Marcadores del consumo de alcohol en

muestras de pelo.

Markers of alcohol consumption in hair samples.
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RESUMEN

El consumo de alcohol esta aceptado social-
mente en la mayoria de los paises, sobretodo en los que
es una droga licita, a pesar de las implicaciones que con-
lleva sobre la salud. Esta situacion hace necesarios unos
marcadores adecuados que permitan discriminar entre
consumo social y excesivo de alcohol, asi como también,
en algunos casos, verificar la abstinencia después de un
periodo de consumo abusivo de alcohol.

Existe una gran variedad de marcadores que se
pueden analizar en fluidos bioldgicos, pero ninguno de
ellos es definitivo. Los marcadores indirectos en sangre o
suero pueden verse alterados por otras causas patdge-
nas; mientras que los marcadores directos tienen un
tiempo de deteccion muy corto en sangre u orina. Este
ultimo problema se resolveria usando el pelo debido a la
caracteristica Unica de esta matriz bioldgica de permitir
la acumulacion indefinida de los compuestos absorbidos.

El objetivo de la presente revision es demostrar la

utilidad del pelo para establecer el consumo excesivo de
alcohol durante periodos prolongados de tiempo. Se estu-
diaran los dos marcadores del consumo de alcohol analiza-
dos, hasta el momento, en el pelo, el etil-glucuronido (EtG)
y los ésteres etilicos de los acidos grados (FAEE).
Después de toda la revision podemos concluir que ambos
marcadores, EtG y FAEE, permiten discriminar entre con-
sumo excesivo, por un lado, y consumo social o abstinen-
cia, por otro, pero en ningun caso permiten diagnosticar
el alcoholismo en una persona.

Palabras clave: marcadores del consumo excesivo de alcohol, etil-
glucurdnido, esteres etilicos de los dcidos grasos, anilisis de
pelo.
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ABSTRACT

Alcohol is perhaps the most widely consumed
licit drug in the world. Despite the wide range of health
implications associated with alcohol use, its consumption
continues to be socially accepted in most countries. This
situation leads to a considerable demand for reliable
alcohol markers to discriminate between social drinking
and alcohol abuse or to verify claims of abstinence after
previous harmful drinking.

Despite the considerable progress, the situation is still
not satisfactory, since the indirect blood or serum markers
can be altered with other pathogenic situations, and the
direct markers have too short a detection window in blood
or urine. Using hair, the last drawback could be avoided
due to the unique ability of this matrix to serve as a long-
term storage of foreign substances.

The objective of the present review is to
demonstrate the capacity of hair to establish chronic
excessive alcohol consumption. Up to now, only two
ethanol metabolites, ethyl-glucuronide (EtG) and fatty acid
ethyl esters (FAEE) have been analyzed in hair, both of
which will be here studied at length.

After this review, it is possible to conclude that both
markers, EtG and FAEE, allow us to discriminate between
excessive drinkers, on the one hand, and social drinkers or
teetotallers, on the other. Nevertheless, they never allow
us to diagnose alcoholism.

Key words: markers for excessive alcohol consumption, ethyl-
glucuronide, fatty acid ethyl esters, hair analysis.
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INTRODUCCION:

El consumo vy, sobre todo, el abuso de alcohol es uno de los mayores problemas sociales
y econdmicos que afectan a la sociedad mundial. El alcohol es una sustancia legal en la mayorfa de
los paises y se consume en mayores cantidades y por una mayor proporcidn de la poblacidon que
cualquier otra droga de abuso. La Organizacién Mundial de la Salud ha estimado que dos billones
de personas consumen bebidas alcohdlicas en todo el mundo, de las que 76’3 millones sufren tras-
tornos relacionados con el abuso de alcohol [1]. Espafia ocupa un lugar importante en el ranking
mundial de produccion de bebidas alcohdlicas y es el quinto pafs consumidor de alcohol del mundo
[2]. LA OMS afirma, el afio 2002, que el alcohol es el quinto factor de riesgo para la salud en el
mundo Y el tercero en los paises desarrollados [3].

Revisando la literatura publicada al respecto asi como los datos de varias organizaciones
encontramos distintos valores para establecer a partir de qué cantidad de alcohol se puede conside-
rar consumo excesivo. Asf, el National Institute for Alcohol Abuse and Alcoholism considera un con-
sumo de entre 40 y 60 gramos de alcohol diarios, como excesivo en el hombre; mientras que para
la mujer el valor baja hasta 30 — 45 gramos, en ambos casos durante varios meses. La Organizacion
Mundial de la Salud, en el mismo sentido, considera consumo excesivo a partir de 60 gramos de
alcohol al dia, durante periodos prolongados de tiempo. La Society of Hair Testing (SoHT) intentan-
do homologar criterios para una correcta interpretacién de los andlisis de los marcadores del con-
sumo excesivo de alcohol en muestras de pelo, llegd recientemente a un Consenso (“Consensus of
the Society of Hair Testing on hair testing for chronic excesive alcohol consumption”) [4] en cuyo
punto 2 dice: “...chronic excesive alcohol drinking corresponds to a consumption higher than 60 g
of pure etanol per day during several months”

El abuso de alcohol supone un gran problema desde el punto de vista tanto forense como
clinico y conlleva la necesidad de disponer de unos adecuados marcadores que permitan discrimi-
nar entre consumo social y consumo excesivo de alcohol, asi como también, en algunos casos,
verificar la abstinencia después de un periodo de consumo abusivo de alcohol. Estos marcado-
res deberfan reflejar el consumo tanto crénico como agudo y se conocen también como “state
markers”, ya que indican el estado del paciente al que se le esta realizando el andlisis [5]; en
cambio, los marcadores que indican la predisposicién a desarrollar alcoholismo se conocen
como “trait markers”.

Los marcadores que se analizan en el laboratorio, hasta el momento, son los de estado
“state markers”, que se subdividen en marcadores directos e indirectos. Los marcadores directos
derivan de la molécula de etanol y son el propio etanol y alguno de sus metabolitos como los este-
res etilicos de los acidos grasos (FAEE, fatty acid ethyl esters), etil-glucurénido (EtG), etilbenzoilec-
gonina (EBE, también conocida como cocaetilena) o fosfatidiletanol, asi como algunos derivados del
acetaldehido. Los marcadores indirectos son consecuencia de alteraciones patdgenas o metabdlicas
ocasionadas por el consumo excesivo de alcohol, entre ellos podemos citar enzimas hepaticas
como gamma-glutamiltransferasa (GGT), aspartato-aminotransferasa (ASAT), alanito-amino-
transferasa (ALAT), volumen corpuscular medio (MCV) o transferrina deficiente de carbohidra-
tos (CDT), etc [6].

Todos los marcadores anteriores se pueden analizar en varios fluidos bioldgicos, aunque
fundamentalmente en la sangre (suero o plasma), mientras que en el pelo, hasta el momento sélo
se han analizado tres marcadores: etil-glucurénido, esteres etilicos de los dcidos grasos y etil-
benzoilecgonina.
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El EtG es un metabolito minoritario del etanol, del que sdlo un 0'02-0'06% se elimina
como EtG (&cido etil-B-D-6-glucurdnico) [7], que se forma principalmente en el reticulo endoplas-
mico de las células hepadticas y, en menor proporcién, en las células de la mucosa intestinal y del
pulmdn, mediante una reaccién de glucuronidacion entre el etanol y 4cido glucurdnico, que fue des-
crita en primer lugar por Neubauer en 1901 [8] y esta catalizada por las enzimas UDP-glucuronosil
transferasas (UGT), siendo las isoformas UGT Al y UGT 7B2 las mas activas en los microsomas
hepaticos [9]. EtG es un compuesto no-volatil y soluble en agua, que se puede detectar en fluidos
bioldgicos durante periodos de tiempo largos después de la total eliminacién del etanol del
organismo. El tiempo de vida media en sangre es de 2 a 3 horas y se puede detectar en suero
durante un periodo de tiempo superior a 8 horas después de la total eliminacion del etanol,
mientras que en orina puede llegar hasta 80 horas en pacientes que entran en programas de
desintoxicacion [10].

Los FAEE se forman a partir de los acidos grasos, triglicéridos o fosfolipidos cuando se
encuentran en la presencia de etanol, esta reaccién fue descrita por primera vez por Lange en 1981
[I'1]y esta catalizada, principalmente, por dos enzimas, la acil-CoA:etanol O-aciltransferasa (AEAT)
y la FAEE sintetasa [12]. La cinética de eliminacién de la sangre es de dos fases con una vida media
inicial y terminal de, aproximadamente, 3y | | horas, respectivamente [ | 3], pudiéndose detectar en
sangre hasta 44 horas después de haber cesado el consumo de alcohol [14], se acumulan en altas
concentraciones en el higado, corazén y grasa, por lo que se piensa que pueden jugar un papel muy
importante en algunas patogénesis inducidas por el etanol.

La etilbenzoilecgonina, también conocida como cocaetilena (EBE) es un metabolito del
alcohol y de la cocaina, que se forma cuando hay consumo concomitante de ambas sustancias,
mediante una reacciéon de transestereficacion en las células del reticulo endoplasmético del higado y
del rindn, que esta catalizada por la carboxilesterasa [ | 5].

El objetivo de la presente revisiéon es demostrar la utilidad del pelo para establecer el
consumo excesivo de alcohol durante periodos prolongados de tiempo. Se estudiaran los dos
marcadores del consumo de alcohol analizados, hasta el momento, en el pelo, el EtG y los FAEE;
mientras que el otro metabolito posible, la EBE, no se considerara ya que su presencia conlleva
no sélo el consumo de alcohol, sino también el de otra droga de abuso, como es la cocaina.
Ademés La SoHT en el Consenso anteriormente citado [4] reconoce que tanto el EtG como los
FAEE, en muestras de pelo, se pueden usar como marcadores del consumo de alcohol. Asf en
su punto 4 dice “... Instead, the minor metabolites ethyl glucuronide (EtG) and/or fatty acid ethy!
esters (FAEE) should be measured in hair as direct alcohol markers”. En primer lugar se revisa-
ran someramente las metodologias analiticas publicadas para estos analitos, para pasar a un
punto muy importante como es el de la interpretacion de los resultados que se obtengan en los
laboratorios, qué significan y las circunstancias que puedan afectarlos. En este sentido se discuti-
ra sobre las concentraciones de corte (cut-off) a partir de las cuales se puede considerar consu-
mo abusivo de alcohol y la posible influencia que pueda tener el color del pelo, los tratamientos
cosméticos o la zona anatémica de donde se tome la muestra. Por Ultimo, las aplicaciones de
este tipo de analisis son un punto indispensable y para ello veremos la posibilidad de establecer
el perfil cronolégico del consumo de alcohol.

METODOLOGIAS ANALITICAS:
Uno de los mayores inconvenientes de los andlisis de pelo comparados con los de fluidos
bioldgicos, como sangre u orina, es la complejidad y laboriosidad de los procedimientos analiticos.
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El andlisis de cualquier sustancia en el pelo, incluidos los marcadores del consumo de etanol (EtG y
FAEE) conlleva los siguientes pasos:

* Descontaminacion, mediante el lavado de la muestra, para evitar el riesgo de la conta-
minacion externa.

* Extracciéon de los compuestos de interés, paso que es muy conflictivo, ya que las condi-
ciones de extraccién deben ser, por un lado, lo suficiente fuertes que permitan liberar-
los de sus uniones a los distintos componentes pediculares y, por otro, no pueden ser
tan drésticas que alteren las moléculas como es el caso, por ejemplo, del EtG, que es
muy [abil. En este paso, los compuestos son liberados de la matriz pedicular y después
se realiza una purificacién, concentracion y derivatizacién, si el andlisis instrumental pos-
terior lo requiera.

* Andlisis instrumental, siempre por espectrometria de masas, bien sola (MS) o en tandem
(MS/MS) y acoplada a un cromatdgrafo de gases (GC-MS o GC-MS/MS) o a un croma-
tégrafo de liquidos (LC-MS o LC-MS/MS).

En el caso de los FAEE y aunque en el pelo se han detectado mas de 20 ésteres etilicos de
acidos grasos de 12 a 20 atomos de carbono [6], rutinariamente sélo se analizan cuatro de ellos:
miristato, palmitato, oleato y estearato de etilo y las concentraciones se encuentran en el rango
[:4:4:1 [16]. El método usado por todos los laboratorios es el mismo, incluye lavado de las mues-
tras con agua y n-heptano, extraccién de los FAEE con una mezcla n-heptano-dimetilsulféxido,
seguido de microextraccién en fase sélida y andlisis por GC-MS usando patrones internos deutera-
dos de los FAEE [ 16, 17].

No ocurre lo mismo con el EtG, ya que desde el primer trabajo de Sachs en 1993
[18], sobre la identificacion de EtG en pelo, se han publicado muchos otros métodos, pero
todos, dado el caracter polar de este compuesto, se basan en la extraccién con agua o solu-
ciones acuosas y posterior analisis por espectrometria de masas acoplada a cromatégrafos de
gases (GC-MS o GC-MS/MS) o de liquidos (LC-MS o LC-MS/MS). La Tabla | [19-32] presen-
ta un resumen de todos ellos, junto con los Iimites de deteccién (LOD) y de cuantificaciéon
(LOQ) de los mismos.

CONCENTRACIONES DE CORTE (CUT-OFF) PARA ESTABLECER EL CONSUMO EXCESIVO DE
ALCOHOL:

Una de las cuestiones mas importantes, pero también mas discutidas y que mas controver-
sia ha creado en los andlisis de pelo es la del establecimiento de unas concentraciones de corte ade-
cuadas (cut-off values), a partir de las cuales poder considerar un resultado verdaderamente positi-
vo. En el caso de las drogas de abuso, el problema radica en la contaminacién externa y, por tanto,
la posibilidad de reportar falsos resultados positivos en personas que no consumen drogas, pero que
se desenvuelven en un ambiente muy contaminado, por lo que las drogas se podrfan incorporar
desde el ambiente. Para evitar ese riesgo, en 2004 dos organizaciones la Society of Hair Testing
(SoHT) [33] y el SAMHSA [34] propusieron unos valores cut-off para opiaceos, cocaina, cannabis y
anfetaminas. En el caso que nos interesa en este trabajo, de los marcadores del consumo de
alcohol, la pregunta que se plantea es a partir de qué concentraciones de EtG y FAEE se puede
considerar consumo excesivo de alcohol y asi poder diferenciar este tipo de consumo del de
los bebedores sociales y abstemios.
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Los métodos analiticos empleados en los primeros trabajos (entre 1994 y 2004) para la
determinacion de EtG en pelo no eran muy sensibles y, como se puede observar en la Tabla I, los
LOQ oscilaban entre 50 pg/mg [23] y 5000 pg/mg [19, 20], por lo que este marcador sélo podia
detectarse en el cabello de bebedores excesivos de alcohol y no se detectaba en el de bebedores
sociales y abstemios; pero a partir del afio 2004, al optimizarse los métodos o bien aplicando téc-
nicas instrumentales mas sensibles como son el tandem espectrometria de masas-espectrometria
de masas acoplado a un cromatégrafo de gases (GC-MS/MS) o a un cromatdgrafo de liquidos
(LC-MS/MS), se consiguid aumentar la sensibilidad de los métodos y los LOQ se redujeron
ostensiblemente hasta alcanzar valores de 8'4 pg/mg [3 1] o incluso 2’5 pg/mg [26], valores que per-
miten detectar EtG en el pelo de bebedores sociales, lo que hace necesario establecer unas con-
centraciones de corte adecuadas, a partir de las cuales poder considerar que existe consumo exce-
sivo de alcohol. La Tabla 2 muestra los valores propuestos por diversos autores, que, como se
puede observar, oscilan entre los 50 pg/mg [23, 32] vy los 5 pg/mg [35]. Para unificar criterios, la
SoHT en el Consenso de Roma [4] establece en su punto 8: “The cut-off of EtG in scalp hair to
strongly suggest chronic excessive alcohol drinkers is proposed at 30 pg/mg’.

Tabla Il.- Concentraciones de corte (cut-off) para establecer el
consumo excesivo de alcohol, publicadas en la literatura.

AUTOR REF. METODO DETECCION ((:plgr\(:;:
Yegles et al., (2004) [24] GC-MS-NCI 25
Jurado et al., (2004) [23] GC-MS-El 50
Kintz et al., (2008) [32] LC-MS/MS 50
Politi et al., (2006) [35] LC-MS/MS 5
Bendroth et al., (2008) [26] LC-MS/MS 30

Todos los autores que analizan rutinariamente FAEE estan de acuerdo en que este marca-
dor se encuentra no sélo en el pelo de bebedores abusivos, sino también en el de los bebedores
sociales e incluso en el de los abstemios; por lo que se hace imprescindible establecer un valor de
corte que permita diferenciar dos grupos importantes de bebedores, por un lado los abstemios y
bebedores sociales y por otro lado los bebedores abusivos. Similarmente a lo ocurrido con el EtG,
en los primeros trabajos sobre FAEE, cuando la suma de las concentraciones de los cuatro ésteres
era igual o mayor que | ng/mg, se consideraba consumo abusivo de alcohol etilico. Con los afios y
la experiencia en el andlisis de este marcador se pudo comprobar que con este cut-off la especifici-
dad para discriminar el consumo abusivo de los otros tipos de consumo, era del 100%; sin embar-
g0, la sensibilidad era menor, ya que se corre el riesgo de reportar un 10% de falsos negativos [36].
Por todo lo anterior, en 2006 Pragst y Yegles [6] proponen dos diferentes valores cut-off dependien-
do de la procedencia de la muestra de cabello, asi en el caso de muestras procedentes de cadave-
res y para casos forenses, el cut-off dptimo serfa 0’8 ng/mg; mientras que en muestras de cabellos
procedentes de personas vivas y en el caso de andlisis relacionados con los permisos de conducir,
el cut-off se reducirfa a 0’5 ng/mg. La SoHT en el mismo Consenso anteriormente citado [4] pro-
pone para los FAEE: “The discrimination cut-off for the sum of the four esters in hair between social
and excessive alcohol drinkers is proposed at 0.5 ng/mg".
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INFLUENCIA DEL COLOR DEL PELO:

Un problema que se presenta en la interpretacion de ese tipo de analisis es la posibilidad
de que los resultados se vean afectados por el color del pelo, sobre todo si consideramos que,
segun algunos estudios, el porcentaje de personas canosas (con pelo blanco, gris o negro con
algunas canas) entre los pacientes con problemas de abuso de alcohol oscila entre el 18y el 50%
(20-22, 37).

Diferentes investigadores han demostrado que la melanina influye en la incorporacién de
las drogas de abuso en el pelo, encontrando diferencias en las concentraciones entre el pelo blan-
co y el pelo pigmentado. Por ejemplo, en un estudio realizado in vitro Reid et al. [38] observaron
que el pelo negro africano incorporaba |10 veces més cocaina-d; que el pelo rubio caucésico. Esto
es debido a que la incorporacion de las distintas sustancias desde la sangre al pelo es mayor en las
moléculas lipdfilas, que pueden atravesar las membranas faciimente [39] a lo que se suma que los
melanocitos tienen un pH relativamente bajo, por lo que los compuestos basicos tienden a incor-
porarse en el pelo pigmentado.

La importancia de la melanina en los estudios de los marcadores del consumo de alcohol
no estd tan documentada, pero como el EtG tiene caracter hidrofilico con un pKa de 321 [40] y a
pH fisiolégico tiene carga negativa, cabe esperar que la melanina no influya en su incorporaciéon y
que, por lo tanto, las concentraciones del pelo pigmentado no difieran mucho de las del blanco. Para
demostrar estas suposiciones, Appenzeller et al. [41] tomaron muestras de pelo en 21 casos
postmortem, con conocidos problemas de abuso de alcohol, de los que separaron el pelo
blanco del pelo de color y lo analizaron por separado, no encontrando diferencias intraindivi-
duales entre ambos tipos de pelo, la pendiente de la curva fue 1’001 y el coeficiente de corre-
lacion 09939 (P <0.0001).

Si consideramos la relacion entre las caracterfsticas quimicas y la afinidad por la melanina, la
incorporaciéon de los FAEE tampoco deberfa estar afectada por el color del pelo, ya que los FAEE
son moléculas neutras e hidrdfilas y, como la melanina presenta mayor afinidad por las sustancias
basicas y catidnicas, cabria esperar que la interacciéon melanina:FAEE no fuera muy importante, lo
que queda corroborado en un estudio realizado por Kulaga et al. [42], sobre el efecto de la pigmen-
tacion en la incorporacion de FAEE, para lo que administraron etanol a ratas Long Evans (con man-
chas blancas y negras en la piel) y analizaron el pelo blanco y negro por separado, no encontrando
diferencias significativas en los perfiles de FAEE en ambos tipos de pelo.

De todo lo anterior se puede concluir que los resultados de los andlisis de los marcadores
del consumo de alcohol (EtG y FAEE) en muestras de pelo no estdn sesgados por el color, lo que
es muy importante para evitar cualquier discriminacién en la interpretacion de los resultados. A este
respecto, la SOHT en su Consenso [4] establece, para ambos marcadores, la misma afirmacion:
“...their incorporation is not biased by natural hair color”.

INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO COSMETICO:

Otra circunstancia a considerar en los andlisis de pelo es la posibilidad que las concentra-
ciones de las sustancias presentes sufran unos cambios inducidos por los tratamientos cosméticos a
los que se haya sometido el pelo. Algunos tratamientos cosméticos, especialmente los que emple-
an acidos o bases fuertes como son la decoloracidn y la permanente, pueden ocasionar alteracio-
nes en el pelo, dafando la cuticula, cambiando la estructura molecular de los pigmentos como la
melanina o incluso pueden llegar a degradar las moléculas presentes; todo lo cual se traducirfa en
una disminucién de las concentraciones.
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En todos los trabajos realizados con drogas de abuso se observa una disminucién de las
concentraciones. Asf Jurado et al. [43] observaron disminuciones de hasta el 79%, 85'5% y 75'86%
para cocaina, 6-monoacetimorfina y A%-tetrahidrocannabinol, respectivamente; la afectacion fue
mas notable en las muestras sometidas a decoloracidn que en las tefidas y cuanto mas dafiado o
deteriorado se encontrara el pelo, mayores eran las pérdidas en concentracién.

Hasta el momento, no se conoce que se hayan realizado investigaciones sistemaéticas sobre
la estabilidad del EtG en el pelo y la posible afectacion por los posibles tratamientos cosméticos; sin
embargo, Pragst y Yegles [36] en un trabajo para establecer el consumo retrospectivo de alcohol
durante el embarazo, afirman que observaron una disminucién del 78% en la concentracién de EtG
después de decolorar el pelo con un producto comercial. Por otra parte, y debido al caracter tan
hidrofilico de este compuesto, también se puede esperar que los frecuentes lavados disminuyan la
concentracion [36].

Los FAEE, por el contrario, son relativamente estables en el pelo, como se comprueba en
un estudio, en el que después de lavar 20 veces el pelo con el champul normal, no se observan dis-
minuciones significativas en las concentraciones, como tampoco se observan después de someter el
pelo a un Unico tratamiento cosmético (decoloracién, tinte o permanente) [44]. Sin embargo, la dis-
minucién es mucho mayor, hasta un 64%, cuando el pelo se somete a un tinte con un producto
muy alcalino (pH 1 1) [36].

MARCADORES DE ETANOL EN PELO DE DISTINTAS ZONAS ANATOMICAS:

En ocasiones se da la circunstancia que la persona a analizar sufre de alopecia o tiene el
cabello excesivamente corto, no permitiendo obtener una muestra adecuada para el andlisis, por lo
que se presenta la posibilidad de tomar muestras de otras zonas anatdémicas para demostrar que ha
habido un consumo abusivo de alcohol.

Existen muchos trabajos que comparan los resultados obtenidos de cabello con los de
otros tipos de pelo. En el caso de las drogas de abuso, incluso hay un capftulo de un libro dedicado
a este tema [45] en el que se concluye que las drogas se pueden detectar en cualquier tipo de
pelo (cabeza, barba, brazo, axila o pubis) y que en todos ellos la concentracién del principio acti-
vo es siempre superior a la de sus metabolitos. Existen diferencias en las concentraciones, obser-
vandose las mas altas en el vello pubico y las mas bajas en el axilar, pero a pesar de ello, existe
una correlacién muy significativa entre todas las muestras, lo que permite que muestras de pelo
obtenidas de distintas zonas anatémicas sean una buena alternativa al cabello, cuando este no
esta disponible para el andlisis.

Después de obtener un resultado positivo de EtG en el vello pibico de un conocido bebe-
dor social, Kintz et al. [32] investigaron la distribucion de este marcador entre el cabello y el vello
pubico de ocho bebedores sociales y seis abstemios, obteniendo resultados negativos en ambas
muestras cuando se trata de abstemios, pero una situacion distinta se observd en los bebedores
sociales, que dieron resultado negativo en el cabello, pero positivo en el vello pUbico y en todos,
excepto en dos casos, las concentraciones estaban por encima del cut-off de 30 pg/mg, propuesto
por la SoHT, para diferenciar consumo excesivo de alcohol (Tabla 3). En el mismo sentido, Kerekes
et al. [46] analizaron EtG en pelo tomado de distintas zonas anatémicas, como cabeza, barba,
pecho, brazos, abdomen, pubis y piernas y observaron (Tabla 3) que, en general, resultados positi-
vOos 0 negativos en cabello se corresponden con el mismo tipo de resultados en pelo de otras zonas
anatdmicas, excepto en el vello pubico, donde las concentraciones de EtG fueron considerablemen-
te mas elevadas, incluso en los casos de resultados negativos en cabello. De todo lo anterior se

272 Cuad Med Forense, 15(58), Octubre 2009



Marcadores del consumo de alcohol en muestras de pelo.

deduce que existen grandes diferencias en la incorporacidon de EtG entre cabello v vello pubico y
éste Ultimo no se debe usar como alternativa cuando no se dispone de cabello, ya que puede con-
ducir a falsos resultados positivos.

Tabla lll.- Concentraciones (pg/mg) de EtG en pelo de distintas zonas anatomicas [32, 46]

REF. TiPO DE BEBEDORES CABEZA Pusis AXILAS BARBA CUERPO

[32] Abstemios n.d.2 n.d. 2

[32] | Bebedores sociales nd. @ 12-1370 n.d. P n.d. P nd. P

[46] Abstemios (n=12) nd. ¢ n.d. ¢ n.d.°¢ nd. ¢ 7

ag) | Bevedoressociales | g 59 | 351174 | 9-38 16D 8-30
(n=10)

[46] Bebed‘()r:islgg’us“’os 35-1446 | 76-19647 | 14-54 132b | 53-778

an.d.: No detectado [EtG] < 7 pg/mg.
b s6lo se dispone de los datos de un Unico caso
C n.d.: No detectado [EtG] < 10 pg/mg

Hartwig et al. [47] examinaron la posibilidad de usar muestras de pelo distintas al cabello
para, mediante el andlisis de FAEE, establecer el consumo de etanol. Tomaron muestras a un abste-
mio, cinco bebedores sociales y 22 muertes de conocidos alcohdlicos y observaron (Tabla 4) gran-
des diferencias en las concentraciones del pelo obtenido de las distintas partes, pero los casos de
consumo excesivo de alcohol se caracterizaron porque las concentraciones eran superiores a |
ng/mg en todas las muestras, por lo que, en el caso de los FAEE, se puede usar pelo del pubis, axila,
barba o cuerpo si no se dispone de cabello o también para evitar errores producidos por el uso de
tratamientos cosméticos.

Tabla IV.- Concentraciones (ng/mg) de FAEE en pelo de distintas zonas
anatomicas [44]

CABEZA Puslis AXILAS BARBA CUERPO

Abstemios 0392 0332

Bebedores sociales | 0'09-0'66 | 0'20-0'50 | 0'03-0'83 | 0'34-0'41 | 0'05-0'48

Bebedores Abusivos |1'30-16,30 [ 0'49-13'80 | 0'87-7'90 | 1'10-17'30 | 1'80-12'00

2: S6lo se dispone de los datos de un Unico caso

ESTABLECIMIENTO DEL PERFIL CRONOLOGICO DEL CONSUMO DE ALCOHOL:

Una de las grandes ventajas del pelo respecto a otras matrices méas tradicionales, como la
sangre y la orina, es la posibilidad de obtener un perfil cronolégico del consumo, en este caso de
alcohol, que se consigue fragmentando el mechdn de cabello en segmentos de longitud conocida y
analizarlos por separado, pero para poder extrapolar las concentraciones obtenidas en los distintos
segmentos con el periodo de consumo correspondiente, es necesario conocer la velocidad de creci-
miento del cabello, que no crece homogéneamente, sino que se alternan periodos de crecimiento
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activo y de reposo, que se reflejan en tres fases bien conocidas como andgena, catdgena y telége-
na; tampoco la velocidad de crecimiento es igual en todos los individuos, sino que los valores osci-
lan entre 0'07 y 0’78 mm/dia con una media entre 0’32 y 0’46 mm/dia [48], dandose la circunstan-
cia que los autores aplicaban distintos valores para establecer el crecimiento mensual. Para evitar
toda la polémica y, especialmente, para que hubiera una postura oficial, aceptable por los tribuna-
les, la Society of Hair Testing [33] recomendd que, para la interpretacion de los andlisis de pelo en
casos forenses, se podia aceptar una velocidad de crecimiento del pelo de |cm/mes.

En el caso de las drogas de abuso, la aplicacién de estos andlisis para establecer el perfil cro-
nolégico de su consumo ha quedado demostrada en la bibliografia [49].

Hasta el momento no hay mucha bibliografia publicada sobre la posibilidad de establecer el
perfil cronoldgico del consumo de alcohol mediante el andlisis secuencial de EtG en cabello, pero
todos concluyen que existe una buena correlacion entre el patrén de consumo y las concentracio-
nes en los distintos segmentos. Appenzeller et al. [37] realizaron un andlisis segmental de EtG en
muestras de cabello obtenidas de |5 pacientes que entraron en un programa de desintoxicacion y
lo compararon con sus historias de consumo de alcohol, observando, en todos los casos, que el
comienzo de la abstinencia coincide con una disminucién en la concentracién de EtG en los seg-
mentos proximales y que periodos de abstinencia previos, anteriores a alguna recaida conllevaron
una disminucidon en las concentraciones de los correspondientes segmentos. Algunos ejemplos
obtenidos de casos forenses se incluyen mas adelante, en los que también se demuestra que la
determinacion secuencial de EtG en muestras de cabello nos proporciona informacidn sobre las dis-
tintas historias del consumo de alcohol.

Algo distinto ocurre con los FAEE, ya que a partir de ellos no es posible obtener el perfil
cronoldgico del consumo de alcohol. En todos los estudios realizados con este marcador se obser-
va el mismo perfil de concentraciones, independientemente de si el consumo es homogéneo,
aumenta o disminuye. Auwarter et al. [ 16, 50] observaron que, a pesar de un consumo homogé-
neo de alcohol durante un periodo prolongado de tiempo, en todos los casos se presentaba el
mismo perfil que consistia en un incremento de las concentraciones a partir del segmento proximal,
hasta un maximo entre los 7y 15 ¢cm, y a partir de aqui disminuyen de nuevo. Este patrén se puede
explicar por la incorporacion de los FAEE, que es fundamentalmente a través de la grasa, que se
forma en las glandulas sebaceas y bafa regularmente el mechdén, de modo que a medida que
aumenta la distancia desde el cuero cabelludo, también aumenta el tiempo de exposicion vy, por
tanto, se acumulan mas FAEE, aumentando también su concentracién en el cabello. Sin embargo,
en la parte distal del mechdn las concentraciones disminuyen debido a los lavados, la evaporacion o
incluso la hidrdlisis de los ésteres [36].

- Caso n° |

Se trata de un hombre que declara un consumo muy alto (mas de 250 gramos diarios) de
alcohol durante meses, sin alterar practicamente la rutina de abuso. Se analizé un mechdn de 5 cm.
de longitud, correspondientes, aproximadamente, a cinco meses de consumo [33], que se troced
en segmentos de |cm, correspondientes a un mes de consumo vy el resultado de los andlisis de cada
uno de los segmentos (Figura |) permitié corroborar la historia de consumo, ya que las concentra-
ciones de EtG estuvieron alrededor de 600 pg/mg en cada uno de los segmentos, demostrando un
consumo excesivo Y sin altibajos de alcohol durante el periodo de cinco meses anteriores a la toma
de la muestra.
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Figura 1.- Estudio secuencial de EtG en el mechén de cabello de un hombre que
declara un consumo constante y alto de alcohol.

Caso n° 2
Este caso hace referencia a un hombre de 60 afios, que declara un consumo de alcohol

elevado (méas de 200 gramos diarios) y constante durante afios. En los ocho a nueve meses ante-
riores a la toma de la muestra intentd disminuir el consumo v asf lo hizo, pero durante los Ultimos
cuatro meses sufrié una recaida y aumenté de nuevo el consumo. Se recibié un mechén de 10 cm,
correspondientes a diez meses de consumo, que se troced en segmentos de | cm, para poder esta-
blecer el perfil cronolégico del consumo mensual. Los resultados obtenidos, reflejados en la Figura
2, corroboran la historia del consumo, ya que de ellos se deduce un consumo excesivo y homogé-
neo de alcohol durante el periodo comprendido entre los meses décimo y octavo anteriores a la
toma de la muestra, a partir de ese momento, aunque sigue siendo excesivo, el consumo sufre una
disminucién paulatina entre el séptimo y el cuarto mes y que a partir del tercero las concentracio-
nes de EtG aumentaron de nuevo.

(=)}
=)
(=]

2
=
[=

EtG conc. (pg/mg)
.
(=)
(=)

(=)

cm desde la raiz

Figura 2.- Estudio secuencial de EtG en el mechén de cabellos de un hombre que
declara una disminucién en el consumo de alcohol ocho meses antes de la toma
de la muestray tiene una recaida en los cuatro Gltimos meses.

De todo lo anterior se deduce que hay un desfase de un mes, aproximadamente, entre los
cambios en la intensidad del consumo reportados por el implicado vy los resultados obtenidos en el
andlisis de EtG en el pelo, que se pueden explicar por el hecho de que el mechdn no se haya cor-
tado justo en la rafz, sino un poco separado del cuero cabelludo, quizés por miedo a un corte.

CONCLUSION:

Los aspectos relativos a la interpretacién y aplicacion de los andlisis de EtG y FAEE en mues-
tras de pelo se podrian resumir en los siguientes puntos:
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Las concentraciones de corte (cut-off) para diferenciar el consumo excesivo de alcohol
del consumo social o la abstinencia, se han establecido en 30 pg/mg y 0’5 ng/mg, para
el EtG y los FAEE, respectivamente.

El color del pelo no sesga los resultados de los andlisis de los marcadores del consumo
de alcohol (EtG y FAEE) en muestras de pelo.

Los tratamientos cosméticos, a los que se pueda someter el pelo, afectan considerable-
mente la concentracién de EtG y, en menor proporcién, la de FAEE.

En caso de no disponer de cabello, en el caso de los FAEE se puede utilizar pelo de cual-
quier otra zona anatémica; en cambio con el EtG no se debe usar vello pibico, ya que
puede conducir a falsos resultados positivos.

El perfil cronoldgico del consumo de alcohol se puede establecer mediante el andlisis de
EtG, pero no mediante el de los FAEE.

Después de toda la revision podemos concluir que ambos marcadores, EtG y FAEE,
permiten discriminar entre consumo excesivo, por un lado, y consumo social o abs-
tinencia, por otro, pero en ningln caso permiten diagnosticar el alcoholismo en una

persona.

ABREVIATURAS

AA: anhidrido acético

BSTFA: N, O-bistrimetilsilil-trifluoroacetamida

CH,Cly: diclorometano

EBE: etil-benzoilecgonina o cocaetilena

El: Impacto electrénico

EtG: Etil-glucurénido

FAEE: Esteres etilicos de los acidos grasos

GC-MS: cromatografia de gases-espectrometria de masas
GC-MS/MS: cromatografia de gases-espectrometria de masas
en tandem

H7O: agua

LC-MS: cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
LC-MS/MS: cromatografia de liquidos-espectrometria de
masas en tandem
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