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INTRODUCCION

En los tltimos anos, debido al aumento en el consumo de
drogas en Latinoamérica y en particular en México,V) ha
habido mucho interés en detectar a consumidores, en es-
pecial en escuelas, universidades y dreas de trabajo median-
te pruebas rdpidas en orina. En las Américas, la prevalen-
cia del consumo de cualquier droga ilicita en la poblacién
escolar es significativamente alta, en particular en Estados
Unidos, Canada, Panama, Barbados, Guyana y Brasil. Pa-
ra darnos cuenta de la magnitud del problema, la Comi-
sién Internacional para el Control del Abuso de Drogas
(CICAD) estima que en el mundo, el 4.7% de la poblacién
entre 15 y 64 anos consume drogas.?

Es muy frecuente encontrar en el mercado una gran
variedad de pruebas para detectar drogas de abuso en ori-
na, que son empleadas sin un criterio analitico.

Estas pruebas incluso, en algunos reglamentos, las han
validado; como ejemplo estd el Reglamento de la Ley Or-
ganica de la Procuraduria General de Justicia del Estado de
Baja California, México, en donde se adoptan oficialmente
un método inmunocromatografico de una etapa, haciendo
referencia a una marca comercial, sin considerar otras op-
ciones.®)

Por otra parte, es frecuente que los laboratorios priva-
dos o asistenciales ofrezcan pruebas para “doping” como
un panel de pruebas para detectar drogas psicotrépicas. Las
pruebas de laboratorio que se emplean para detectar el do-
paje definidas por la agencia mundial antidopaje WADA
son muy diversas y no solo incluyen algunas psicotrépi-
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RESUMEN
Se hace una revisién sobre las pruebas para detectar drogas
de abuso en orina, la evolucidn de los puntos de corte, la sen-
sibilidad de los inmunoensayos, el tipo de anticuerpos que se
emplean en estos anélisis, y los adulterantes mas comunes
que se usan para enmascarar una prueba positiva.
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zado. Agentes adulterantes.

cas. Entre los analitos que se miden en los paneles de “do-
ping” estdn estimulantes, narcéticos, canabinoides, anab6-
licos y hormonas, entre otros;* esto quiere decir, que entre
los profesionistas no tenemos una identificacién clara de
los conceptos. Dopar significa “administrar firmacos o sus-
tancias estimulantes para potenciar artificialmente el ren-
dimiento del organismo con fines competitivos”® En sen-
tido estricto, este término solo se emplea para referirse a la
administraciéon de una droga al organismo, antes o durante
una prueba deportiva, mientras que drogar se refiere a “ad-
ministrar una droga” o “hacer uso de las drogas en su per-
sona, casi siempre con fines deprimentes, alucinantes e ili-
citos™;(® con el término “Pruebas de doping” nos estamos
refiriendo a un panel muy grande que se aplica solamente
en pruebas deportivas. Hay una confusion en los términos;
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cuando se ofrecen pruebas para identificar dopaje, solo se
reportan los resultados de algunos psicotrépicos en orina.

La identificacién de drogas de abuso en muestras de
orina tiene diferentes fines, entre los mds importantes es-
tdn: 1) como prueba de tamizado para la identificacién de
consumidores, con objeto de llevarlos a tratamiento; 2) en
programas de “orinas limpias”; 3) como tamizado en la se-
leccién de personal; 4) en protocolos de intoxicacion; 5)
para control de recién nacidos de padres consumidores; 6)
posterior a dafos a terceros, y 7) control en la libertad con-
dicional, en algunos paises.

METODOS PARA IDENTIFICAR
DROGAS DE ABUSO EN ORINA

Los métodos de tamizado mds comunes que se emplean pa-
ra detectar drogas de abuso y doping son: Inmunoensayo
enzimatico (EIA), Radioinmunoensayo (RIA), Inmunoen-
sayo de polarizacion de fluorescencia (FPIA), Cromatogra-
fia en capa fina (TLC), Inhibicién de aglutinacién de latex,
EMIT (enzyme multiplied immunoassay technique), e In-
munocromatografia.

Entre los métodos més frecuentes para confirmar las
pruebas presuntivas positivas estin: Cromatografia de gas/
espectrometria de masas (CGM), Cromatografia liquida
(HPLC) y Electroforesis capilar.

Cualquiera de los métodos que estén disponibles en el
mercado deben contener caracteristicas propias de los reac-
tivos y procedimientos: a) sensibilidad analitica, que corres-
ponde a la menor concentracién de la droga o metaboli-
to de la droga que produce una respuesta distinguible del
blanco, o limite minimo de deteccién; b) punto de corte, se
refiere al limite que distingue una prueba presuntiva posi-
tiva de una negativa; c) la especificidad analitica o capaci-
dad del método de determinar exclusivamente una droga,
el metabolito de la droga, y la reaccién cruzada con otras
drogas; d) la interferencia con otros compuestos; e) la pre-
cision o la capacidad de la prueba para producir el mismo
valor durante mediciones repetidas; y f) estudios compara-
tivos con otra metodologia de referencia como cromatogra-
fia de gas/espectrometria de masas.

En relacién a los falsos positivos y falsos negativos, ca-
be senalar que la baja especificidad de los inmunoensayos
en la deteccién de drogas de abuso tienen algunas caracte-
risticas deseables, la reaccién cruzada entre miembros del
mismo grupo de drogas es esencial para las pruebas de ta-
mizado, sin embargo la reaccién cruzada con otros grupos
de drogas pueden causar problemas de especificidad.”)

Entre las drogas que en inmunoensayos dan reaccién
cruzada con miembros de varios tipos de drogas esta el me-
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tronidazol. La doxilamina, la rifampicina y la amitriptilina
interfieren con opidceos; la ranitidina y el clobenzorex in-
terfiere con anfetaminas; la efedrina, pseudoefedrina y se-
legilina con la metanfetamina. La cuantificacién de meta-
dona interfiere la difenhidramina, doxilamina, verapamil y
sertralina.(®)

Dependiendo del analito ensayado, del método y de los
reactivos empleados se pueden reportar falsos positivos y
falsos negativos. EMIT y FPIA dan falsos positivos entre
0.2 a 2.5% y falsos negativos entre 2.4 a 40.8%; el porcenta-
je mds alto de falsos negativos se ha reportado en la medi-
cién de tetrahidrocanabinol (THC). Con radioinmunoen-
sayo (RIA) se reporta entre 0.1 a 4.1% de falsos positivos;
con este método el porcentaje mds alto de falsos positivos
estd asociado a la medicién cocaina.

Los falsos negativos para RIA estdn en el orden de 5.8
a 37.1% correspondiendo los mds altos a la medicién de
THC. Por otra parte, con el método cldsico de TLC se re-
porta de 0.3 a 3.1% de falsos positivos y de 52 a 92% de fal-
sos negativos.

En relacién a las pruebas rdpidas de inmunocroma-
tografia, es necesario que su interpretacién se dé con pre-
caucion debido a que los laboratorios que las fabrican re-
portan alta sensibilidad y especificidad; sin embargo en
estudios controlados, algunos investigadores han encontra-
do numerosas inexactitudes, en particular en anfetaminas
y opidceos.”®) Otros"'?) han reportado problemas de exac-
titud para canabinoides entre 52 a 90%, para opidceos de
37 a 90%, para anfetaminas de 44 a 83%, y para cocaina de
72 a2 92%. Desde luego, estas pruebas tienen algunas venta-
jas sobre las demds, como es el tiempo, la rapidez en la ob-
tencion de resultados y que no se requiere una cadena de
custodia.(!!)

PUNTOS DE CORTE

Cuando por primera vez se establecieron puntos de corte
para valorar los resultados de las drogas de abuso, el interés
fue identificarlas sin producir resultados falsos positivos.

Los puntos de corte en inmunoensayos de metabolitos
de opidceos fueron de 300 pg/L, para metabolitos de ca-
nabinoides (THC) 100 wg/L, para metabolitos de cocaina
(BEG) 300 pwg/L, para anfetaminas 1 000 pg/L, para fenci-
clidina (PCP) 25 pg/L, y para benzodiacepinas 100 pg/L.(1?)
Mas tarde el valor de corte de canabinoides bajé a 50 pg/L,(1¥
y el de opidceos aument6 2 000 pg/L.(1%)

Conlos métodos cualitativos, la mayoria de las personas
que consumen dosis bajas no se les puede detectar en prue-
bas de orina, por lo que se requieren métodos mas sensibles
para detectarlos, vgr: el criterio para NIDA/SAMHSA para
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metabolitos de cocaina (BEG) es de 300 pg/L (300 ng/ml).
La norma para la comercializacién de los reactivos para
las placas de inmunocromatografia, es que detecten hasta
ese nivel del analito. Los jévenes después de un fin de sema-
na de consumo ligero se les pueden detectar niveles entre
90 a 200 pg/L. Por lo que si, empleamos placas de inmu-
nocromatografia para detectar cocaina (COC), con limi-
te de sensibilidad de 300 ng/ml, el resultado serd un fal-
so negativo.

Recientemente se han propuesto nuevos puntos de cor-
te por debajo de los establecidos por SAMHSA (Substance
Abuse and Mental Health Services Administration) con ob-
jeto de mejorar la deteccion de estas drogas. Para FPIA se ha
propuesto 250 wg/L en anfetaminas, 14 pg/L en THC, 72
en BEG, 76 en opidceos y 10 en PCP. Para EMIT 700 pg/L
en anfetaminas, 35 pg/L en THC, 60 pg/L en BEG, 76 pg/L
para opidceos, y 5 pg/L para PCP.(®

Con métodos con puntos de corte mds bajos, es reco-
mendable evaluar a poblaciones de jovenes, asi como tam-
bién a la poblacién pedidtrica que ha sido expuesta a la co-
caina, vgr: disminuyendo de 300 ug/L a 80 pg/L se reporta
en mds de 100% el aumento de muestras positivas, prove-
nientes de nifios expuestos a esta droga.'®) Para el empleo
de diferentes puntos de corte se hace necesario comparar
los diferentes métodos mediante ROC.(17)

ANTICUERPOS EN INMUNOENSAYOS
QUE DETECTAN DROGAS

En la identificacién de opidceos, cocaina, anfetamina o bar-
bituratos, la sensibilidad y especificidad varian dependien-
do del método, metabolito, tipos de anticuerpos monoclo-
nales o policlonales empleados, v si se hace amplificacién
con doble anticuerpo; asimismo, el punto de corte puede
variar, se reporta que puede disminuir a 5 pg/L en el ca-
so de la morfina, 50 pug/L para la cocaina y sus metabolitos,
25 ng/L para anfetaminas y sus metabolitos, y 50 pg/L pa-
ra barbituratos.(1®)

La ventana de detectabilidad de las drogas en orina va-
ria dependiendo del tipo de droga, condicién fisica del in-
dividuo, estado de hidratacién y balance de fluidos, ruta de
ingestion de la droga, cantidad de droga usada, y frecuen-
cia de uso.!"”

Anfetaminas. La mayoria de los anticuerpos emplea-
dos en los inmunoensayos van dirigidos contra la d-anfeta-
mina. La sensibilidad de estos inmunoensayos depende del
método y tipo de anticuerpo,?*?V) y a su vez estos anticuer-
pos dependen del método de purificacion de los mismos.??
Estos ensayos pueden detectar por reacciéon cruzada l-anfe-
tamina, d-1 anfetamina, d-metanfetamina, 4-cloro-anfeta-
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mina, y algunos otros compuestos con estructuras simila-
resa MDA (3,4-methylenedioxyamphetamine), y a MDMA
(3,4-methylenedioxymethamphetamine). La anfetamina se
detecta en orina en un periodo de 1 a 4 dias. Cuando el con-
sumo de anfetaminicos es crénico se puede detectar du-
rante varias semanas. También se han desarrollado anti-
cuerpos monoclonales para detectar metanfetaminas, estos
anticuerpos van dirigidos contra epitopes en donde el hi-
droxilo del carbono de la cadena lateral y el anillo arométi-
co juegan un papel importante.(>>2%

Cocaina y metabolitos. La mayoria de los anticuerpos
empleados en los inmunoensayos son de tipo policlonal,
y van dirigidos a benzoilecgonina y detectan por reacciéon
cruzada, entre otros a cocaina y ecgonina. Dependiendo del
consumo, y del método, estos detectan la benzoilecgonina
entre 2 a 3 dias. Después de aplicacién parenteral, se de-
tectan entre 3 a 6 horas postdosis. Poco se han empleado
los anticuerpos monoclonales para el diagnéstico, la mayo-
ria de estos anticuerpos se han desarrollando experimental-
mente para inmunoterapia.(2>20)

Opidceos. Los anticuerpos empleados en inmunoensa-
yos van dirigidos contra la morfina, detectan morfina, co-
deina, nalorfina e hidromorfona. Los opidceos se pueden
detectar de 2 a 4 dias después de la aplicacion. Se han em-
pleado inmunoensayos de inhibicién competitiva con frag-
mentos Fab de anticuerpos monoclonales con especificidad
a morfina, con objeto de aumentar la sensibilidad y estu-
diar el metabolismo de esta droga.?”” Cuando se emplean
anticuerpos monoclonales en métodos diagnésticos, se ha
reportado una sensibilidad analitica de 100 pg/ml.?® Pa-
ra otros metabolitos como la buprenorfina la sensibilidad
analitica mediante radioinmunoensayo llega a 10 pg/ml.?*
Anticuerpos a morfina en los sujetos consumidores o en
trabajadores expuestos a opidceos o narcdticos pueden al-
terar los resultados de estas pruebas.031

Fenciclidina (PCP). Los anticuerpos empleados en in-
munoensayos van dirigidos a fenciclidina y detectan por
reaccion cruzada, entre otros, a 4-OH fenciclidina, ciclazo-
cina, dextrometorfano y prolintano. La determinacién de
fenciclidina se recomienda realizar en el lapso maximo de
1 a 2 semanas después del consumo de la droga. Los anti-
cuerpos monoclonales dirigidos a los derivados de fencicli-
dina se han disefiado para estudiar interacciones de la dro-
ga con sus receptores.3?)

Marihuana (THC). Los anticuerpos a THC en inmu-
noensayos van dirigidos contra el dcido 11-nor-delta-9-
THC-9-carboxilico, y detectan por reaccién cruzada entre
otros, a dcido 11-nor-delta-8THC-9 carboxilico, 11-OH-
delta-9-THCy canabinol. En orina estas drogas se detectan
entre 1 a 4 dias, en uso moderado de 2 a 10 dias y en uso
intenso de 4 a 6 semanas. La inhalacion pasiva da resulta-
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dos negativos. En el terreno de la biotecnologia de los anti-
cuerpos contra THC se han publicado algunos trabajos in-
teresantes sobre inmundgenos no canabinoides derivados
de benzapiran acoplados a tiroglobulina bovina, que indu-
cen una respuesta inmune celular con una amplia reactivi-
dad cruzada a metabolitos canabinoides.®? Por otra parte,
los investigadores de Syva han desarrollado anticuerpos an-
ticomplejo inmune a tetrahidrocanabinol, este anticuerpo
une al antiTHC en un epitope reconocido por un antiidio-
tipo, lo que favorece el aumento de la afinidad y especifici-
dad de este tipo de anticuerpos en los inmunoensayos.%
Estos dos ejemplos muestran que la induccién y el tipo de
anticuerpos producidos para emplearlos en los inmunoen-
sayos son de mayor importancia.

IDENTIFICACION DE ADULTERANTES

La validez de las pruebas para la identificacién de drogas de
abuso depende de la integridad de la orina, es decir, que no
se le adicione algtin adulterante o se modifique la muestra
mediante algin procedimiento fisico-quimico.

Los adulterantes se han empleado para invalidar la
identificacién de drogas de abuso en las pruebas de orina,
los hay de origen comercial y de origen casero.

Algunos de los mecanismos de interferencia para de-
tectar las drogas de abuso son: 1) por ingestiéon de drogas
“terapéuticas” como neurolépticos y anorexigenos; 2) por
dilucidn, ingesta de abundantes liquidos, y empleo de diu-
réticos, o dilucién externa de la orina; 3) por ingesta de pro-
ductos con principios quimicos similares a las drogas de
abuso, productos herbolarios (poppy seeds) o vitaminas; 4)
empleo de orina artificial u orina de otros sujetos; y 5) adi-
cién de sustancias a los tubos de pruebas.

Mediante una adecuada cadena de custodia se pueden
detectar algunos métodos de manipulacién como el inter-
cambio de orinas y la dilucién externa de la orina.(>3¢

Entre las pruebas que se efectian para identificar adul-
terantes estdn la medicion de creatinina urinaria, nitritos,
pH urinario, gravedad especifica, e identificacién de gluta-
raldeido, blanqueadores (lejia), cromatos/clorocromato de
piridino, yoduros y peroxido/peroxidasas.

CREATININA, NITRITOS, PH,
Y GRAVEDAD ESPECIFICA

El método mas comun de adulterar las muestra de orina es
por dilucién, en particular la dilucién se ha empleado para
alterar las pruebas después del consumo de THC y cocai-
na. La dilucién de la orina se ha reportado hasta en un 86%
de cas0s.1*37) Para diluir la orina se emplea té en cdpsulas

22

o liquidos con productos naturales, o por la ingesta excesi-
va de agua; también se han empleado diuréticos combina-
dos con vitaminas y creatina, para simular una concentra-
cion adecuada de creatinina.®)

La creatinina en orina en sujetos sanos esta entre 20 a
100 mg/dl. Se considera una orina diluida cuando la con-
centracion de creatinina urinaria es menor de 10 mg/dl pe-
ro mayor que 5 mg/dl, con densidad relativa menor o igual
a 1003 kg/L pero mayor o igual de 1 001 kg/L.

Se define una orina como sustituida cuando la concen-
tracion de creatinina es igual o menor de 2 mg/dl y la den-
sidad relativa es igual o menor de 1 001, kg/L o igual o ma-
yor de 1 020 kg/L.

Las orinas adulteradas tienen un pH igual o menor de
3 o igual o mayor de 11, y nitritos sobre 500 mg/L. La tem-
peratura de la orina debe de encontrarse entre 32 a 38 °C.

Los nitritos deben estar en un rango de 0 a 10 mg/dl. La
muestra se considera alterada si tiene mds o igual a 50 mg/
dl. Los nitritos en solucién dcida, se han empleado especial-
mente para manipular inmunoensayos y métodos croma-
tograficos con THC.®”

El pH de la orina debe estar entre 4.5 y 8.5, éste se mo-
difica con la presencia de blanqueadores, limpiadores de al-
cantarillas, detergentes, vinagre, dcidos, en particular el as-
corbico, polvo para hornear (Royal), amonio, peroxido y
peroxidasas.

PRUEBAS DE TAMIZADO ESPECIFICAS
PARA ALGUNOS ADULTERANTES (PTA)

Como parte del comportamiento humano la respuesta an-
te los métodos de deteccién de drogas de abuso en particu-
lar en dreas de trabajo ha generado la busqueda y el empleo
de numerosas sustancias que tratan de inactivar, bloquear
o reducir la sensibilidad, y especificidad de las pruebas de
laboratorio. Entre los adulterantes mas comunes estan glu-
taraldehido, blanqueadores, clorocromato de piridinio, al-
dehido glutérico, cromato, Visina (tetrahidrozolina), todos
ellos se pueden detectar en orina mediante pruebas de ta-
mizado o por medio de cromatografia.

El glutaraldeido fue uno de los primeros reactivos em-
pleados para adulterar las pruebas realizadas con Syva EMI-
TIL“0)

Otros compuestos que se emplean son los oxidantes,
como hipocloritos, yoduros,“V cloritos, cloratos, perclo-
ratos, perganmanatos, dcido crémico, triéxido de cromio,
clorocromato de piridinio, cromatos, per6xidos, peroxida-
sas,*?) sulfoxidos y dcido nitrico.*3*) Muchas de estas sus-
tancias alteran los ensayos para THC, opidceos, morfina y
LSD. %)
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ESTRATEGIAS DE SELECCION
DE PRUEBAS

En consideracién a lo anterior podemos recomendar lo si-
guiente: las pruebas rapidas de inmunocromatografia pue-
den ser utiles en estudios de prevalencia, para control fa-
miliar, o en algunos casos de emergencia, aunque en estos
ultimos la inmunocromatografia es una buena herramien-
ta,4®) para otros debe de ser evaluada en forma rigurosa. En
los casos de identificacién de consumidores crénicos, se-
leccién de personal, en el protocolo para identificar intoxi-
caciones y en control de la libertad condicional se sugiere
se empleen pruebas de tamizado como EIA y TLC. Para el
control de recién nacidos de padres consumidores de dro-
gas de abuso o en el programa de “orinas limpias” se sugiere
se empleen pruebas semicuantitativas, vgr: RIA y FPIA. Pa-
ra procedimientos judiciales y dafios a terceros se hace ne-
cesario en todos los casos confirmar las pruebas primarias
o de tamizado con CGM. Adicionalmente en todos los casos
se hace necesario emplear pruebas de tamizado para des-
cartar que en las muestras de orina existan adulterantes.
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