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Introduccion

Esta guia pretende servir de ayuda a los a los veterinarios en la realizaciéon de una toma
correcta de muestras para analisis toxicologico con el fin de poder ofrecerles un mejor
servicio en cuanto a resultados y tiempo de ejecucion en el laboratorio.

Por las caracteristicas y complejidad de los analisis no todos los casos pueden ser
resueltos en el mismo dia, por lo que es conveniente confirmar con el laboratorio el
tiempo de demora en funcion de las técnicas a desarrollar en cada caso.

Por norma general, y para los téxicos mas comunes, los resultados pueden estar en un
periodo de entre 24 y 72 horas; no obstante, la complejidad de algunas determinaciones y
la falta de informacién sobre el proceso pueden alargar considerablemente el tiempo de
resolucion. Sin embargo, cuando es previsible que esto ocurra, es puesto en conocimiento
del cliente/veterinario.

Los casos clinicos en los que la obtencion del resultado sea determinante en la evolucion
del proceso tendran preferencia sobre los casos forenses.

Existe la posibilidad de suscripcion de convenios o contratos especificos para aquellos
veterinarios y administraciones que prevean realizar el andlisis de una gran cantidad de
muestras. Si desea informacidn sobre la formalizacién de convenios/contratos pongase en
contacto con el Dr. Octavio Pérez Luzardo (operezf@dcc.ulpgc.es).

La importancia de una buena toma de muestras

El éxito del analisis toxicologico depende en buena medida de la muestra con la que se va a
trabajar.

Es esencial que las muestras se tomen lo antes posible; que sean las adecuadas y en
suficiente cantidad para todos los analisis necesarios; que se depositen en los recipientes
apropiados, rotulados e identificados correctamente; y que su almacenamiento y posterior
transporte al laboratorio se haga en las condiciones que eviten la desaparicion de los
posibles téxicos presentes.

Igualmente se hace indispensable, dado las repercusiones legales del analisis, que tanto la
adquisicion, como el almacenamiento y el transporte de la muestra hasta el laboratorio
sean documentadas adecuadamente con el fin de asegurar una correcta cadena de
custodia.

La Division Veterinaria del Servicio de Toxicologia de la ULPGC dispone de un impreso
normalizado para la remision de muestras al laboratorio, que incorporara ademas la
documentacion referente a la custodia de la muestra.

Los especimenes disponibles para el andlisis en los casos postmortem pueden ser
numerosos o bien limitados a unos pocos, dependiendo principalmente del estado de



conservacion del cadaver, del caso concreto o de las preferencias del remitente. En una
muerte relativamente reciente deberia enviarse como minimo sangre, orina, humor vitreo
y al menos una viscera (preferentemente el higado) y el contenido gastrico. No obstante,
en los cadaveres en peor estado de conservacion, el musculo, pelo y huesos pueden las
Unicas muestras disponibles.

Si bien, en teoria al menos, la analitica toxicologica puede realizarse sobre practicamente
cualquier matriz, la interpretacion de los resultados se complica extraordinariamente en
muchas de ellas por la ausencia de datos bibliograficos.

En cualquier caso es recomendable enviar al laboratorio cuantas mas evidencias mejor,
dado que habitualmente no es posible la recoleccion posterior de muestras que pudieran
complementar el andlisis, dado que el cadaver habra sido enterrado o incinerado.

Dado que las posibles sustancias quimicas que estan causando el episodio en cuestion
pueden ser innumerables, toda informacion es relevante con el fin de elegir las técnicas
analiticas mas idoneas, lo cual supondra también un ahorro importante en tiempo,
esfuerzo y dinero. Por ello la Divisién Veterinaria del Servicio de Toxicologia de la ULPGC
dispone de una Ficha-informe del caso, que debe ser remitida junto con la muestra, lo cual
permitira al analista tomas las decisiones que permitan enfocar el analisis de la forma mas
rapida, resolutiva y econdmica posible.

Ademas el veterinario puede contactar directamente con el laboratorio, ya sea
telefonicamente o por correo electrénico, para comentar todas las particularidades del
caso que considere relevantes.

Conservacion de las muestras

Las muestras obtenidas del animal intoxicado, vivo o muerto, nos pueden servir para la
obtencion de datos toxicologicos: vomitos, material fecal, sangre completa, suero, orina y
visceras principalmente.

Una vez obtenidas las muestras deben ser congeladas (excepto la sangre completa, que
debe guardarse refrigerada).

El suero deberia separarse del coagulo lo antes posible, ya que algunos téxicos pueden ser
metabolizados por las células sanguineas del coagulo.

Cada muestra de tejido debe ir contenida en un recipiente independiente (tipo envase de
muestras de orina), debidamente etiquetado con la referencia del caso y la naturaleza de la
muestra.

Todos los contenedores deben estar herméticamente cerrados, tanto si son de plastico
como si son de cristal, para evitar derrames de contenido durante el traslado al
laboratorio.



Deben evitarse los tubos de plastico y también los tubos separadores de coagulo ya que
sus componentes podrian influir en determinados analisis quimico-toxicolégicos. Los
tubos tipo Vacutainer son los recomendados para la recoleccion de muestras para
toxicologia.

Evidentemente, todas las muestras deben ser correctamente etiquetadas para su envio al
laboratorio de toxicologia.

No utilizar conservantes, salvo indicacion expresa del laboratorio. En caso de adicion de
algiin conservante debera enviarse una muestra de este.

El Consejo General de Colegios de Veterinarios de Canarias pone a disposicion de los
colegiados un kit para el envio de muestras al laboratorio de Toxicologia, consistente
en una caja homologada para el envio de especimenes bioldgicos y un conjunto de envases
adecuados para el analisis toxicologico. De igual modo ofrece a los colegiados unas tarifas
ventajosas para su envio por mensajerfa.

Cantidades recomendadas de muestra

Otro aspecto muy importante a tener en cuenta es que debemos proporcionar al
laboratorio suficiente cantidad de muestra/-s para realizar los analisis que necesitamos.

En el animal vivo Suero*** 5 ml
Sangre entera (anticoagulante)* 5-10 ml
Orina 20 ml
Vomito 100 g
Heces (muy poco valor) 50¢g
En el animal muerto Suero*** 5 ml
Sangre cadavérica 10 ml
Orina 20 ml
Ojo** Enteros o humor acuoso
Contenido estomacal / ruminal 200¢g
Encéfalo Entero
Higado 100-200 g
Varios mechones
Pelo (intoxicaciones cronicas) cortados desde el cuero
cabelludo
Otras visceras (poco valor) 100-200 g




Alimentos sospechosos

Cebos .
encontrados en el escenario

Todo el disponible

* La deteccion de sustancias tdxicas puede realizarse en muchas ocasiones de forma
complementaria y mucho mas sencilla en los objetos encontrados alrededor de la victima
(envases de productos agricolas, pastillas, cebos...) y puede ayudar en buena medida a la
interpretacion de los resultados encontrados en otras muestras como sangre u orina.

* Esto se hace particularmente util en el caso de los plaguicidas ya que muchos de ellos
desaparecen rapidamente de la sangre o bien no son facilmente detectados en los analisis
de screening rutinarios, y si que pueden ser detectados con facilidad en el residuo
concentrado del envase.

Casos judiciales

* En los casos en que se prevean acciones judiciales debera actuarse siempre con la mayor
diligencia, esmero y rigurosidad durante la toma de muestras, etiquetaje, embalaje,
precintado y envio al laboratorio.

* Una vez estén las muestras en el laboratorio, quedaran depositadas bajo condiciones
estrictas que garantizaran la cadena de custodia.

* En estos casos, es recomendable ponerse en contacto con el Servicio, previo a la toma de
muestras. Asimismo es muy recomendable que las muestras vayan dirigidas a una persona
especifica.

o Dr. Octavio Pérez Luzardo. Director. operez@dcc.ulpgc. es Tel. 928 451424 /
928 457419

Dr. Manuel Zumbado Pefia. mzumbado@dcc.ulpgc. es Tel. 928 453472

Dr. Luis Dominguez Boada. [dominguez@dcc.ulpgc. es Tel. 928 453472

Dra. Maira Almeida Gonzalez. malmeida@acciones.ulpgc.es Tel. 928 451461
Ldo. Norberto Ruiz Suarez. nruiz@becarios.ulpgc.es Tel. 928 451461

o O O O

Direccion para la remision de muestras

* La remision de muestras al laboratorio debe hacerse a través del Hospital Clinico
Veterinario de la ULPGC.

* El formulario de peticion de analitica toxicolédgica esta disponible en las paginas web de
los Ilustres Colegios Oficiales de Veterinarios de Las Palmas y Santa Cruz de Tenerife
(http://www.vetcan.org/intro.html) y también en la pagina web del HVC de la ULPGC
(http://www.fv.ulpgc.es/Hospital /Hospital.html).




* La cumplimentacion de este formulario es muy importante dado que con €l se inicia la
cadena de custodia de la muestra, de suma importancia en aquellos casos en los que se
piensa presentar denuncia. También esta disponible en estas paginas web una ficha-
informe en la que el veterinario puede aportar informacion clinica del caso, la cual en
muchas ocasiones resulta primordial para poder enfocar adecuadamente el tipo de
analisis que ha de realizarse.

Direccion para la remision de muestras:

Hospital Clinico Veterinario (abierto 24 horas)

Teléfono: 928454300

Facultad de Veterinaria - Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
Campus Universitario de Arucas s/n - 35413 - Arucas - Las Palmas

Caracteristicas de cada tipo de muestra

SANGRE

* En los pacientes vivos la concentracidon de toxico en sangre es la que mejor se puede
relacionar con la dosis administrada y los efectos de la sustancia, por lo que se considera la
muestra idonea en estos casos.

e También en los cadaveres suele ser considerada la muestra de referencia, si bien en estos
casos hay que tener en cuenta algunos factores. En la mayoria de las ocasiones, la sangre
postmortem es un fluido relativamente liquido que contiene numerosos coagulos de
pequero tamano.

* La primera consideracidon que hay que tener en cuenta es que la sangre cadavérica no es
un fluido homogéneo, ni en su composicion ni en la concentracién de toxico que
encontramos en ella. De hecho, las concentraciones postmortem de muchos tdéxicos varian
(en ocasiones de forma considerable) dependiendo del lugar de donde se tome la muestra.
Esto es debido a que muchas sustancias experimentan considerables fendmenos de
redistribucion postmortem una vez que la circulacion cesa, lo cual debe ser
necesariamente tenido en cuenta para la interpretacion de los resultados. Es por esta
razon que debe indicarse el sitio de recogida de la sangre postmortem. Normalmente
se suele preferir la sangre periférica, tomada preferentemente de las venas subclavia o
femoral, dado que se ha descrito que estas localizaciones los fendmenos de redistribucion
se producen en menor grado.

* Como complicacién adicional a la interpretacion de los resultados obtenidos en sangre
cadavérica (o mas correctamente, fluido hematico cadavérico) la muestra esta
habitualmente contaminada como consecuencia del método empleado para su recogida.
Asi por ejemplo la sangre tomada del corazén mediante toma ciega a través de la pared
toracica, habitualmente esta contaminada con liquido pericardico o incluso con contenido
gastrico en el caso de las muertes traumaticas. Por esto se hay que insistir en la necesidad
de indicar el lugar de recogida de la muestra.



HUMOR VITREO

* El humor vitreo es considerado como una de las mejores muestras para analisis. Debido a
las particularidades anatomicas del ojo, las concentraciones de toxico presentes en el
humor vitreo no se ven sometidas de forma significativa a los fendmenos de distribucion
postmortem, reflejando mejor que la sangre los niveles que habia en circulacion en el
momento del fallecimiento.

* Debido a estas caracteristica y teniendo en cuenta ademas el hecho de que es una muestra
relativamente facil de analizar, la determinacién de téxicos - en particular los mas polares
- en el humor vitreo se ha ido extendiendo.

* No obstante, el uso de este material como muestra de andlisis tiene algunas limitaciones.
La primera y mdas importante es que no para todos los toxicos existe una buena
correlacion entre los niveles plasmaticos y los del humor vitreo. Otras desventajas son el
escaso volumen de muestra disponible (2-3 ml por ojo) y la todavia escasa informacion
bibliografica al respecto, que dificulta en muchos casos la interpretacion.

ORINA

* La orina representa una muestra muy ventajosa para el andlisis de toxicos por varias
razones. En primer lugar, una gran cantidad de toxicos aparecen en la orina tras su accion
en el organismo. Ademas, se trata de una matriz muy simple, ya que esta compuesta en un
99% por agua y presenta muy poca cantidad de metabolitos enddgenos que puedan
interferir con los andlisis de sustancias tdxicas. Otra interesante ventaja es que su recogida
se realiza sin la necesidad de utilizar métodos invasivos en los pacientes vivos.

* Sin embargo presenta una serie de inconvenientes que no pueden ser pasados por alto.
Como muestra postmortem su uso estd limitado ya que no estd presente sino en
aproximadamente el 50% de los cadaveres ya que debido a la relajacion de esfinteres que
se produce en el proceso de muchas muertes, el contenido de la vejiga se vacia. No
obstante, dada la alta concentracion de toxico que habitualmente se alcanza en la orina,
puede ser igualmente util enviar liquido de lavado vesical del cadaver (20-30 ml de suero
fisiologico).

* Ademas hay que tener en cuenta que la orina no es un liquido circulante sino un producto
de desecho del organismo, por lo que la correlacion entre los niveles plasmaticos de una
sustancia toxica y los encontrados en la orina es habitualmente muy pobre. Podemos decir
que la orina, en general, da informaciéon de que ha habido exposicion a la sustancia téxica
en algun momento anterior a su recogida, pero necesita ser correlacionada con los niveles
encontrados en otras muestras (p.e. sangre) para poder dar una correcta interpretacion de
su significado en el contexto de la muerte o hecho delictivo que se esta valorando.

* Otro importante aspecto que hay que considerar es que muchas sustancias experimentan
una considerable biotransformacion en el organismo, antes de ser eliminadas, por lo que
hay ocasiones en la que la sustancia téxica no aparece o a parece en muy baja



concentracion en la orina, por lo que en estos casos s6lo obtendriamos informacién si
buscamos los metabolitos en los que se ha transformado.

HIGADO

De todos los tejidos y 6rganos que pueden ser utilizados para la determinacion de toxicos,
el higado es el mas importante. Por un lado esta disponible en gran cantidad, es uno de los
mas faciles de obtener y también de procesar en el laboratorio, pero presenta otras
muchas ventajas:

o Existe una gran cantidad de datos en la literatura acerca de las concentraciones
toxicas de sustancias en el higado, en comparacion con otros tejidos, lo cual es
importante para la interpretacion de los resultados.

o Representa un 6rgano temporal de deposito para muchos tdxicos, por lo que éstas
se encuentran a concentraciones muy superiores a las plasmaticas, lo cual facilita
su deteccion.

o El tejido hepatico resulta ser especialmente ttil para la deteccion de sustancias que
experimentan redistribucién postmortem, ya que estos fendmenos ocurren de
forma muy poco significativa en el higado.

Las unicas desventajas importantes de esta muestra son su tendencia a presentar altas
concentraciones de grasa y la rapidez con la que experimenta los fendmenos de
putrefaccion, en comparacion con la sangre. Dado que es una matriz bastante compleja es
también necesario incorporar algunos pasos de limpieza purificacion adicionales en su
procesado, de forma que se minimice el efecto de la matriz.

CONTENIDO GASTRICO

El contenido gastrico es valioso como muestra por 2 razones principales:

o Por un lado, tras una sobredosis o la ingestion oral de una sustancia toxica, la
concentracion de la sustancia en el estdmago permanece relativamente alta, incluso
después de que una gran cantidad haya sido ya absorbida.

o Por otro lado, las sustancias presentes en el estdmago no han sido adn
biotransformadas por el organismo, por lo que la sustancia parental puede ser atin
detectada. La deteccion en sangre de muchas sustancias puede verse dificultada
cuando esta es sometida en el organismo a una intensa distribucién. Con la muestra
de contenido gastrico también evitariamos este problema.

La principal desventaja del contenido gastrico es su composicion, que puede ir desde un
contenido acuoso hasta semisélido, y en el que el téxico no se encuentra habitualmente
repartido de forma homogénea. Puede darse el caso, por lo tanto, de que el veterinario
tome una alicuota que contenga una baja concentracidn. Es por ello que se recomienda el
envio al laboratorio de la totalidad del contenido gastrico (o al menos una submuestra de
200 g), ya que en el laboratorio se procedera en primer lugar a una homogenizacion del
mismo.



Si bien es una muestra muy interesante, hay que destacar que para una correcta
interpretacion de los resultados es necesario correlacionarlo con otras muestras (sangre,
orina,...)

OTROS FLUIDOS, TEJIDOS Y ORGANOS

Historicamente se ha recogido la bilis para analisis toxicoldgico, si bien su utilidad es
bastante limitada. La bilis contiene concentraciones muy importantes (en ocasiones de
hasta 1000 veces superior a la sanguinea) de sustancias que se eliminan en forma de
conjugados (p.e. morfina y otros opiaceos, benzodiacepinas, THC,...). Sin embargo es una
muestra que hoy en dia se utiliza muy poco ya que las técnicas analiticas actuales
permiten limites de deteccion muy bajos y no es necesario recurrir a las muestras donde
existe mayor concentracion. Al igual que la orina, la bilis puede considerarse un fluido de
desecho del organismo y por lo tanto, la correlacidon de las concentraciones encontradas
con las plasmaticas es muy pobre, lo cual dificulta la interpretacion de los resultados.

Otras visceras como el cerebro, los rifiones, el bazo, los pulmones, etc. han sido utilizadas
también como muestras para la determinacion de concentraciones de toxicos. Esto puede
ser muy interesante para determinar la concentracidn corporal total del toxico, si bien los
datos bibliograficos de apoyo son frecuentemente escasos. En general la informacion que
se obtiene de este tipo de visceras suele ser poco significativa en términos generales.

PELO

En los afios 1960s y 1970s se utiliz6 el analisis de pelo por primera vez para la deteccion
de metales pesados como el arsénico, el plomo o el mercurio. Esto se hizo mediante
espectroscopia de absorcion atémica, que permitio detectar las sustancias en el rango de
nanogramos. Sin embargo en esa época la deteccion de concentraciones tan pequefas de
sustancias organicas no era posible. Sin embargo, con el desarrollo de la técnica esta
situacion ha cambiado enormemente. En 1979 se comprob6 experimentalmente como tras
la administracion de heroina marcada radiactivamente, esta podia ser detectada en pelo a
los pocos dias mediante un radioimunoensayo y que la concentracién de la misma a lo
largo del pelo no se repartia homogéneamente, sino que podria ser relacionada con el
momento de administracion, en funcién de su localizacion a lo largo del mismo.

Hoy en dia las técnicas cromatograficas de alta resolucion (GC y HPLC) acopladas a la
espectrometria de masas (MS) tienen la sensibilidad suficiente como para permitir
analizar las pequefiisimas concentraciones de sustancias organicas que se incorporan al
pelo desde la circulacion general a través del foliculo piloso.

La principal ventaja del analisis de toxicos organicos en el pelo en comparacion con la
sangre o la orina, es su mayor ventana de deteccidon (desde dias hasta semanas o meses).
En realidad el andlisis de ambos tipos de muestras es complementario. El analisis de
sangre y orina nos daria informacién de la exposicién al téxico a corto plazo, mientras que
el analisis del pelo nos daria informacion a largo plazo, acerca del tipo de exposicion que
ha habido.



