetales validas para el asesoramiento de la exposicion intrauterina a
sustancias de abuso.
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Cada una de estas matrices tiene unas caracteristicas diferentes
(concentracién de las sustancias y sus metabolitos, ventanas de
deteccion, cantidad de muestra disponible, etc.) lo que hace que
tengan diferentes utilidades (figura 3, tabla 2).

La eleccién de la matriz apropiada en la que llevar a cabo el analisis
toxicolégico dependera de numerosos factores relacionados con los
objetivos del anadlisis y la disponibilidad de las muestras, la
sensibilidad analitica, la invasividad de la técnica o la ventana de
deteccidn. Las distintas ventajas e inconvenientes de las principales
matrices de exposicion a drogas de abuso se relacionan a
continuacion.

1.3.1. Sangre de cordodn y liquido amniotico

Los farmacos administrados y las sustancias de abuso consumidas
por mujeres embarazadas tienen la posibilidad de atravesar la
placenta y llegar al feto (Pacifici y Nottoli, 1995). Sin embargo, la
recogida tanto de liquido amniético como de sangre del feto son
métodos suficientemente invasivos e incluso nocivos para el feto,
por lo que estas matrices son poco atractivas para su uso en
estudios clinicos. Al igual que la sangre, la determinacion de
farmacos, sustancias de abuso y sus metabolitos en sangre de
cordén umbilical sélo aportan informacién acerca de las horas
previas antes de la recogida y por lo tanto no permite evaluar la
exposicidon cronica durante la gestacion. En sangre de corddn se han
hallado sustancias de abuso y sus metabolitos en un rango de
concentraciones que varia desde los ng hasta los mg/ml de sangre
(Dempsey y cols., 1998; Moore y cols., 1993; Pichini y cols., 2003;
Winecker y cols., 1997).

La mayoria de los estudios que han utilizado la sangre de cordodn
como matriz para evaluar la presencia de sustancias de abuso han
mostrado sus limitaciones en cuanto a su capacidad de predecir la
exposicién prenatal. Sin embargo, en el caso del tabaco, la
determinacion de COT en sangre de corddon parece ser el
biomarcador mas adecuado para determinar la exposicidon fetal a
humo de tabaco, por delante de la orina neonatal y la orina materna
(Pichini y cols., 2000; Tappin y cols., 1995). Un estudio reciente ha
propuesto el tejido de corddn umbilical, en lugar de la sangre de
cordén, como alternativa al uso de meconio para evaluar la
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exposicion prenatal a sustancias de abuso (Montgomery y cols.,
2006).

Por otra parte, el liquido amnidtico empieza a formarse en las
primeras semanas de embarazo, por lo que la presencia de
sustancias de abuso en este fluido puede informar acerca de la
exposicion durante las primeras fases del embarazo (Eyler y cols.,
2005; Jain y cols., 1993; Pacifici y Nottoli, 1995; Ripple y cols.,
1992; Winecker y cols., 1997). La recogida de liquido amniético es
peligrosa para el feto, pero puede llevarse a cabo en cualquier
momento del embarazo. Se han identificado en liquido amnidtico
sustancias de abuso y sus metabolitos con concentraciones en el
rango de ng/ml.

1.3.2. Placenta

La placenta es el 6rgano que sirve de vinculo entre la mujer
embarazada y el feto, interviniendo activamente en el paso de
sustancias a través de la circulacién maternofetal. Su formacién
estd completa a las 4 semanas de gestacién, pero sufre cambios
morfoldgicos durante todo el embarazo. Esta matriz es atravesada
con facilidad por sustancias liposolubles, como son la mayoria de las
sustancias de abuso.

Este tejido, fuente de la circulacion fetoplacentaria, constituye una
interfase entre la sangre fetal y la sangre materna y actia como
intercambiador de nutrientes y residuos entre el embridn o el feto y
la madre.

Dado que el funcionamiento normal de la placenta es una necesidad
absoluta para un oOptimo crecimiento y desarrollo del feto, la
afectacién de las funciones de la placenta por parte de sustancias
de abuso compromete el crecimiento y desarrollo del feto.

El caracter dinamico de la placenta, su vascularizacion y las enzimas
presentes en las distintas etapas del embarazo juegan un papel
fundamental en los mecanismos involucrados en la exposicion
intrauterina a sustancias de abuso, como han expuesto Vdahakangas
y Myllynen (Vahakangas y Myllynen, 2006).
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La estructura y funciones de la placenta humana y su papel como
barrera en la circulacidon materno-fetal siguen ofreciendo resultados
contradictorios y poco concluyentes a la hora de atribuir a una
sustancia y etapa del embarazo concreta los efectos manifestados
en los recién nacidos expuestos a drogas durante el embarazo. En
cualquier caso, la placenta no es simplemente un espectador
inactivo en los efectos provocados por las drogas en el feto en
desarrollo, sino que actia como un objetivo directo de estas
sustancias, lo que compromete las funciones esenciales de este
organo.

El uso de la placenta como matriz para la deteccién de exposicion
de toxicos se encuentra actualmente en investigacion y no se utiliza
habitualmente en la practica clinica. Existen numerosas
investigaciones acerca de la estructura y las funciones de la
placenta humana como barrera en la circulacién materno-fetal, pero
la complejidad de los mecanismos de transferencia y de los distintos
factores que influyen en su desarrollo sigue siendo objeto de
estudio.

Durante mucho tiempo se habl6 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 mayoria
de las sustancias quimicas pueden atravesar la placenta y llegar al
embridn y al feto (Olsen, 1995). Sin embargo, algunos metabolitos
si pueden quedar retenidos en dicho tejido y se pueden determinar
como biomarcadores. Por ejemplo, los FAEEs procedentes del
alcohol etilico consumido por la mujer durante el embarazo no se
traspasan al feto, sino que son recaptados y degradados por la
placenta humana. Asi 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 desde la madre
(Chan y cols., 2004). Ademas, las sustancias de abuso también
pueden afectar a los sistemas de transporte de nutrientes en la
placenta y pueden modificar su fisiologia (Sastry, 1991).

Algunas investigaciones recientes (Concheiro y cols., 2010; de
Castro y cols., 2011; Falcon y cols., 2012; Joya y cols., 2010) han
estudiado la presencia de biomarcadores de exposicion a sustancias
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de abuso en la placenta con el fin de poner a prueba la capacidad
de detectar la exposicion intrauterina a dichas sustancias puesto
que hay gran cantidad de muestra y su recoleccién no es invasiva si
se toma durante el parto, pero aun no se conoce la ventana de
deteccidn de las distintas drogas de abuso en esta matriz.

Dichos estudios han cuantificado estos niveles en placenta obtenida
en el momento del parto procedentes de madres consumidoras
(Concheiro-Guisan y cols., 2009; Concheiro y cols., 2010; de Castro
y cols., 2009; de Castro y cols., 2011) y en tejido placentario y
restos fetales obtenidos como material de descarte en
interrupciones voluntarias del embarazo (Falcon y cols., 2012; Joya
y cols., 2010).

1.3.3. 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: esta formado
por células del epitelio intestinal, mucopolisacaridos, liquido
amnidtico, sales biliares, lipidos y agua (Ostrea y cols., 1994b).

El meconio es una de las matrices alternativas con mas ventajas; 1)
informa sobre los toxicos a los cuales ha estado expuesto el feto, no
s6lo del consumo materno, 2) presenta una ventana de deteccién
bastante larga, ya que nos informa de las sustancias que han
llegado al feto durante los dos ultimos trimestres del embarazo, 3)
la recogida de la muestra es simple, nada invasiva y se puede
obtener en cantidad suficiente durante los 4-5 primeros dias
después del nacimiento y 4) las sustancias/metabolitos aparecen en
el meconio acumuladas en altas concentraciones, lo que facilita su
deteccion.

Se acepta generalmente que el meconio empieza a formarse a
partir de la semana 122 de gestacion, porque es en este momento
cuando empieza la deglucion del liquido amniético (Gareri y cols.,
2006) y continla durante toda la gestacion. Por lo general, el
meconio se acumula en el intestino del feto hasta el nacimiento. De
tal forma, que el meconio actla como reservorio de las sustancias
de abuso y sus metabolitos, que originalmente llegan a la sangre
fetal, se metabolizan, pasan al liquido amnidtico con la orina fetal y
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son digeridas. 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
gestacion (Bar-Oz y cols., 2003). De esta forma, el analisis de
meconio permite la deteccién del consumo activo o de la exposicién
pasiva de sustancias de abuso por la madre durante las ultimas 20
semanas de gestacion, y por lo tanto, aporta informacion acerca de
la exposicion fetal créonica a las mismas (Koren y cols., 2002; Lester
y cols., 2001; Levy y Koren, 1990; Gray, 2009).

En la misma linea, el analisis de drogas en meconio aporta mucha
mas informacion respecto a la exposicion cronica a sustancias de
abuso en contraposicién con el andlisis de orina neonatal, el suero
de sangre de cordon umbilical o el pelo neonatal, que informa de la
exposicion reciente (Ostrea y cols., 2008). Las sustancias de abuso
en meconio estadn presentes en el rango de ng a yg por gramo de
meconio. El meconio es una matriz no homogénea y compleja con
lo que la recuperacion de sustancias de abuso depende en buena
medida de la técnica de extraccion escogida. Se recomienda la
congelacién inmediata de la muestra de meconio momentos
después de la recogida con el fin de no degradar la eventual
presencia de drogas en dicha matriz. Habitualmente, las sustancias
en meconio se mantienen estables a una temperatura de -20°C
durante un periodo prolongado en el tiempo (Pichini y cols., 2004)
(tabla 3).

El meconio es especialmente Util en la evaluacién de la exposicién in
utero a sustancias de abuso (Pichini y cols., 2004). 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 posteriores
realizadas con metodologias mas sensibles y especificas se ha
demostrado que los metabolitos principales de las sustancias de
abuso suelen hallarse de forma predominante o incluso en muchos
casos de forma Unica en meconio. Por ejemplo, en el caso de la
COC, se detectan los metabolitos m- y p-OH-BE en detrimento de la
sustancia madre (Pichini y cols., 2005a) y en el caso del cannabis,
se obtiene principalmente THC-OH (EISohly y Feng y cols., 1998).
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Tabla 3. Revision bibliografica de las técnicas analiticas usadas para la deteccion de
las principales sustancias de abuso durante el embarazo en muestras de meconio.

Droga Rango de Método de Método de LOD/LOQ Referencia
concentracion (pg/g) extraccion deteccion (ng/mg)
CcocC: 0,1-0,78 SPE HPLC/GC/MS ND (Browne y
cols., 1992)
; COC: 0,24-0,78 SPE HPLC/GC/MS ND (Browne y
Cocaina NCOC: 0,1-0,56 cols., 1994)
BE: 0,04-1,9 SPE FPIA/GC/MS Cut-off: 0,1 (Rosengreny
Mg/mL cols., 1993)
LOD
6-MAM: 0-0,142 6-MAM: 0,0003  (Pichini y
Opiaceos MOR: 0-0,397 SPE LC/MS MOR: 0,0012 cols., 2003;
COD: 0-0,048 COD: 0,0012 Pichini y
M3G: 0-0,120 M3G: 0,0003 cols., 2005b)
M6G: 0-0,091 M6G: 0,0012
LOD (Stolk y
MET: 127-10.222 ng/g SPE FPIA/HPLC MET: 99 ng/g cols., 1997)
EDDP: 153-74.336 ng/g EDDP: 113 ng/g
Metadona
MET: 17-1.843 ng/g Lig-Liq FPIA- Cut-off: 300 (Vinner y
EDDP: 992-9.851 ng/g EMIT/GC/MS ng/g cols., 2003b)
LOD
THC: 5 ng/g
THC: 0-7 ng/g THC-OH: 10
Cannabis THC-OH: 0-929 ng/g Lig-Liq EMIT/GC/MS ng/g (ElSohly y
diTHC-OH: 0-68,6 ng/g diTHC-OH: 2., cols., 1999)
THC-COOH: 0-30,2 ng/g ng/g
THC-COOH: 2
ng/g
MDMA MDMA: 0,012 SPE LC/MS 0,001/0,004 (Pichini y
ng/g cols., 2004)

6-monoacetilmorfina (6-MAM); benzoilecgonina (BE); cocaina (COC); codeina (COD);
beta,11-dihidroxi- 9-tetrahydrocannabinol (di-THC-OH); 2-Etilideno-1,5-Dimetil-3,3-
Difenilpirrolidina (EDDP); cromatografia liquida de alta presion (HPLC);
inmunoensayo por deteccion de fluorescencia polarizada (FPIA); cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS); limite de deteccién (LOD);
limite de cuantificacion (LOQ); morfina-3-glucuronido (M3G); morfina-6-glucuronido
(M6G); metilendioximetanfetamina (MDMA); metadona (MET); morfina (MOR);
norcocaina (NCOC); no disponible (ND); extraccion en fase sdlida (SPE);
tetrahidrocannabinol (THC); acido carboxilico 11-nor-A9-tetrahydrocannabinol (THC-
COOH); 11-hidroxi-A9-tetrahydrocannabinol (THC-OH);Ensayo inmunoldgico
multiplicado por enzimas (EMIT); Inmunoensayo por deteccion de fluorescencia
polarizada (FPIA); cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC/MS).
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Sin embargo, una desventaja del analisis de meconio es la elevada
tasa de falsos positivos hallada en los métodos de deteccidon por
inmunoensayo. Las técnicas de inmunoensayo disefiadas para el
analisis en orina han sido modificadas para su uso en meconio y
muchos de estos métodos carecen de una rigurosa validacion del
proceso analitico y generalmente no existe una posterior
confirmacion del resultado. Por ejemplo, en el trabajo de Moore vy
colaboradores de 1995, en 535 muestras positivas por
inmunoensayo a metabolitos de THC, COC y opiaceos, tan sélo
confirmé mediante GC/MS del 56% a 59% de las muestras (Moore
y cols., 1995).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas de
cromatografia de gases que utilizando el meconio como matriz
permiten la deteccion de sustancias de abuso con mayor
sensibilidad y especificidad, por lo que los resultados obtenidos por
inmunoensayo deben ser confirmados por un método mas especifico
como GC/MS, LC/MS o MS/MS. EIl inconveniente es la complejidad,
asi como el coste de estas técnicas y el hecho de no estar
disponibles en todos los centros. Esto hace que estos analisis no se
realicen de forma rutinaria en todos los recién nacidos.

Se ha llevado a cabo la evaluacién de la exposicidon in utero a
diferentes sustancias de abuso mediante el analisis de meconio. Por
ejemplo, para el tabaco se han identificado NIC y sus metabolitos
en meconio y se ha hallado diferencias significativas 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 y cols., 1994a). Por otra
parte, el consumo materno de alcohol durante el embarazo es
alarmante en algunas poblaciones (Garcia-Algar y cols., 2008) y en
ocasiones produce FASD y los FAEEs han sido propuestos como
biomarcadores en meconio (Pichini y cols., 2008; Klein y cols.,
2000; Burd, 2008). La suma de las diferentes concentraciones de
FAEEs por encima del punto de corte de 2 nmol/g de meconio ha
sido propuesta como evidencia de consumo excesivo de alcohol
durante el embarazo (Chan y cols., 2003; Moore y cols., 2003).
Recientemente se ha descrito la presencia en meconio de EtG, un
biomarcador de exposicion cronica a etanol ya descrito en otras
matrices bioldgicas (Morini y cols., 2008).
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La prevalencia de exposicion fetal a sustancias de abuso se ha
podido determinar mediante el andlisis de meconio en diferentes
poblaciones. Recientemente, Garcia-Algar y colaboradores (Garcia-
Algar y cols., 2009) han presentado unos resultados de exposiciéon
fetal a drogas en una poblacién de bajo nivel econdmico de
Barcelona mostrando un 10,9% de positividad para cualquier droga
de abuso (COC, opiaceos, cannabis y AP), confirmando los
resultados preliminares (Pichini y cols., 2005b). Ademas, en la
misma poblacién de estudio se ha encontrado una elevada
exposicion gestacional a alcohol etilico (Garcia-Algar y cols., 2008).

1.3.4. Pelo

El pelo estd formado aproximadamente por un 65% a 95% de
proteinas, 1% a 9% de lipidos, pequenas cantidades de
oligoelementos, polisacaridos y agua. El foliculo piloso estd
recubierto por un rico sistema vascular envolvente que proporciona
el material necesario para el crecimiento del cabello (Pragst y
Balikova, 2006).

El cabello crece aproximadamente entre 0,6 y 1,4 cm por mes,
dependiendo del tipo de pelo y el lugar anatdmico en que se
encuentre (Balabanova y Wolf, 1989; Han y cols., 2005; Offidani y
cols., 1993). Lo que permite ampliar la ventana de deteccién hasta
meses o afios y proporcionar informacién de la exposicién a lo largo
de la gestacion (Eyler y cols., 2005; Huestis y Choo, 2002; Lozano
y cols., 2007b).

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 recogida del pelo de cuero cabelludo no
es posible. Sin embargo, hay que tener cuidado en la interpretacion
de las concentraciones halladas en estas muestras, ya que
diferentes estudios han encontrado diferencias en |las
concentraciones comparando el vello pubico o axilar con el del
cuero cabelludo (Han y cols., 2005; Offidani y cols., 1993). Estas
diferencias en las concentraciones de sustancias de abuso se
pueden explicar por la diferente tasa de crecimiento de los
diferentes tipos de vello y también por la mejor circulacion
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sanguinea y la mayor presencia de glandulas apocrinas en estas
regiones.

Se acepta que las sustancias de abuso se pueden incorporar al pelo
por 3 vias: 1) desde el torrente sanguineo en el proceso de
crecimiento del pelo; 2) desde el sudor y posterior recubrimiento
por el sebo, y 3) por la exposicién pasiva a las sustancias de abuso,
como por ejemplo, contacto con el humo o contaminacién del sudor
con el humo y posterior depdsito de éste en el sebo (Blank y
Kidwell, 1993).

La captaciéon de sustancias de abuso por el pelo depende
fundamentalmente de 3 factores: 1) la cantidad de melanina que
contiene el cabello; 2) el caracter lipdfilo de la sustancia y 3) el
caracter basico en que se encuentre dicha molécula. Se ha sugerido
que las sustancias de abuso se unen a la melanina, lo que explicaria
que las mayores concentraciones se alcancen en el pelo mas oscuro
(Mieczkowski y Kruger, 2007).

Figura 4. Mecanismo habitualmente utilizado para recoger muestras de pelo para
finalidades toxicoldgicas.
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Las muestras de cabello se suelen recoger de la zona posterior de la
cabeza, ya que en esta region es donde el pelo crece mas y de
forma mas uniforme, y donde existe el mayor numero de foliculos
pilosos activos. El pelo debe cortarse lo mas cerca posible al cuero
cabelludo con tijeras. Posteriormente, el pelo se fija en un soporte
de papel y hay que indicar la zona proximal (mas cercana al cuero
cabelludo) para poder llevar a cabo un analisis segmentario.
Después, la muestra se puede almacenar a temperatura ambiente y
protegida de la luz directa (figura 4).

Ademas el andlisis de pelo materno ha demostrado ser mas sensible
en comparacién con otras matrices con una ventana amplia de
exposicion como el meconio o el pelo neonatal (DiGregorio y cols.,
1994; Garcia-Boumissen y cols., 2007; Ostrea y cols., 2001).Las
sustancias de abuso pueden ser incorporadas y permanecer de
forma indefinida en el pelo (Kintz y Mangin, 1993), pudiendo ser
detectadas al cabo de afios después de la recogida (Pragst vy
Balikova, 2006). El pelo suele estar expuesto a diferentes agentes
que pueden afectar al analisis toxicoldgico como jabones, polvo, luz
solar o lluvia. De hecho, diferentes estudios han evaluado el efecto
de los tratamientos cosméticos en la estabilidad de las sustancias
de abuso en pelo (Martins y cols., 2008; Potsch y Skopp, 1996;
Yegles y cols., 2000).

Para minimizar el riesgo de la contaminacion ambiental del pelo se
recomienda que los procedimientos de andlisis toxicoldgico en pelo
incluyan previamente un proceso de lavado. Existen varios
procedimientos de descontaminacion de la muestra descritos en la
literatura que abarcan desde el uso de disolventes organicos,
tampones acuosos, agua y jabones hasta combinaciones de estos
(Eser y cols., 1997; Girod y Staub, 2000, Kintz y cols., 1995;
Schaffer y cols., 2002; Schaffer y cols., 2005; Skender y cols.,
2002; Tsanaclis y Wicks, 2008; Vilamor y cols., 2005).

Ademas, la SoHT recomienda la deteccion de las sustancias madres
y de los metabolitos derivados de las sustancias de abuso y la
determinacion de la relacion de proporcion entre ellos (SoHT,
2004). Puesto que la contaminacion ambiental no puede ser
totalmente eliminada, la deteccion de los metabolitos de la
sustancia (los procedentes del metabolismo enddgeno de la propia
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sustancia) son los Unicos que garantizan que la sustancia ha sido
consumida activamente. Esto es especialmente importante en
aquellas sustancias de abuso que pueden estar en el medio
ambiente debido a la forma en que se consumen como por ejemplo
el cannabis y la COC (SoHT, 2004).

La mayor ventaja practica que nos ofrece el analisis toxicolégico en
pelo respecto el analisis efectuado en orina o en sangre es la mayor
ventana de deteccion en el tiempo que nos ofrece (desde semanas
a meses, dependiendo de la longitud del mechén de pelo). La
evaluacion de la exposicidon crénica a sustancias de abuso se realiza
mediante el analisis segmentario del pelo. El pelo crece a un ritmo
aproximado de 1 cm por mes, con lo cual es posible asociar
patrones de distribucién de sustancias en el pasado teniendo en
cuenta la tasa de crecimiento del pelo. Ademas, las sustancias de
abuso son muy estables en la matriz queratinica durante largos
periodos de tiempo.

Otra ventaja del analisis toxicolégico del pelo respecto a la sangre o
la orina es el procedimiento de recogida de muestras debido a que:
1) es un procedimiento no invasivo y facil de realizar, 2) la muestra
no es facil de adulterar por dilucion con agua (como sucede con la
orina) y 3) en el caso en que exista un problema en el
procesamiento de la muestra (cambio, fallo en el envio, etc.), es
posible obtener una muestra idéntica. Este ultimo punto es de gran
importancia en toxicologia forense.

El analisis toxicolégico del pelo se ha aplicado en diferentes
escenarios, por ejemplo, la evaluaciéon del consumo de drogas en
poblacion general (Hartwig y cols., 2003; Jurado y cols., 1996;
Tsanaclis y Wicks, 2007), en poblaciones de estudiantes (Kidwell y
cols., 1997; Quintela y cols., 2000), en la renovacion de licencias de
conduccion (Riscossa y cols., 2000), en la evaluaciéon de la
exposicion intrauterina a sustancias de abuso (Koren y cols., 2002)
o con el fin de evaluar el cumplimiento de la terapia de sustitucion
del consumo de drogas de abuso (Kintz y cols., 1998).

Habitualmente, el estudio analitico toxicoldgico de pelo se inicia con
una técnica de cribado mediante inmunoensayo, seguida de una
confirmacidn con técnicas cromatograficas. En la tabla 4 se recogen
las principales técnicas que se han desarrollado para cuantificar las
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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 andlisis toxicoldgico en pelo,
debido a su mayor sensibilidad para determinar compuestos
termolabiles, aportando asi limites de deteccién y cuantificacion
cada vez mas bajos y ademas no requieren procesos que consumen
largos periodos de tiempo como la derivatizaciéon. Sin embargo,
antes del analisis cromatografico, los analitos deben ser extraidos
del interior de la matriz y concentrados en un disolvente compatible
con los instrumentos de analisis. 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, opiadceos y COC son los compuestos que mejor se extraen
utilizando una hidrdlisis acida leve, a fin de evitar la conversion de
la heroina o la 6-MAM a MOR o de la COC a BE (Girod y Staub,
2000). Por otro lado, los compuestos anfetaminicos o
cannabinoides pueden ser extraidos utilizando fuertes condiciones
alcalinas (Stanaszek y Piekoszewski, 2004; Quintela y cols., 2000;
Villamor y cols., 2005). Otros métodos de extraccion estan basados
en el uso de disolventes o tampones de extracciéon (Scheidweiler y
Huestis, 2004) o en extracciones enzimaticas (Vincent y cols.,
1999).

Estas técnicas analiticas aplicadas al andlisis de pelo tienen la
ventaja de presentar una elevada sensibilidad y selectividad,
alcanzando precisiones del 89% vy limites de deteccion en el rango
de los ng/mg a los pg/mg. Sin embargo, existen una serie de
inconvenientes que impiden erigir a esta matriz como Unica o
definitiva: el tratamiento y andlisis de la muestra es complejo,
costoso y no disponible en todos los centros.
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Tabla 4. 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.
Droga Rango de Método de Método de LOD/LOQ Referencia
concentracion extraccion deteccion (ng/mg)
(ng/9)
Pelo neonatal
BE: 0,71-2,47 Lig-Liq GC/MS LOD: 0,1 (Kintz y
Mangin,
1993)
BE: 0,72-5,44 Lig-Lig RIA LOD: 32 (Sallee y
cols., 1995)
BE: 0-5,44 Lig-Liq RIA/GC/MS LOD: 5 (Katikaneni y
cols., 2002)
Cocaina
COC: 2,5-4 Lig-Liq/SPE RIA/GC/MS Cut-off: 2 (Strano Rossi
y cols., 1998)
BE: 4,37+12,5 Lig-Liq RIA LOD: 0,25  (Ursittiy
cols., 1997)
COC: <2-83,5 ND FPIA/EMIT/ LOD: 1 (Pellegrini y
EME: 2-8 ND GC/MS LOQ: 2 cols., 2006)
Opiaceos MOR: 0,61-3,47 Lig-Liq GC/MS LOD: 0,1 (Kintz y
Mangin,
1993)
Anfetaminas AP: 1,21 Lig-Liq GC/MS LOD: 0,1 (Kintz y
Mangin,
1993)
Benzodiacepinas ND Lig-Liq EMIT/GC/MS LOD: 200 (Samperiz y
pg/mL cols., 1996)
Pelo materno
COC: 38+37,2 Lig-Lig RIA ND (Marques y
cols., 1993)
Cocaina BE: 0,8-2,3 Lig-Liq RIA ND (Potter y
cols., 1994)
BE: 2,38-23,7 Lig-Liq RIA/GC/MS LOD: 5 (Katikaneni y

cols., 2002)

Anfetamina (AP); benzoilecgonina (BE); cocaina (COC); ensayo inmunoldgico multiplicado por
enzimas (EMIT); inmunoensayo de fluorescencia polarizada (FPIA); cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); liquido (liq); limite de cuantificacion (LOQ); limite
de deteccién (LOD); morfina (MOR); no disponible (ND); radioinmunoensayo (RIA); extraccion
en fase sélida (SPE); ecgonina metil ester (EME)
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1.3.4.1. Pelo neonatal

El cabello neonatal es una matriz bioldgica capaz de informar acerca
de la exposicion acumulativa a sustancias de abuso durante el
ultimo trimestre de vida intrauterina (Klein y cols., 2000; Lozano y
cols., 2007b; Lozano y cols., 2007a; Marchei y cols., 2006; Pichini y
cols., 1996; Strano Rossi y cols., 1998; Ursiti y cols., 1997). En el
feto, el pelo del neonato comienza a crecer a partir del 5° 0 6° mes
del embarazo y presenta un crecimiento medio de 1 cm al mes. Se
requieren entre 20 y 50 mg de pelo para poder llevar a cabo la
deteccion de sustancias de abuso en esta matriz. Aunque la ventana
de deteccién del meconio es mayor, el pelo neonatal tiene la
ventaja de estar disponible durante 4 o 5 meses de la vida
postnatal (Bar-Oz y cols., 2003). Sin embargo, la muestra de
cabello que se puede obtener en los recién nacidos es a menudo
escasa ya que algunos recién nacidos carecen de pelo y en otros, a
pesar de que existe muestra, la cantidad es inferior a la requerida
para llevar a cabo la determinacion analitica adecuadamente y la
recogida en estos casos especiales puede ser considerada casi
invasiva. El principal inconveniente es que el crecimiento del pelo
fetal al final del embarazo no es uniforme en todos los casos.

La principal sustancia de abuso que se ha estudiado mediante el
pelo neonatal es la COC (Sallee y cols., 1995; Samperiz y cols.,
1996). Recientemente, se ha comparado el pelo neonatal con el
meconio para diagnosticar la exposicion prenatal a sustancias de
abuso (Bar-Oz y cols., 2003; Vinner y cols., 2003a; Vinner y cols.,
2003b) y el analisis de meconio obtuvo los mejores resultados para
predecir la exposicién prenatal a sustancias de abuso.

1.3.4.2. Pelo materno

El andlisis de pelo materno se ha considerado la matriz bioldgica de
referencia para evaluar la exposicidn crénica a sustancias de abuso
durante el embarazo ya que la recogida del cabello no es invasiva,
permite obtener una gran cantidad de muestra y proporciona
informacion respecto al consumo de drogas durante toda de
gestacion (cada centimetro desde el cuero cabelludo corresponde
retrospectivamente a un mes) (Eyler y cols., 2005; Marques y cols.,
1993; Potter y cols., 1994). No obstante hemos de considerar otra
serie de limitaciones. Diversos trabajos han puesto de manifiesto
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gue factores como el grado de hidratacién o el uso de cosméticos
capilares, especialmente los que emplean acidos o bases fuertes (la
decoloracién y la permanente), pueden dafiar la cuticula,
cambiando la estructura molecular de los pigmentos como la
melanina o incluso pueden llegar a degradar las moléculas
presentes (Lozano y cols., 2007b). Esto provoca una disminucion de
la concentracidon del analito a determinar, lo que puede inducir a
errores en la interpretacion de los resultados.

El pelo materno aporta una informacidon acerca de la exposicion
activa o pasiva de la madre, que corresponde a una estimacion
indirecta de la exposicion del feto. Las sustancias madre prevalecen
en el pelo por delante de los metabolitos y se encuentran en valores
de ng/mg de pelo.

1.3.5. Fluido oral

La saliva es el producto de excrecidn originado por las tres
glandulas salivales principales (parétida, submandibular vy
sublingual), un nimero importante de glandulas salivares menores,
la mucosa oral y las encias. Como la excrecion de este producto es
una mezcla de liquidos, el término “fluido oral” es mas adecuado. El
agua (99%) es el principal constituyente del fluido oral, ademas de
proteinas (enzimaticas y mucinas) y una pequena proporcién de
sales minerales. Su pH es de 6,8 en situacion de reposo, pero con el
aumento del flujo salival, se convierte en mas basico
(aproximandose al pH del plasma) (Crouch, 2005; Kintz y cols.,
2000). El volumen total producido por un adulto puede ser de 1.000
ml/dia, con un ritmo aproximado de 0,05 ml/min, aunque depende
del ritmo circadiano de cada individuo (Crouch, 2005).

La mayoria de sustancias de abuso se incorporan al fluido oral
mediante difusion pasiva generada por un gradiente de
concetraciones que depende de las caracteristicas fisicoquimicas de
cada clase de componente. Por lo tanto, las sustancias de abuso en
fluido oral estan representadas mayoritariamente por la fraccién no
ionizada de las mismas en plasma.

Existe una gran variedad de métodos de recogida de muestras de
fluido oral, aungque habitualmente se utilizan métodos mecanicos de
estimulacién de su formacién, como el acido citrico. Sin embargo, la
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estimulacion de saliva puede acarrear problemas que pueden
comprometer a la precision en el analisis de sustancias de abuso ya
que se puede alterar el pH y las concentraciones de las sustancias
de abuso (Crouch, 2005). Los dispositivos de recogida
comercializados consisten en un material absorbente que se
introduce en la boca del donante y posteriormente el fluido oral se
recupera por centrifugacién o presion.

Una de las ventajas que proporciona el analisis de saliva es que la
muestra se recoge mediante supervision directa. Ademas, las
sustancias de abuso que se ingieren o se administran de forma
fumada adquieren altas concentraciones en fluido oral al cabo de
pocos minutos u horas después de la ingesta. El analisis de fluido
oral es un instrumento de analisis utilizado para el control de la
monitorizacion farmacoldgica de diferentes farmacos (Quintela vy
cols., 2005), estudios farmacocinéticos (Drummer, 2005; Huestis y
Cone, 2004) y en la deteccion de sustancias de abuso en controles
de circulacion (Concheiro y cols., 2007; Kintz y cols., 2005; Samyn
y cols., 2002).

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 andlisis. Ademas, la
concentracion de sustancias de abuso depende directamente de las
concentraciones plasmaticas y éstas presentan una semivida corta y
se eliminan rapidamente del organismo, por lo que tan soélo son
detectables en fluido oral durante un corto periodo de tiempo,
siendo sélo de utilidad para aseverar el consumo en periodos cortos
previos a la recoleccion de la muestra pero en ningln caso para
demostrar un consumo prolongado en el tiempo, lo cual supone una
clara desventaja respecto a matrices como el pelo. La saliva
juntamente con la sangre son las matrices bioldgicas que ofrecen
una menor ventana de deteccién.

1.3.6. Leche materna

El principal motivo para investigar la presencia de sustancias de
abuso en leche materna es calcular la tasa de excrecién de
diferentes compuestos en este fluido y, como consecuencia, calcular
la dosis aproximada de ingesta de estos compuestos con la
lactancia (Atkinson y cols., 1998).
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Algunas sustancias de abuso (por ejemplo, COC, MOR, fenciclidina y
AP) son bases débiles y han sido halladas como productos de
excrecion de la leche materna, debido a su caracter acido respecto
al plasma (Pichini y cols., 1996; Pons y cols., 1994, Robieux y cols.,
1990; Steiner y cols., 1984; Winecker y cols., 2001). Ademas,
también se ha hallado la presencia de NIC, cafeina y arecolina, 3 de
las 4 sustancias psicoactivas mas consumidas en el mundo
(Pellegrini y cols., 2007).

1.3.7. Dientes

Recientemente, los dientes se han postulado como matriz bioldgica
en la que se pueden depositar sustancias exdgenas, en la pulpa o
en el tejido calcificado (Haustein y cols., 1994). Algunos autores
han podido identificar opiaceos (COD y MOR) y/o COC en dientes de
personas que habian fallecido como consecuencia de una sobredosis
(Cattaneo y cols., 2003). Estas evidencias apoyan el papel de los
dientes desde un punto de vista toxicoldégico. Por primera vez,
Pascual y colaboradores desarrollaron y validaron un procedimiento
para determinar NIC y su metabolito principal, COT, en dientes de
leche (Pascual y cols., 2003). Este método fue aplicado por Garcia-
Algar vy 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 y cols., 2003). Dichos resultados apoyan el
papel de los dientes como una prometedora herramienta no
invasiva para el seguimiento y la categorizacion de la exposicion
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 afos).

1.3.8. Sudor

El anadlisis del sudor materno implica la intervencion de diversos
mecanismos como la difusion pasiva y la migracién transdermal,
favorecido para sustancias liposolubles. Asi, los compuestos basicos
se acumulan en el sudor frente a la acumulacién sanguinea como
consecuencia de la diferencia de pH entre estos fluidos (Pichini y
cols., 1996). Por tanto, pese al caracter no invasivo de la técnica, el
sudor materno se ha descartado de cara a la determinacién de la
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exposicion fetal a sustancias de abuso, pues la metodologia conlleva
errores en la deteccidn.

En definitiva, no existe una matriz que nos permita la deteccién de
la exposicidon fetal a drogas durante toda la gestacién. No obstante,
el anadlisis de pelo materno o el cribado periédico de la orina, del
sudor, la saliva o la sangre materna podria utilizarse para
monitorizar la exposicidon a sustancias de abuso en el embarazo,
aunque por motivos econdmicos es una opcion inviable.

Independientemente de la matriz seleccionada, lo que ha sido
ampliamente demostrado es el paso transplacentario de estas
sustancias y de sus metabolitos hasta el compartimento fetal con
una accesibilidad variable en funcion de diversos factores, entre los
gue destacamos las caracteristicas estructurales y funcionales de la
placenta a lo largo del embarazo. Diversas variables personales
como el estado nutricional, la cantidad y numero de drogas
legales/ilegales que consume la madre o la falta de cuidado
prenatal y otros problemas de salud, la dosis y el momento de la
exposicion son factores cruciales para el analisis y la interpretacién
de los datos obtenidos.
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Justificacion y objetivos

La deteccién de la exposicion prenatal a sustancias de abuso es
fundamental para asegurar un adecuado seguimiento de los recién
nacidos y nifos afectados, debido a los posibles efectos
perjudiciales del consumo durante el embarazo. El cuestionario
materno no es una herramienta de cribado eficiente ni fiable y la
deteccion mediante matrices convencionales (sangre y orina)
presentan una ventana de deteccion estrecha. En los ultimos afios,
se ha descrito la utilidad de varias matrices como alternativas para
valorar esta exposicién y de esta manera poder detectar de manera
precoz el consumo materno. El uso de meconio y pelo han sido mas
estudiados, pero el empleo de la placenta como matriz para la
deteccion de la exposicion a toxicos se encuentra actualmente en
investigacion.

Objetivos

1. Conocer los diferentes métodos utilizados para la deteccién
de sustancias de abuso durante la gestacion en matrices
alternativas durante el tercer trimestre.

2. Investigar el uso de la placenta como matriz alternativa del
tercer trimestre para la deteccién del consumo de sustancias
de abuso durante la gestacion, estudiando los cambios
morfoldgicos producidos en la placenta ante la exposicion
prenatal a diversas drogas de abuso.

3. Comprobar Ila utilidad del pelo materno como matriz
biolégica alternativa durante la gestacién en comparacion
con el meconio.

4. Detectar los posibles efectos perjudiciales del consumo de
sustancias de abuso en los recién nacidos teniendo una
determinacion objetiva del consumo.

Justificacion de la unidad tematica de la tesis

La tesis se basa en la publicacion de 3 articulos relacionados
directamente con el titulo de la misma y con los objetivos de la
investigacion (la determinacién en matrices bioldgicas no
convencionales (o alternativas) de biomarcadores de exposicion
prenatal a sustancias de abuso y el analisis de marcadores de dafo
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placentario. Estos trabajos han sido aceptados para la presentacion
de la tesis por compendio de publicaciones.

En el primero de ellos [Joya X., Friguls B., Ortigosa S., Papaseit E.,
Martinez S. E., Manich A., Garcia-Algar O., Pacifici R., Vall 0.,
Pichini S. Determination of maternal-fetal biomarkers of prenatal
exposure to ethanol: A review. J Pharm Biomed Anal. 2012
Oct;69:209-22. PMID: 22300909] se realiza una revisién sobre la
metodologia utilizada en la determinacion de biomarcadores de
exposicion prenatal a alcohol.

En el segundo [Ortigosa S., Friguls B., Joya X., Martinez S.,
Marifioso M. L., Alameda F., Vall O., Garcia-Algar O. Feto-placental
morphological effects of prenatal exposure to drugs of abuse.
Reprod Toxicol. 2012 Aug,;34(1):73-9. PMID: 22525318] se utiliza
la placenta como matriz bioldgica alternativa del tercer trimestre,
donde se determinan los efectos morfoldgicos placentarios del
consumo de sustancias de abuso durante la gestacion y los posibles
efectos perjudiciales del consumo en el recién nacido.

En el tercero [Joya X., Gomez-Culebras M., Callejon A., Friguls B.,
Puig C., Ortigosa S., Morini L., Garcia-Algar O., Vall O. Cocaine use
during pregnancy assessed by hair analysis in a Canary Islands
cohort. BMC Pregnancy Childbirth. 2012 Jan 9;12:2. PMID:
22230295], se aplica la determinacion de biomarcadores a
sustancias de abuso en pelo materno (matriz bioldgica alternativa)
durante el tercer trimestre de gestacion, determinando la
prevalencia de exposicion prenatal a las mismas.
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Resumen

Los efectos perjudiciales producidos por la exposicion prenatal a
alcohol incluyen problemas fisicos, mentales, conductuales y/o de
aprendizaje que se incluyen en el término trastorno del espectro
alcohdlico fetal. La evaluacion objetiva de la exposicion a etanol
tanto prenatal como postnatal es esencial para una prevencién e
intervencion tempranas. Dado que las mujeres embarazadas
tienden a subestimar el consumo de alcohol a través de
cuestionarios, se han propuesto y evaluado una serie de
marcadores bioldgicos por su capacidad para identificar el consumo
de alcohol durante la gestacién. Estos biomarcadores incluyen
biomarcadores clasicos (aunque indirectos) de la patologia inducida
por el alcohol (VCM, GGT, AST y ALT), conjugados derivados del
acetaldehido vy, finalmente, los derivados del metabolismo no
oxidativo del etanol (FAEEs, EtG, EtS y PEth). Dado que el etanol y
el acetaldehido en si se detectan sdlo unas pocas horas después de
la ingesta de etanol en matrices convencionales, tales como sangre,
orina y sudor, sélo son Utiles para detectar la exposicidon de etanol
reciente. En los Ultimos afios, los metabolitos no oxidativos del
etanol han recibido una atencidon creciente a causa de su
especificidad y en algunos casos amplia ventana de tiempo de
deteccién en las matrices no convencionales de madres
embarazadas (saliva y pelo) y el recién nacido-feto (pelo neonatal,
meconio, placenta y cordédn umbilical). Este articulo revisa los
procedimientos bioanaliticos para la determinacion de estos
marcadores de consumo de etanol durante el embarazo vy
relacionados con la exposicion prenatal. Ademas, se presentan y
discuten las aplicaciones clinicas toxicolégicas de estos
procedimientos.
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care for their entire adulk Me, and the cost of the correctlons system
inchaling juvenile justice (6},

Currently, detection of prenatal akobol exposure s based on
maternal report, o suspicion of & based oa histocy [ bk of poe-
natal case, akoohol related life events, dbuse, and alcobol impained
driving infractions) Ustil know, the only toolks 1o obeain informa-
tion about prenstal slcobol expomire Bave bevn questionsuines and
Interviews of the mother [7). However, one of the major disad-
vantages of sell teports is that women tend 10 eaderreporn (he
amount and freguency of their akohol Intake and they aoe reluc.
tant to teveal gestational Akobol e, becaue the stigma snd fear
of punishment |8

Thus, due 10 the Gifficulty in assessing alcobol drisling
behaviour from an objective point of view, in the List decades 2

setand

sumber of blological markers comidensd Car mone reliable for doc-
umenting ethanol use have been introduced and validated. These
Dicmmarkets bnchude divect measurements of ot hanod and measuse-
ments of the products of cxidative and non cxklative ethanc!
metabolism (Fg. 1)
mmwwdlbﬂdcbmmhwlu

ethanol. The
anatytical peocedures ave summarized in Table 1,
2. Indirect matermal Momarkers

The clnical pacamseters wsed routinely for dagnosis of
chiomically high akobol wse are indieect murkers, uxch o

the Iver emrymes gamma ghotamyhramfesase (GOTL aspar
tate amisotransferase (AST) &Mm aminotransfetase (ALT),
mean (MCV), or carbolyds

Tow. molecular welght inditect markess, such as the plasma atio
of 5 ydsoxytrypropholl5- tndsoxyiadodylacetic ackd (S HTOLS-
HIAA) which chanpes with excessive ethanol use, Most of them are
measured in blood {serum or plasma) and are not suktable for any
other matrix such as hair, These indirect markers ame indicative of
chronk maternal akcohal use only.

2.0, Liver enuymes: GGT, AST and ALT

211 cer

2111 Relef description and Mistery. GGT s 4 ghycoprotein ensyme
siuated on the cell membrane in several tissues. Athough GGT &
produced kn many Uises, only the hepatic Boform s detectable in
serum. GGT s oneof the okdest blochemical tests for the detect iom of
excessive akohol use [9]. Clinically, it bus boen used for the assess -
ment of kver damuage. However, serum bevels of GGT may increase
n response 10 exposare (0 2 varety of drugs and akobol, These
fote, the use of CGT an 2 tool in seoeening for excessive alcobol use i
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g 1, Clauincaton of marben S shobol dae [66]

limited by its nonspecificity and aleo by its relat hvely low sessit vity.
Only 20-50% [10.11) of excessive drinkers in the geseral comms
nity have elevated levels. Moreover, GGT levels typically comelate
only moderatedy with alcobod use [10] and this marker does not
respond 10 2 single dose of alcobol.

2112 Deterssimation of GGT. The chessical reaction in which GGT
2ty a catadyst bs the teamfer of aglutamyl residue, linked through
gheamate’s gamma casboxylic acid 1o an amise of 10 anothey amiso
2, which acts as am acoeptos, A wide taege of compounds can
act 28 the gamma - ghutamyl donor or accepeor. Among the gamma

I conchasion, the use of GCT in screening for akcobol abuse in
pregaant women has poor sensitiviy, with, many Gise positive
teults, Neverthebess, it is interesting that GGT is higher in women
giving birth to babies with fetal akobol effects oc fetal akcobol syn-
drome. It is 1ot clear whethet he elevated GGT in high- risk mothers
of affected babies reflects simply higher akcobol intake, or a differ-
ent and moce harmful response to ethanol

202 ASTand ALT
2121 Brkef description and history. AST and ALT are elevated liver
inthe of akcobol abusers b hoohol is adirect

» xin. These enzymes catalyse the reversible tramsformation

ghatanyd donors the most significant natucal sub s belevedd
10 be ghatathione (gamms ghatammyd cymteimd ghycinel bat 2 range
of atificiadl substrates ave also acved om by GGT. The accepton
e amino ackls of peptides, with ghycylgiycine the most active
and commonly used example, mmunoassays and highly semkive
iethods bused on the fluotesceace, of certain compounds huve abo
been described e specialieed uses 19,12)

2100 Use of GGT Jor dlagments of gestational aboobel we. The low
seasiivity of GGT in detecting unsafe drinking In women does
not bend to 1t high rellability, I several grougs has prblished
results in this fiedd. The first stody of Larssom [17] sook the peoer
ally desicable approach of earolling all peegnam women attending

by akodol Similarly, Halmesmaki et al [14] secruited bigh-rak
women. Twenty- five women taking at keast 150g of akohol per
weel were d with 20 abmts I 13 of

of alphu- keto ackds into améso acids by transferring amino groups.
Their efimination ate i wpto 3 weeks, Like GOT, aminotrasafetases
are not increased by a single episode of excessive drinking [15)
Aminotransferases are even lkess seasitive than GGT inthe detection
of ive ethasol puioa |16}

2122 Determination of transamsinases. AST and ALT 200 typically

d by their catabyric activity [17]: both requine pyvidooal
5 phosphute (P5-F) for maxinmum activity, although the effiect of
P59 defickency on the activity of ALT Is greater than on the AST
5]

2128 Use of transaminases for of pestationad akoohel ase.
In pregrust womes, & common to fied decreased levels of AST and
ALT, 1ham, these ensymes are poot indicaton of abusive drioding
e 10 the low sensithy Ry, as shown by a study measuring several
ackers | 19), As with GOT, assisctransferases see often cedeted o

pregant
thd!mblnhhahchdlahnlhmml%‘fmm
in high-1isk mothers of unaffecoed babies, and even higher in the
mmdeWﬂnlhumm
cont

part of a battery of routine blochemical tests {204 Halmesma ki et 2k
[14] in the perviously mentioned study determined, in addicion to
GGY, abso the levels of transamsinases in the serum of the pregrant
women AST and ALT were increased in all alcobol abusing women
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st e stiady prowed (hat these Blomarkers are sof ogptimal for the
evadaation of chronk akobol use.

211 MoV

2101, Brief description and history, It hus been ksown for musy
yeats that the mean volume of the red blood cell (mean copuscu-
lar volome: MCV) s increasing with excessive akobol consumgtion
Caunbeg macrocytonts [21.22) Due 10 the losg balf-life of ped blood
celhe 170 days, any change, bn the Stinking pattern will be efiactad
In the MCV Jevels only after several months | 23] Similacly, s
tained and regular excessive drinking appears to be neaded to
produce elevated MOV levels The measurement of MOV can be
whmwhbuﬁtdvbna“mm
Meerkerk of al [24] in a general practice setting d

MOV in less tham 20% of excessive drinbers,

2132 Determisation of MOV, Thete is 4 wide range of methods
for MCY estimation It is 1outinely measured whenever a full blood
count s reguested. Automated cell counts ane more accusate Lhan
masual methods [25)

2L Use of MOV for dlagnis of pestational akehol use. Sarkols
et al. measured MCY in 18 heavy pregnant deinkers and conchaded
that it s an effickent blomarker for & e akobol
sumption |26].

-

214 an

2141 Brief description and Mstory. Transfervin is synthesiend and
secreted in the Bver, With a half §ife of 7- 10 days it acts as a casrier
for itom in the bloodstream, COT is 3 group of minor ofocms of
mnmm.mmamuuw
Ison 10 the major sok of this ghyo i CUT bs a el

new marker, which is, however, mwwuum
ing akcodol abuse due 10 its high specificity |77.28).

2142 Determination of CUT. Several methods or COT measure.
ment ate currestly availible, Previously, the most widely wsed
method expressed the concemration of COT s simple units (11}
whereas (n mose recent methods the results are given as a per-
centage of voeal transferrin (SCOTY The main advantage of the
Lacter appeoach s thae & takes into account the natucal variabil-
Ity = serumn tramfertin [20). To date. the most comesca CUT
measirement

of
wmcmummc- now be anabyred more
rapidly in a single step procedure. For better solation and quamif.-
cation, high pecformance liquid chromatography (HPLC) capiary
ehectinphotesis (CF) and sovlectri focuning {IEF) methods ste abio
avalabie [ 30.31) HPLC s currently comsiderad as a sultable candi-
date for a reference method |31}

214L Use of COT for Sagmonds of petational akoehied sve. The diag
nostic acoutacy of COT for detecting akobol abuse may be limited
In gwegnane women and shouk! be carefslly assessed In relation 1o
akobol consumption [32]. Keman et al fousd thae COT increases
duting pregsancy sugpesting the bk for Gilse-positive resadey
when CDT s used to detect chroak akobol dbuse in peegnant
women | 13 Recently, similar to other groups, flanchi et al [34),
demonstrated that the levels of COT are directly related 1o the
It of gestation and, in 2 legal conteat, s use a5 2 bomarker
for gestational akcobol wse may be limited.

Anatyse 69 (T2) XN 227 ns
22, 5 NTOUS 10

22.1. Brief description sl history
An altersative hiomarker focusing more on ecent moder -

eSO

(GTOL) |35} A widespread use of the 5 HTOL marker
han been hindered mainly by methodological problems, because
i normally ccours at kow comcentrations [35) In mutine chiaical
use, urisary 5 HTOL is rrported as a ratio 1o 5- pdrosyindohytace tic
Akl {5-HIAA) immaead of crestinine, because this practice compen-
satey for interferences from varkations in wrine ddution as well as
sesotonin turnover | ¥6).

222 Determbation of 5 HTOUS HIAA

The comman analtical appeoach for urisary measusement of 5-
HTOL and 5 HIAA hus been the employment of sepatate methods
for each compound: typkcally gas chromatogtaphny- mas spec-
trometry (GC-MS) for 5 HTOL and HPLC for 5 1A [35) A iecent
evaluation of a commescial enzyme linked (mmunasoshent assay
{ELISA) kit fof CTOL shownd prromising tesults sod offernd 3 viabie
Aternative o O£ ml)’llua-wd.m-ﬁmms
cal method & Jod. This by the recent
mdamwcw IS SPRCTIOMeT -
e (LC-MS) o nt of GTOL and
snm-mlmuammm.mw
method for quant ifying GTOL in ueine.

221 Useof 5 HIOUS JAA for diagmesis of pestationsd aloehel
-m“hmlmmdhmmwh
21 APAs
211 Brief description and history

Acetaldelypde s the main peadixy of exidative ethunol

metabolism. However acetaldelyde i raphdly converntad 1o acetate

by acetaldelyde dedydrogenase (ALDH) and & s a highly seac-
Live mokecude that tends (o bind to cellular compounds [40-42]. In
of

idestified: demogiobin, abumis and other serum
proveing, lipopecteing, tubulin, CYPS02E1 and red blood cell mem .-
mmmu““ in adducts (APAS)
have been suggested as promising mt«sdawm
APAs bave 2 longer hall life tham free acetaldetiyde and remaim hgh
In Bood for approximately a month after skcobol intake [43)

222 Deternshmation of APy

APAs have been detected in whole blood, senum, plasms and
other thsues using elther HMC or mmusological methodalo-
e HPLC coupled with fluorescence detection - known as the
“whole blood associated acetaldehyde assry” (WIAA) - has been
extensively used [4144). This assay is highly sgwcific, extromely
sesnitive 2l has excellent inter. and intza sy precision |45.46],
Moreover, the total nun time & about foar minutes, witkch allows
measuring & larpe numbes of samples in 2 Bested time. The suin
challenge for WIAA s ltx potent el 2o produce Eilve positives dus
10 the formation of acetaldetmle i blood after sample collection.
APAs have also been detected using variows astibodies
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2.11 u-qmna.-aqm-wu

d increased levels of APAs in chronic
Mlnﬂt"kmbmthmum
of heavy drinkers and ln abstinent volunteers after acute doses of
akcohol [44). HAA was detected in the blood of pregmant drinkers
with the highest concentrations in the mothers who subsequently
delivered infants with FASD [53,5¢)

3. Direct blomarkers

Direct alcobod markesy ase chemically derived from the ethasol
molecule and contain still the two carbon atoms of ethanol. These
ave ethanol iesell or metabolites of ethanol such as Lary ackd ethyt
estery (FAEEs) ethyl glucuroaide (EIC) or phosphaditylet hasol
(PEth) Concerniog ethuncl 2sell, it is usually messsred in breath
and blood, alchough to detect only very recemt single drinking
occasion and thus ineless (o vess pestational use and
consequent prenatal exposite 1o this teratogen |55)

1. Fatty acid ethyl esters (FALY)

11.1. Brief description and history
FAEEs are formed by the esterification of ethanol with feee
endogenoms Gty ackds and acyl CoAllatty ackls, The esterifica.

thases are found maindy in the liver and pancreas |56 The FARLD
group comsists of moee than 20 different compounds such as ethyl
Laurate (E12). ethyl myristate (E14), ethyd palmitate (E16) ethyt
palmitoleate (£36:1) etind stearate (E18) etind oleate (E18:1)
ethyl linoleate (E18:2), ethyd linoleneate (E15:3) ethyl arachi
donate (E20:4) and ethyl docosahexanoate (E22:6) The plasma
elimination of FALL has 2 two phase kinetic peofile with 2 primary
half-life of about 1 h and 4 terminal half-life of about 11 b, followed
by dastribution into tissues of ipdrolysis under the action of FAEE
hydrolases | 53], Because of the longes elimination phase,
FAEEs persist in blood at beast 24 hafter the Last et hamol intake | 59).

112, Determatmation of FALES kn maternal matrices

TALL cam be detected in several maternal matrices: blood, hair
and several tissues from different species afier maternal ethasol
consumgeion [60),

The methods used foc the amalyts of FALE from blood (sensm or
plasma) xte based on liguid extraction using 20 acetonen. hexane
mixture followed by solid phase extraction (SPE) on aminoprognd-
silica codumns [61-64). For quantitative determination GC-MS is
the preferied method because the low polar natuse of TALES makes
thes well suited Sor GC separation. Ethyl hegtadecanoate [£17.0)
Is used as intermal standard, The use of FAEEs as alcobol markers
in blood is Bmited 10 the detection of recent comsumption |62}
According to Bosucki and colleagues |65), FAEES in serum decrease
rapiddy within 29 h following ethanol intake (dose not available ).

On the other haund, the methodology t0 determinate FAELS in
hair i not the same as in plasmas andfor seram. The methods
reported for these two Latter matrices ave not sultable for hai sam-
ples because of imsuffickent sensitivity doe the smaller available
sammphe size [ 10-70 g hair) and Wigh chromatographic hackground
caused by other Bpids in the hair extract. The ssulysis of FAZEs in
halr uses headspace sold phase microextraction and GC-MS after
A wanbing procedure uslng o Deptase and extraction with a dyme
thil sulfoxide. n- heptane mixture, The sum of the concentration of
four FAEE [ E14:0, E16:0, EY8:0, E15:1) In hale samples gives 2 sensd
tivity of 905 and specificity of 90 with a curt -0l vakoe of 0.5 ng/eg
1664

Analysts €0 (012 X0 222

212 Useof FAEEs for dagnosts maternal consumption
Thete s no data with respect 1o FALLs levels in

I 4 population of peegmunt women. The levels of tocal FAEE con-
centration of E16, E15:0, E18:1 and EY8:2 in plasea of patients
with a history of c heonkc alcohol sbuse wese measured by Kaphalia
ot al. [67] The pepulation with a chronic akoohol abuse peese sted
signiicantly highes levels (mean value « 15.09 mg/L) than that the
group of patients with an acute history of akohol abuse [mesn
valkor = 425 mg/LATo dute, the best option for the evalusion of
chuonic alcobol use in pergrancy s the determination of FAEEs
In maternal hair, Prapt and Yegles [68] were the fiest 1o suggest
this possibility. Thedr study found a correlation between FAEL lev
el in hair samples and the amount of et hanol commimed eves aller
2 months of subsequent abstinence. Similarly, Kulaga and Koren
|69] documented the use of FAEEs hair test in parents at risk of
having chiklsen with FASD and quantified 1he peevalence of ako-
hol use in this population. From a total of 26 pregnant subjects
whose hairwas analyred for TATL 105 tested positive for excessive
drisking, with levels above 0.5 ng/my. Subsequently, years biter,
Kulaga et al [70] demonstrated that the mothers who were pos.
Itive for heavy cheonic alkcohol use had a threefold imcreased risk
oftesting positive for cocaime, However, Motini ot al [71] srported
that momitocing the leveds of FAEEs in hair of pregnant women &
not useful In detecting ethanol intake lowes than 30 giday. Mose-
over, susprisiagly, 3 low concentration of FALE: 0.06-0.37 sy/mg
{mean 017 ng/mg, n=17) has been Setected In the dair of strict
teetotaliers [ 72.73) Overall, the levels of FAEE detected in halrsam.
phes should be interpreted with caution since FAEE incorpotation
into hair may be inflaenced by inter- individaal differences in ako-
hol metabolism, of halr growth, activity of the sebum
glands, hair care o hair cossnetics [72,73)

214 Determination of FALEs in seomatal matrioes

The TAEEs E16:0, E18:0, E18:2, F15:3, £20:4 huve been suy-
graied as blomarkess in mecooksm [M4-76). The sum of these
FALEs with a cut-off of 2 mmolly or S0 ng/ig mecondam was recom -
mended a5 evidence of maternal dcohol uwe [68.57 ), Traditiosully,
all the meethods were based on the method described by Bernbardt
ot al [77). This method lavolves a Bgukd - liquid and SPE extraction
steps. Following extraction, FAEEs ate then detected and quanti-
fhed using GC coupled with either flame lonization detection (F1D)
OF mass spectrometry | MS) | 76, 78.79). The first method developed
based on Landem mass spectrometry was published by Beaser et al,
{90]. This method peowides 2 highly sensitive and specific indicacor
of maternal akohol use during pregnancy. In 2008, Hutson et al
1#1] introduced a novel technique to quamtify FAEEs in meconiusm
usitg SPME coupled with GC-MS. The sethod had & good tepro-
ducibility making it ideal for routine analysis of clinical samples
because & minimized manual labor, Bakidash et al. [52) optimized
and validated the method described previously by Hutson et al
[$1]. This method proved 1o be simple, robust, sensitive, and reli-
able in routine application. The small samgde amount of 50 mg wa
particularly inportant since bess than | g was collected in many
caves. I an effoat to optimize the utiity and cost-effectiveness of
FAEE analysts in meconium, Hutson et al. [87] developed an analyt.
Ical techrique that i e, accurate, Jod inexpensive, This method
peovides an optimal approach 1o detecting and quantifying FAEE in
meconkim that could be used in 3 universal

the previous methods such that it is moce cost effect ive, minimizes
manual Libor, and has improved detection Nmits.

LC-MSIMS methods huve the advantage of being mone specific
in simudanecusly quarntifysing several analytes in complex biologi-
cal matrices. The first method that wsed LC-MS/MS for quantifying
FAEEs in meconium was developed by Pichini et 2l [84)
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Ussing LC-MSUMS, Kwak et al. {85] developed 2 sobust method
ot the quantification of 9 difesent FAEES, The muajor advantapes
of the assay over the previounly published method [84] include 4
smaller amount of meconkam as the biological matrix a shortes run
time allowing high thioug hput anadysis, asmalier injection voluime,
and improved sensitivity,

215, Use of FAEEs flor fiagnenis presatal exposire 1o etfaanod

TALLs in meconkim have been establisbed in several stades an
biomarkers of fetal ethasol exposare during the second and the
thind trimesters of pregnancy [86], An Important finding for the
evaluation of gestational ethanol rexposure bs the Bt thar TALEs
do not cross the placenta into the fetal cleculation |87) but, siace
they can be d i fetal mutrices, must be produced is the
feties itself foomn the ethanol which crosses the placenta Sace it is
accumulbated in the fetal gut from about the 20th week of gestation
watll Mrth, it provides wide window of detection of ¢hroak expo-
suee 1o akohol, Howevet, the total weight of meconkum Increases
expooent lly from about 1 g in the 23-26 gestational weeks 10 5y
i the 27-12 weeks and finally 10 20-30g at birth |3}, Therefore,
;hn?itﬂlbw-luhlmm-lhlnlm

pregnancy.

Bearer ot al [74] reporind for the fitst time the wse of FAEEs
ot the amesament of fn utero ethancl exposiine, M the same [ime,
I 19949, Kiedm et al. [75] reported the peesence of FALL in meco
minsm from a newhoen ol a woman who acknowiedgad deinking beer

ahyw (9 (2017, X09-272 m

Acobol ue during their pregruancy. The FAEEs kevels exhibited high
inter-dndividual varlabiling

12 Eryd ghocurealde {£1G) e ethyl sslphate (E25)

221 Beief description and history
iyt glucuronide (B1G) and etiyt sulphate (EfS) ate both
direct misor nonaxkdative alcohol metabolites, G i formed by
bnwmhﬂhﬁnﬂxudwww
» v * (UGTs) wh ethyl sulph -m
by the tramsfer of 4 widpburk grosp fom ¥
5.

I22 Determination of FrG and £15 In maternal matrioes

The first snethods for the determination of BG i blood and
urine date back 1o the mi 19905 snd were based on GC-MS
lssmw-n.-aanmpwammﬂmun
am inopropyd and o " d lon
mm«u(m;mm-ﬂm method & able to neach 2
LLOQ of 017 mg/lL in seviem and 0,56 gL s wtioe, Other et hods,
with limited validation isolate the anabyte from the subst rate using
deproteinization of serum and evaporation. Nowadays, [C- MS/MS
& considerad the techaigue of choice. AR the methods
et 2000 describe the use of 1C-MSMS. Other methods for the
determisation of 116 that are not based on mass spectromet -
i detection, and therel vide less selectivity than the cnes

thiougho pregnancy. For the puarpose of discrimisating b
neonates with and without prenatal skcobol exposure. since FALEs
mary be originate from endogenous ethanol oc from ethanol traces
contalned s common foods, 4 cut off value for FAEEs in meco-
i had to be establisbed. Smalls amounts of FALL were found
I meconium of seonates without active maternad akobol con
sumption | 785 Moore et al [89] used the concemuation sum of
S FALLs for isterpretation and conchaled from theie results that 4
total FAEE comcentration above 10000 ng/y may indicate thae the
Sewborn has been exposed 1o shgiic ant amounts of alcohol during
pestation, In 1960, Deraul et al [90] tried 10 sssess the agreement
between maternal self repocted ethanol use and metabolies asso-
clated with ethanol intake wslog samgdes lrom an uban centert In
Hawail Susprisingly. there was 1o agreement between tepoctad
ethanal intake duriag the thind trimestes and detectad FAEL Bearer
et Al in 2005 [74) and Ostyea et al. | 76] demonstrated that E18:7
weas the biosmacker of high specificity fe peesatal exposure to ako-
Bol in newhom infanes, Similar results wese obtained by Petenon
and collaborators 191). Rased on 2l the stodies in this field, the
cut-ofl vatoe may inchade one specific FAEE (ot off: 50 pt/eng) or
several TAEEs (cut off: multigles of 50 pg'mg depending oo the
sumber of FAEEs inchaded )

Several stadies huve investgased the peevalence of presutal
exposure (0 akcohol i diffecent popudations. in 2008, Carerl ot oL
Mm—.‘thhhdl‘hﬂsmmwamm

of 682 k ples tested posi-
l)vebnbuluul poenatal ethaool exposute, In the same yoat,
Garcka Algar et ak hightghted 453 ethunol ime during pregrancy
I 2 low sociosconomic status cohort from Barce boma (Spaln) Sim-
Watly, Hutson et al [93] stusdind the prenseal alcohol exposste in
Moatevideo (Unipaay) Forry four percent of meconiam samgées
were abowe the posicive cut-off for FAEEs and tepresent the new.
borns with risky peesatal exposure Sutiag the final two trimesteny
of pregmancy |93} Ancther study on a cohort from South Amer.
kca was dooe by Roehsig ot al [91] This suthor determined the
lewels of FAEEs in 6] meconium sampies from Sao Paulo [Bearil)
The smull sample amount of S0 myg taken Into anadysis proved to
be particularly important since less than 1 g was collected in many
caves, Kwak ot al [55] screened 51 pragrant women who repoeted

mentioned 5o fag, duve been published, F1G was determined in
urine by pulsed elect rochemical detection (PED) 108, The possibil-
Ry of detecting Lr(: by an lmmunochemical screening proceduse
Bas also been nvestigaed [100). Zimmer et al. [101] weee the
fiext in detecting DG by CLSA using polyclonal antibodies. More
pecently, an mmunoassay based on a monoclonal aatibody for
determination of the F2G concentyation i ugine samgpiles hus boen
evaluated

G In serumn has also been detecind by CE In serum samples
(102} bn this case, CEwith LIV Setection provided an adeguase LOD
(OV047 gyl ) without 1he need for analyte extraction, CF-LUV was
Ao used for the determination of [xS in ucine samples [103). The
method was fully vakdated and also cross-validased with that of
Wicker et al [104).

The methods traduionally used foe E1G analysis in halr are based
00 GC-MS and LC-MS/AS | 105- 108 ) Uing this technigue, detec-
tion Nenes of 2pgimy and 50 pg/mg have been establinbed for
GC-MS and LE-MS, respectively |S6). In contrast to blological flu-
s and tsoes where LC-MS methods Lugely prevail, especlally
since 2000, for the determination of G in hair there ate moee
GC-MS methods than LC-MS onex. This appears 1o be doe to the
solkd nature of the hair matrix that requires the analyte to be iso-
e froms (he substzate even when wing LC for separation. G
can be rasily extracted from the keeatinic matsix wsing an alka-
line aqueous solution. However, probably owing to the Labilry of
glocuronides 2 non newtral pH. haie samples aways have been
incubated in distilled water with the help of an wirasonic bath,
and (n acouple of cases a mixture of water and organi solvent was
ted, Theew LC-MS/MS methods huve been published so Lar for BrG
in hair, In 2010, Tarcomnios of 4l [100] developed and validated
a new method for the analysss of DG ia kair using only 25 mg of
Bl with minimal sample peepataion starting fiom the validated
method for E1G analysis ks seconiim, The LLOQ of 20 pgimg was
n the range of the results obtained with LC-MSMS 1051100 11),
Moceover., the obtained LLOQ is s agreement with the cut-off con.
centration (30 pe/mg ) stated in the Consenms of the Society of Hair
Testing (SolT) on hair testing for chioak excessive alcohol use
[na
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123 Use of E1G and E1S for dagmonts matermal corssrsgtion

During the past decade, dmmlhtunpmunt:olumlnd
mutersal akcobol
comes, £1G and ExS im different
been proposed as maternal biomarkers of ethasol intake (Blood,
wrise and matermal hairk

The maximam concentrations of G and 1S in blood are
reached 2-1.5h after ethasol peal and are detectable upto 4-8h
after ethanol elimisation (117,114}

I wirine, E2G isdetectable between 1 1 - up 1o Sdays after etbanol
imtake [ 115) E1S has 2 shoter detection peciod in urine (upto 30 h
after alcobol ingestion) | 116). Thes, £1G and xS ase considered sen-
sitive uimaty akohol bicenarkets thut cas be exceetnd in utioe foc
prolonged of time compared o ethanol excretion in urine
[117], In this costess, it is important to remember the possibility
of llse pegat ive resuks in pregnam pathests due to the Inpdsolysis
of ExG by £ coll in puthents with urinary tract infections, which ae
pariculaely commen among pregrant women | 1181 At this time,
there & only one study, by Blanchi et al [ ). where the leveds of
00 in serum and urine of 64 pregnant women were determined by
immumoassay. All the samgples were negat ive for TG0

EIG determination in haie, it sy be possidle to discriminate
between teetotalers, soclal drinkers, and heavy drinkers. £2G con-
centrations below the imit of quantification may indicate weak
sockal deiekers of teetotalers, bag do not completely exchade akobol
abuse. Yegles et al. [106] peoposed the peeliminary ou
oﬁm“-lls.(mtlnbummq‘mtwu
and 25 pyfeg for social drinkess and for heavy deinkers they pro-
poned 2 Ciee > 25 pimg.

E1G testiog in maternal halr samples was not pecformed until
2008, = a pilot study [119] in Sweden indicating that screening
for ©1G in paraliel with FAEEs can ientify more potential akobol
consumers among peegaant women than the AUDIT guestionnaine
alone, bex the sermitivity of this test i pregnast women hus not
been established. Lately, Moriod of al [71) measared E3G in mates -
nal hatr by am LC-MSMS previously published metbod | 110). They
concluded that B2G in masernal hair is not 2 good predictor of ges-
tational akobol use due to ks Impossibility to diagnose an ethanol
intake lower than 10 giday,

324 Deternsination of DG and £1S i neonatal matrices

I addiion 1o FASES testing in mseconism and the purpose of dis-
criminating between heavy maternal ethanol use, occasional use
of no use at Al the determination of E1G and XS s meconium
was progosed a5 alternative blomarker. In 2008, for the Sz time,
Morini et ol validated 4 method based on 1C-MSMS with post-
column addition of acetonittile for the meanstement of B1G and
£1S In meconium [120)

I this contexs, BIG screening in meconinun was groposed as
a simgile, low-cost and easy to- pesform inmusoassay in contrast
to the 7 FAEEs whilst DI, coomiderad 4 more specific biomarker,
Increases the accuracy of the imerpretation and belps to avold
Galse positive and false negative resuks. Recently, in 2010 Tar.
comuicy ot al [109] developed and valilated 2 new ydophilic
imteraction liquid cheomatography -tandem mass spectrometry
[HILIC-MSIMS) method for the analysis of £1G in mecossium and
the pesudts were consistent with previously published ones. fak -
dash et al [82] validated a headspace solid phase microext ractlon
[HS-SPME) method b combiaution with CC-MS foe B2G asalysis

125 Use of TG and FES for dagnonds pronatal expenire to
ethaned

Pichini et al condocted several stuadies for amessed gestational
wthanol exposiure in two Meditercanean cobon (Reggio Emilla and
Barcelona ) On the ome hund, they did not find £2G and ExS correls-
tion with tocal FAEEs concest ration is meconium, athough G, E1S

76

cormelated well with ety steasate, £1G with ethy! palmitcleste, and
S with ethyl Mummulwnummm
hund, E1G values discriminated b d pos-
thve (FAEEs > 2 nmolg) and neygative [ FAEEs <2 nmol/g) confirm ey
A good qualitative cotrelation betwwen BIG and B1S [121,122)
Furthermore, positive cut-off of 2.0nmolg for BIC yielded the
best seoskivity and specificity to discriminate for truoe presatal
exposure 1o ethano! [122). Bakdash ot al. |52 in 602 meconium
samples, found 97 {16.7%) with detectable G at concentcations
betwern LOD and 10,200 ng'g with cee cutler of $2.000 ngfy
[FAKE 10500 ngfg) On the basis of the above reported cut.offs
A 2011 pllot study, carried out by Pichind et al in 7 neonatology
wards along the lallsn peninsuls, showed an overall prevalence
of newborns peesatally exposed 1o matermal ethanol of 7.9% with
;u?edwmhnmtnmmwhlm
123

Recently, for first time, Morind et ak [124] had kentified DG and
E1S in placental and fetal tissues obtained from women undengo-
ing vohuntary termination of pregnancy I?wuhdmb-.
35 placentas and 35 frtal thsue ok
mdmyyu«wmawchmwm-tu
tandem mass spectiometry (1C-MS/MS) system coafirming (he

of testing for both metabolites to evalaate akcohol use

in mothers at the beginming of the pregnancy.

L1 Phosphatidyfethanol (i)

TR1 Nrief description and history

The PEth compeives 2 group of ethanol derived phospholipids
that hawe a common phosphoethano! head group omo which 2
Latty ackd mobetihes are attached. PELY is formsed from phosphatidyd:
choline [FC) in cell membranes by a transphosphatidylacion
reaction catalyzed by phospholipase D [125,126) Phospholipuse
D socmally dydeolyses PC into phosphatidic ack! (FA) and choline,
but because the affinity for ethanol is >1000.fold higher than for
water, PEth is formed at the expense of PA when ethanol is peesent
[126-178). Because PELh is specifically formed (n the presence of
ethanol and it has a4 long ball-life Sve to s slow degradation tate
[ 129,130, & has bern suggested that PECh could potent ially be used
as a marker of ethanol use, Indeed, PEth hasa mean kalf life of sbowt
4 days In blood of akobolics, and it was still measutable aket up to
2 weelks of sobriety [131)

132 Determination of PEth in maternal matrices

Several asulytical spproaches have been utilioed so far for
Guastilying PEth in blood asd other biological matrices and tis-
sues: TIC [129), 1C coupled to ESI - [132,133] or TOF - MS
[ 134}, LC coupled 1o an evapocat ive Rt -scactering desectoe (E1SD)
[130,032,135), nom-agquecess capillary electiophosests [NACE) with
conventional UV detection [136] and NACE system coupled with
an online ESEMS [137], The List mentioned method has proved
to be sensitive and accucate, currently being the most utiliaed
one,

ES 8 wdrmkuwclmm-’

The finding that PErh can be detected at even 1520 days
alter Lz alcobol intake, siggiests that Fith could prove & uselul
biomarker for retrospective detection of akcobol wse dusing the
first weeks of peegnancy when womnen muay not even be aware of
their pregnancy. However, to date these are no published stud-
ks Ia this area except the study from Stewant and co workers
which demonstrates 1hat PEXh is 2 highly sensitive indicator of
moderate and beavy alcobol use in women of reproductive age
[ 135} No stiadies have been conducted with neosatal matrices so
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4. Comclusions and perspectives

The fetal neonatal and maternal matrices are, to diffesent
extent, repositoches of substances, among them ethunol asd iy
bomarkers to which the fetus is exposed Inutero,

Thetelote 1he accistate of fetal oxp 10 ethunol
theough the use of these objective blomarkers, could be of major

rect maternal biomarkers ase only isdicative of chronic matermal
alcobol wwe and can be upecific and aSlectad by masy plyvio-
logical and pathological states other than ethasol consumption,
direct blomashers are highly specific especlally when measured in
walmmlmﬁm:&.lbml

toeth mu T ubuuhmm
In this beainable, and
Sives information abosst mbwlhmulw
trimester of the pregnancy. Conversely, neonatal hair. formed inthe
Last trimester, i 2 valued matrix to measaie exposare (n the Liter
age of pregrancy: however, in some newborms #t s not available

ol

4] EL Abet, Prowwnting of shonlied dane relitnd
wttorn, Abcodwd Aleubol X1 (1841106

Allen, M. Alto, Dove srponne of
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n :IMHLHI @

P R

L mm-‘mdhﬁ-—nmm

with ofer. A | Tpetemmiol 146 (1957 1018 W04
(L&} KII-‘-.IO.-L WM

in sufficient amounts. Regarding the blomarkers to be m d
FALEs tenting in meconkam and hait & presenmtly the mont wed
tool to estimate the inckdence of prenatal exposure to ethanol as i
has high sensitivity and specificity. Comversely, the other suggpested
metabolite, G, s fifteen years younger than FAEEs, and a lot of the
dats existing for FAEES bs missing for ErG. Nonethefess, in

m:uumwmmmwm
[15] MS Bovyen JA Onstiar |

to FAEEs, which are seven diffevent compounds measurable only
by chrossatographic methods couplad (0 mass spectrometry BIG
s Just one molecule which at moment s also measured by chio-
matographic assay and mass spectrometric detection, but & could
be potentially screened eg. in meconium samples by 2 simple, low
©oRt, easy (o perform immunoassay, currently available for urine
samphes, which cas be soutinely applied in nsonacology wands for
an early dlagnosts of prenatal exposure (o ethasol |123).

Using objective biomarkens in a wide variety of smatrices alivady
in the prenatal petiod has been 2 tremendous step (0 assessing the
deleterious effects of poenatal akobol Evaluation of pre
uﬂwmuﬂl&nﬂMnumhnumdm
since sampling may be challenging

Ideally, as many matrices o possible should be sampled to
cbtain an accurate phcrune of exposure in the eative prenatal period.
Further research s newded using Liege scale prospective stixd.
bes involving pregnant women and thelr neonates with detalled
gestational drisking Naroty to establah 4 defiaitive quanticat ive
theeshold for the scorening test and 10 correlate distinct drinking
Behaviours with different test resules. Because of the et hical hsues
imvolved In conducting such trials, the existing and feure blokogl-
cal markers in Jileornt matrices in childoen of all age grougs will
play a major role in addressing these issues,
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Resumen

Introduccién. El objetivo del estudio fue conocer los cambios
morfoldgicos en la unidad feto-placentaria debidos a la exposicion
prenatal a drogas de abuso.

Metodologia. Un estudio histomorfométrico ciego se realizé con 225
placentas. En base al analisis de meconio, los recién nacidos fueron
clasificados como expuestos y no expuestos a opiaceos, COC,
cannabis o alcohol. Para establecer la exposicion prenatal al tabaco,
se analizé COT en sangre del cordéon umbilical.

Resultados. No se observaron diferencias significativas a nivel
macroscépico. A nivel microscépico se observé una red