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DATOS IDENTIFICATIVOS Titulo de la accién

Apoyo multimedia a la ensefianza prdctica de la Toxicologia.

Resumen de la accion

La idea original de realizar el presente proyecto surge de la necesidad de introducir una
experiencia piloto, innovadora, para alumnos de diferentes licenciaturas (Farmacia, Ciencias
Ambientales, Medicina y Ciencia y Tecnologia de los alimentos) y de diferentes ensefianzas
de Postgrado (Escuela Profesional de Medicina del Trabajo y Escuela Profesional de
Medicina Legal y Forense adscritas al Dpto. de Medicina Legal y Toxicologia, Doctorado en
Prevencion de Riesgos Laborales -Ciencias del Trabajo- y Master en Prevencion de Riesgos
Laborales y Gestién de la Calidad en la UGR) que comparten y conllevan una formacion
prdctica en Toxicologia. Con objeto de aprovechar la tendencia de los alumnos a utilizar las
nuevas tecnologias de la informacién y comunicacién pensamos que el disefio de este tipo de
instrumento multimedia podria resultar atractivo y dtil para los alumnos facilitando la
comprension de las prdcticas programadas y aumentando en nimero ostensible la existencia
de otras muchas. Hay que tener en cuenta que en numerosos casos es imposible la
realizacion de determinadas prdcticas debido a que se trata de instrumentacion costosa y
voluminosa, ensayos muy especificos, material de rutina a disposicién del Servicio de
Toxicologia del Hospital, etc... De este modo se pone a disposicion de los alumnos
contenidos prdcticos muy (tiles para complementar las clases tedricas con ensefianza
prdctica real y algunas prdcticas de no ser mediante el presente proyecto seria
enormemente dificil que las pudieran contemplar.

El objetivo del presente proyecto de innovacién docente ha sido disefiar una interfaz
grdfica para la ensefianza prdctica de la Toxicologia con integracion de todos los contenidos
(textos, esquemas, imdgenes, grdficos, tablas, videos, etc.) en formato html dentro del
sitio Web del Departamento de Medicina Legal y Toxicologia
(http://www.ugr.es/~dpto_legaltoxicops/) 'y mds concretamente en la pdgina
(http://www.ugr.es/~fgil). Se ha introducido un acceso con identificacion al objeto de
facilitdrselo exclusivamente a los alumnos o a quién se considere oportuno y se ha incluido
un contador de visitas para el control de la entrada. Las claves de acceso son:

- USUARIO: giltox
- CONTRASENA: 1988

Dicho interfaz es totalmente interactivo. El proyecto estd estructurado en una pdgina de
inicio ("homepage") que da acceso a las diferentes dreas de la Toxicologia que pretenden
abordarse con matiz prdctico: Alimentaria, Clinica, General, Industrial y Ambiental.

Esta pdgina web, con sus contenidos, pretende captar la atencién de los alumnos, mejorar
su ensefianza prdctica, complementar su formacion tedrica y motivarles al estudio mediante
la innovacion que suponen las nuevas techologias tratando de introducir un plus en la
formacion integral del alumno cumpliendo los objetivos en cada una de las licenciaturas y
ensefianzas de postgrado citadas anteriormente.




Componentes del grupo

Nombre y apellidos Area de Conocimiento Departamento
Coordinador/a: Fernando Gil Herndndez Toxicologia Medicina Legal, Toxi-
cologia y Psiquiatria
Componentes:
Antonio Pla Martinez Idem Idem
Antonio F. Herndndez Jerez Idem Idem
Lourdes Rodrigo Conde-Salazar Idem Idem
Olga Lépez Guarnido Idem Idem

Ambito de actuacion de la accion

Area de conocimiento Departamento |:|

Asignaturas afectadas

Nombre de la asignatura
Toxicologia

Toxicologia Ambiental
Medicina Legal y Toxicologia
Toxicologia Alimentaria
Toxicologia Industrial
Toxicologia Industrial

Titulacion |:|

Centro |:|

Area de Conocimiento Titulacién/es

Toxicologia Farmacia

Toxicologia Ciencias Ambientales
Medicina Legal y Forense Medicina

Toxicologia Ciencia y Tecnologia Alimentos
Toxicologia E.P. Medicina del Trabajo
Toxicologia Master Postgrado y Doctorado




MEMORIA DE LA ACCION

* La Memoria debe contener un minimo de 10 pdginas y un mdximo de 15 pdginas y
debe contener los apartados sefialados.. Escriba el texto dentro de los recuadros
correspondientes.

* Enel caso de que durante el desarrollo de la accién se hubieran producido
documentos o material dignos de resefiar (CD, pdginas web, revistas, videos, etfc.)
se aconseja incluir como anexo una copia de buena calidad de los mismos a efectos
de evaluacion.

1. Introduccion (Justificacién del trabajo, contexto, experiencias previas...)

La idea original de realizar este proyecto de innovacion docente surgié de la necesidad
de introducir una experiencia piloto, innovadora, para alumnos de diferentes
licenciaturas que comparten una formacién en Toxicologia, permitiéndoles la posibilidad
de visualizar prdcticas on-line.

El proyecto se dirige a las dreas de ciencias experimentales y las titulaciones (asi como
a las asignaturas) beneficiarias del mismo y que son las siguientes: FARMACIA
("Toxicologia”, asignatura troncal de 4° curso), MEDICINA ("Medicina Legal y
Toxicologia”, asignatura troncal de 6° curso), CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS
ALIMENTOS ("Toxicologia alimentaria”, asignatura troncal de 1° curso y "Residuos de
Medicamentos en Alimentos”, asignatura optativa de 2° curso), CIENCIAS
AMBIENTALES ("Toxicologia ambiental”, asignatura troncal de 3° curso). También se
beneficia la asignatura de postgrado “Toxicologia Industrial” que se imparte en la
ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA DEL TRABAJO, de MEDICINA LEGAL Y
FORENSE, asi como en el MASTER de Postgrado en PREVENCION DE RIESGOS
LABORALES, MEDIOAMBIENTE Y GESTION DE LA CALIDAD, del que es
coordinador de Higiene Industrial el investigador principal del presente proyecto de
innovacién, asi como del DOCTORADO EN PREVENCION DE RIESGOS LABORALES
ofertado por la Facultad de Ciencias del Trabajo de la Universidad de Granada.

Con objeto de aprovechar la tendencia de los alumnos a utilizar las nuevas tecnologias
de la informacion y comunicacion pensamos que el disefio de un instrumento multimedia
podria resultar atractivo y Gtil para los alumnos facilitando la comprension de las
prdcticas programadas y aumentando en nlmero ostensible la existencia de
determinadas prdcticas debido a que se trata de instrumentacién costosa y voluminosa,
ensayos muy especificos, material a disposicion del Servicio de Toxicologia del
Hospital, etc..De este modo, se pone a disposicién de los alumnos contenidos prdcticos
muy Utiles para complementar las clases tedricas con ensefianza prdctica real asi como
algunas prdcticas que de no ser mediante el presente proyecto seria enormemente
dificil que las pudieran contemplar.

Existia experiencia previa por parte del Area de conocimiento, pero tan sélo en el
abordaje de la Toxicologia bdsica. Este aspecto al no integrar imdgenes y videos de
forma simultdnea requiere sin duda una menor complejidad.

2. Objetivos (Concretar qué se pretendid con la experiencia)

* Promover una hueva forma de ensefianza y aprendizaje de la "Toxicologia Prdctica”,
Gtil en numerosas licenciaturas en las que el Area de Conocimiento imparte docencia en
la Universidad de Granada, la mayoria de ellas de reciente implantacion (en los dltimos
8 cursos académicos).




* Promover una hueva forma de ensefianza y aprendizaje de la "Toxicologia Prdctica”,
(til en numerosos cursos de postgrado (Doctorado) y master de especializacién, asi
como en las Escuelas Profesionales de Medicina del Trabajo y Medicina Legal y Forense,
adscritas ambas al Departamento de Medicina legal y Toxicologia y en las que se
imparte Toxicologia Industrial.

* Facilitar a los alumnos el acceso a la informacion necesaria para cumplir los objetivos
docentes de cada licenciatura y poder evidenciar el desarrollo de las prdcticas
programadas antes de llevarlas a cabo en el laboratorio, con el avance en tiempo y en
comprension de las mismas que ello supone.

* Complementar la formacion teérica apoydndose en imdgenes y videos que permitan una
vision prdctica y real.

* Aprovechar las nuevas tecnologias para captar un mayor interés por parte de los
alumnos hacia nuestra materia.

* Facilitar el frabajo a los alumnos en un futuro inmediato, cuando entren en vigor los
nuevos planes de estudio de acuerdo con los criterios del Espacio Europeo de Educacion
Superior.

3. Descripcion de la experiencia (Exponer con suficiente detalle lo realizado en la
experiencia)

Todas las asignaturas mencionadas anteriormente presentan una parte prdctica de
interés en cada una de las licenciaturas (Medicina, Tecnologia de los Alimentos,
Ciencias ambientales) o ensefianzas de postgrado ya mencionadas. Para ello se han
seleccionado varias prdcticas en cada una de las siguientes dreas de la Toxicologia:

1) Toxicologia Alimentaria: Determinaciéon Colorimétrica de Nitratos en Productos
Cdrnicos y Determinacion de Clembuterol en Muestras de Higado.

2) Toxicologia General: Fraccionamiento de un extracto y Procedimientos de
Mineralizacion: Digestion Humeda (microondas); Digestion Humeda (caliente) y
Calcinacion.

3) Toxicologia Clinica: Determinacion de Etanol en sangre: Método Quimico y
Cromatografia de Gases, Identificacion de productos sospechosos: Cannabis y Cocaina,
Determinacion de colinesterasa en sangre, Supuesta intoxicacion medicamentosa
(sistema Toxi - Lab®), Determinacion de paracetamol mediante HPLC, Determinacion
de metales pesados por absorcion atdmica: Llama, Horno de grafito y generador de
hidruros y Determinacion de Drogas de Abuso mediante sistema Triage®.

4) Toxicologia Ambiental: Determinacion de estricnina y Determinacién de amoniaco

5) Toxicologia Industrial: Deteccion de contaminantes quimicos industriales (Equipos
portdtiles de lectura directa -tubos colorimétricos- y Bombas de muestreo personal) y
Determinacion de metales en aire (Plomo), Determinacién de disolventes en aire
(Tolueno), y Deteccidn de gases y vapores téxicos.




Para ello se han preparado previamente presentaciones en Power-Point con los textos,
grdficos, etc..de cada una de las prdcticas relacionadas anteriormente y sobre un
esquema de cada una de las presentaciones se ha elaborado un guidn con la ubicacién de
las secuencias de imdgenes y videos. Toda esta informacion ha sido procesada por la
empresa “Area Binaria" quién ha sido la encargada de transformar dichas
presentaciones en pdgina Web. En todo momento se ha tratado de que los textos
fueran claros, concisos y lo suficientemente explicativos, y las imdgenes y videos
ilustrativos de la prdctica de tal forma que permitan al alumno el estudio de la materia
y su fdcil comprension a través de esquemas y/o imdgenes.

El proyecto estd estructurado en una pdgina de inicio (*homepage") en cuya cabecera
aparece el acceso a las prdcticas correspondientes a las 5 grandes dreas de la
Toxicologia. En la pdgina de inicio aparece el titulo del proyecto, referencia a la UGR
(Departamento implicado, Vicerrectorado de Innovacién) y los profesores que han
participado en la elaboracién del mismo. Se ha instalado un contador de visitas para
tener constancia del nimero de alumnos que consultan el proyecto. Asimismo, se hace
un breve listado de la bibliografia mds relevante.

A continuacion se describen las prdcticas llevadas a cabo en el Proyecto de Innovacion
(dnicamente una pequeiia introduccion y su fundamento):

1) TOXICOLOGIA ALIMENTARIA

1.A) DETERMINACION COLORIMETRICA DE NITRATOS EN PRODUCTOS
CARNICOS

El nitrato estd presente de forma natural en el medio ambiente como consecuencia del
ciclo del nitrogeno. Ademds estd ampliamente distribuido en los alimentos, siendo las
principales fuentes de exposicion los vegetales y el agua de bebida. En general, el
contenido en nitritos de los alimentos es poco relevante.

Por otra parte, las sales sédicas y potdsicas de nitratos y nitritos se utilizan como
conservantes (aditivos alimentarios), especialmente en los productos cdrnicos
(charcuteria), donde el nitrito impide eficazmente el desarrollo de las esporas de
Clostridium botulinum y por tanto la formacién de la foxina botulinica. Asimismo,
contribuyen al desarrollo del aroma y a la estabilizacion del color caracteristico de
este tipo de productos.

La toxicidad del nitrato viene determinada por su conversién a nitrito, ya que puede
originar metahemoglobinemia por oxidacién del Fe™ de la hemoglobina. Altas
concentraciones de metahemoglobina pueden dar lugar a efectos téxicos e incluso a la
muerte. Este efecto es especialmente importante en los lactantes. Sin embargo, el
riesgo mds importante para la salud se debe a que el nitrito puede reaccionar con
aminas o amidas para formar “nitroso-compuestos” muchos de los cuales son potentes
carcindgenos. Las reacciones de nitrosacion pueden tener lugar durante la maduracién o
el procesado de los alimentos o bien en el tracto gastrointestinal.

El objetivo ha sido identificar y cuantificar los nitratos en un producto cdrnico. Su
relevancia radica en la enorme tfoxicidad de los nitratos y nitritos por lo que es
enormemente importante que ningtn producto cdrnico rebase los niveles permitidos.

Fundamento: al reaccionar en medio sulfdrico los nitratos con la brucina, se produce
una coloracién marrdn-amarillenta, cuya intensidad es proporcional al contenido en




nitratos presentes, lo que permite su valoracién colorimétrica o espectrofotométrica a
410 nm.

1.B) DETERMINACION DE CLEMBUTEROL EN MUESTRAS DE HIGADO

El clembuterol es un farmaco con actividad simpdtico-mimética B2. En Veterinaria se ha
utilizado como broncodilatador en el tratamiento de afecciones pulmonares (por
ejemplo, en caballos).

Ademds de los efectos farmacoldgicos citados, en los animales tiene un efecto
“repartidor” capaz de reducir el contenido graso y aumentar la masa muscular, con la
consiguiente ganancia de peso. Aunque este uso como “promotor del crecimiento” estd
prohibido, en ocasiones se emplea de forma fraudulenta, por lo que se requiere un
control analitico de aquellos productos animales que puedan ser consumidos por la
especie humana.

Actualmente se encuentra sometido a “evaluacién toxicoldgica” para determinar su
posible utilizacion como promotor del crecimiento. Mientras tanto no concluya dicho
proceso, su empleo no estd autorizado, lo que justifica la necesidad de disponer de
herramientas analiticas (laboratorio de Toxicologia) que hos permitan detectar su
presencia fraudulenta.

Fundamento: una vez preparada la muestra de tejido hepdtico procedente del animal,
se procede a una extraccion liquido - liquido del clembuterol con acetato de etilo en
medio alcalino. A continuacion se realiza una cromatografia en capa fina (CCF). La
visualizacién del clembuterol se consigue mediante un revelado especifico con una
mezcla de nitrito sédico y naftil etilendiamina que origina un azo-compuesto coloreado.

2) TOXICOLOGIA GENERAL

2. A) EXTRACCION DE TOXICOS ORGANICOS DE UNA MUESTRA DE ORINA.
FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO

Los tdxicos orgdnicos constituyen el grupo mds numeroso entre las diferentes
sustancias toxicas. Ello implica una gran complejidad desde el punto de vista analitico y
requiere una metodologia amplia que permita abarcar la mayor parte de las necesidades
analiticas. Esa gran variedad determina que, en el caso de los tdxicos orgdnicos, la
extraccion -primera fase de todo andlisis toxicoldgico-, sea realmente de la mdxima
importancia. En funcion del tipo de andlisis que se vaya a realizar (estudio especifico de
un determinado téxico o bien un screening general) habrd que utilizar unas condiciones
concretas para la extraccion. Por ello, el objetivo es la investigacion general de téxicos
orgdnicos utilizando procedimientos de extraccién generales, ya que cuando
comenzamos un andlisis toxicoldgico, en principio, no sabemos qué tipo/s de toxico/s
podria/n estar presente/s en la muestra.

Fundamento: Como norma general, los téxicos orgdnicos se extraen con disolventes
orgdnicos. Entre los mds frecuentes para una extraccion general se encuentran: éter
etilico, cloroformo, diclorometano, etc. En este proceso es fundamental el pH del medio
en el que se realiza la extraccién, ya que el fundamento de la extraccién liquido - liquido
consiste en la diferente solubilidad que cada sustancia tiene en agua y/o disolventes
orgdnicos en funcién del grado de disociacién que sufre dependiendo del pH del medio
(sin olvidar el efecto de la mayor o menor liposolubilidad de acuerdo al coeficiente de




particion). Los téxicos en medio acuoso (como es el caso de las muestras bioldgicas) se
comportan como dcidos, bases o sustancias neutras.

Los dcidos débiles se extraen con disolventes orgdnicos en medio dcido, mientras que
las bases débiles se extraen en medio bdsico. Las sustancias neutras se extraen con
disolventes orgdnicos independientemente del pH del medio.

2. B) PROCEDIMIENTOS DE MINERALIZACION: DIGESTION HUMEDA
(MICROONDAS), DIGESTION HUMEDA (CALIENTE) Y CALCINACION

Las sustancias téxicas se encuentran en el organismo firmemente unidas a albdmina,
lipidos o glidcidos, siendo requisito indispensable la destruccién de la materia orgdnica
para abordar su andlisis.
La destruccion de la materia orgdnica y la consiguiente liberacion del toxico se
consiguen mediante el proceso conocido como mineralizacién, del cual existen dos
grandes modalidades:
a) Via Seca o calcinacién

b) Via Himeda:
- Cldsica: emplea oxidantes enérgicos (por ejemplo, la mezcla sulfo - nitro -percldrica)
- Sistema cerrado bajo presidn: utiliza la energia de las microondas.
Ademds, la extraccion de algunos metales (As, Pb, Cu, etc,..) se puede realizar a través
de la formacion de un complejo que posteriormente se separa con un disolvente
orgdnico (por ejemplo metil-isobutil-cetona). Los aniones pueden analizarse a partir de
la didlisis o la cromatografia de intercambio idnico.

2.B.a) Digestion Himeda (microondas)

Fundamento: La accion de un horno de microondas reside en que el agua contenida en
cualquier sustancia orgdnica o inorgdnica absorbe con rapidez energia de las ondas. La
frecuencia de las microondas abarcan desde 10° hasta 10" Hz. El campo eléctrico de
una microonda puede hacer girar una molécula de agua en virtud de la carga eléctrica en
su interior. Los electrones, de carga negativa, asociados a los dtomos de hidrdogeno, se
desplazan hacia el dtomo de oxigeno instados por la fuerte atraccién que sienten hacia
los ocho protones, cargados positivamente, que tiene el oxigeno. Este desplazamiento
hace negativo el lado de la molécula correspondiente al oxigeno y positivo el del
hidrogeno. Una carga asi distribuida constituye un dipolo eléctrico.

De este modo, aunque la molécula, en su conjunto, sea eléctricamente neutra, forma un
campo eléctrico a su alrededor y puede girar por efecto de un campo eléctrico
exterior. El momento dipolar es el producto de la carga neta en cada extremo por la
separacion entre ambas. Usualmente, los momentos dipolares del agua estdn orientados
al azar. No obstante, si aparece un campo eléctrico se crea un momento de giro en cada
molécula, obligdndola a rotar para que coloque su momento dipolar paralelamente al
campo.

Constantemente, cada molécula de agua se ve agitada por el movimiento térmico
aleatorio de las circundantes. Dicho movimiento estocdstico, llamado a veces
movimiento browniano, estd relacionado con la femperatura del agua. El calor comunica
a las moléculas mds energia cinética, de tal suerte que, en su movimiento aleatorio,
colisionan con mayor violencia unas con otras produciéndose asi un aumento de la
temperatura.




Sin duda posee dos grandes ventajas: de una parte, su rapidez (se digieren 8 muestras
en 30 minutos) y por otra parte, al ser un sistema cerrado, evita la pérdida de
elementos voldtiles.

2. B. b) Digestion Himeda (en caliente)

Fundamento: Aprovecha la energia calorifica producida por los dcidos ayudados ademds
del calor proveniente de una placa calefactora a 80-90 °C. Normalmente utiliza dcidos
fuertes (nitrico, clorhidrico, sulfirico, perclérico). También es frecuente la
combinacién de éstos (mezcla sulfo - nitro - perclorica). También es frecuente la
adicién de agua oxigenada. Entre sus inconvenientes se encuentran el tiempo requerido
para la mineralizacidon, asi como la posibilidad de volatilizacién de determinados
elementos.

2. B. c¢) Calcinacién:

Fundamento: trata de aprovechar la energia calorifica producida en el interior de un
horno de mufla para destruir la materia orgdnica. Usualmente, para la destruccion
completa de la materia orgdnica se requiere un tiempo aproximado de 4.5 horas y una
temperatura de 450 a 500 °C. Entfre sus inconvenientes se encuentra el tiempo
requerido para la mineralizacién, asi como la posibilidad de volatilizacion de
determinados elementos.

3) TOXICOLOGIA CLINICA

3. A) DETERMINACION DE ETANOL EN SANGRE (ALCOHOLEMIA)

El alcohol plantea una problemdtica importante no sélo desde el punto de vista clinico
(intoxicaciones agudas, cronicas y toxicomanias) sino también desde el punto de vista
médico-legal (accidentes laborales, criminalidad, accidentes de trdfico, etc..). En el
BOE del 6/11/98 se recogen las tasas permitidas de alcohol en sangre referidas a la
conduccién de vehiculos a motor. También resulta interesante la correlacién entre
niveles de alcoholemia y porcentaje de individuos con clinica de intoxicacién.

3. A. a) Método Quimico

Fundamento: se emplea la técnica de Truhaut - Boudene que incluye: 1) destilacion del
alcohol en sangre; 2) reduccién del reactivo nitro-cromico por el alcohol; y 3) titulacién
del reactivo anterior mediante tiosulfato mediante yodometria.

3. A. b) Cromatografia de Gases

Fundamento: una muestra de sangre total a la que se le adiciona un estdndar interno
(n-propanol) es equilibrada en un vial cerrado herméticamente a temperatura
constante. El alcohol vaporizado de la muestra es posteriormente analizado por
cromatografia de Gases (técnica espacio de cabeza) y detectado con ionizacién de
llama.

3.B) IDENTIFICACION DE PRODUCTOS SOSPECHOSOS: CANNABIS Y
cocAINA

La Toxicologia Forense requiere del andlisis toxicoldgico para:

* Identificar un producto desconocido que pudiera ser una droga de abuso y/o
determinar su pureza, asi como identificar/cuantificar posibles contaminantes y/o
adulterantes.




* Identificar y/o cuantificar la droga en los fluidos bioldgicos de un determinado
individuo (usualmente sangre y orina; fambién saliva y cabellos).

Las cuestiones planteadas en la relacién a las drogas de abuso en el campo de la

Toxicologia Forense suelen ser:

* Informar sobre la inclusion o no de una sustancia en alguna de las listas de
"estupefacientes” o “psicotropos” o bien si se considera que es una droga téxica o
nociva para la salud.

* Informar sobre la identidad, cantidad y pureza de una sustancia intervenida.

* Informar sobre:

a. Si un individuo ha consumido una determinada droga de abuso.
b. Si estaba en estado de intoxicacién plena o bajo los efectos de una droga o del
sindrome de abstinencia cuando cometié un delito.
c. ¢Cudles son los efectos que produce una determinada sustancia sobre la conciencia
y la voluntad o sobre el comportamiento (Imputabilidad del sujeto)?
La respuesta a todas las cuestiones requiere del trabajo del Laboratorio de Toxicologia

3. B. a) Cannabis

La droga (Cannabis sativa) segin la farmacopea es la "sumidad florida femenina mds o
menos fructificada con resina y sin las hojas mds grandes”. Su componente psico-activo
es el delta 9- tetrahidrocannabinol (A’ THC). En funcién del contenido (de menor a
mayor) en A’ THC, los productos del Cannabis se clasifican en: cdfiamo textil, grifa o
marihuana, polvo o hachish, resina y aceite.

Fundamento:

* Los cannabinoides presentes en la muestra son solubles en disolventes orgdnicos
como el éter de petréleo.

* Existe una reaccién colorimétrica que permite detectar la presencia de
cannabinoides.

* La cromatografia en capa fina (CCF) permite detectar la presencia de los 3
cannabinoides principales (Cannabidiol, A’ THC y Cannabinol). El revelado de la placa
se hace con un reactivo de coloracién (azul sélido B) que reacciona con los
cannabinoides de forma diferente, proporcionando diferente color. Por tanto, la
identificacién de dichos cannabinoides se realiza en base a su Rf y la coloracion
(permitiendo detectar la presencia o ausencia de A’ THC).

3. B. b) Cocaina

La cocaina es una de las drogas de abuso mds utilizadas en la actualidad. Ademds puede
contener impurezas, adulterantes e incluso otras drogas como la heroina, de ahi que
resulte indispensable determinar su pureza.

Fundamento: puede identificarse colorimétricamente por medio de un reactivo: el
tiocianato de cobalto, dando un color azul turquesa en caso afirmativo. Ademds puede
confirmarse mediante espectrofotometria UV ya que posee mdximos a 233 y 275 nm
con un espectro caracteristico que no se altera por la presencia de contaminantes y/o
adulterantes.

3.C) DETERMINACION COLORIMETRICA DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASA
ERITROCITARIA.




La determinacion de la actividad colinesterasa eritrocitaria tiene como doble objetivo:
1) Valor diagndstico en la intoxicacion por compuestos anticolinesterdsicos
(organofosforados y carbdmicos); y

2) Biomarcador de exposicion y/o efectos causados por los agentes
anticolinesterdsicos (organofosforados y carbdmicos).

Fundamento: la actividad acetilcolinesterasa se determina colorimétricamente
mediante el método de Ellman. La tasa de formacién del anién amarillo puede seguirse
espectrofotométricamente a 410nm.

3. D) SUPUESTA INTOXICACION MEDICAMENTOSA. SISTEMA TOXI-LAB®

Los toxicos orgdnicos son el grupo de téxicos mds numeroso y el que con mayor
frecuencia estd implicado en las intoxicaciones. Ello supone una dificultad afiadida
desde el punto de vista analitico, ya que se necesita cubrir un amplio grupo de
sustancias, a veces, con importantes diferencias en sus propiedades fisico-quimicas.

Para el screening inicial, tras la extraccién con disolvente, se pueden utilizar técnicas
como la cromatografia en capa fina (CCF), cldsicamente la técnica de eleccion en razon
a reunir caracteristicas de sencillez, rapidez, bajo coste, capacidad de deteccidn
simultdnea de sustancias presentes en una muestra y requerimientos minimos en cuanto
a instrumental.

Los valores de relacién frontal (Rf) en combinacién con un revelado secuencial,
permiten detectar e identificar por medio de patrones los componentes de los
principales  grupos terapéuticos de interés (barbitdricos, antidepresivos,
benzodiacepinas, etc.).

Aunque el screening de téxicos orgdnicos puede abordarse también por técnicas
instrumentales (cromatografia de gases -CG-, cromatografia liquida de alta resolucion -
CLAR-), la cromatografia en capa fina (CCF) representa una alternativa vdlida y
asequible a cualquier laboratorio.

Fundamento: para el screening inicial de una muestra, vamos a utilizar una combinacion
de varios tests colorimétricos en una primera fase y a continuacion la cromatografia en
capa fina (CCF). El método descrito de CCF es el que se utiliza habitualmente en el
laboratorio de Toxicologia del Servicio de Andlisis Toxicologicos del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada, adscrito al Departamento de Medicina Legal y
Toxicologia de la Universidad de Granada. Emplea un kits comercial (TOXI-LAB®)
disefiado, en principio, para suero, orina y/o contenido gdstrico.

3. E) DETERMINACION DE PARACETAMOL MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El paracetamol es un analgésico y antipirético que se metaboliza a sulfo y glucurono-
conjugados a dosis terapéuticas en su mayor parte, a excepcion de un 8%
aproximadamente, que se transforma en un metabolito intermedio, muy téxico (n-
acetil-imidoquinona), que es inactivado en el higado por medio de su conjugacion con el
glutation, siendo excretado por la orina como conjugado de cisteina y dcido
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mercaptirico. Sin embargo, a dosis téxicas, la generacién de cantidades importantes
del metabolito téxico agota las reservas de glutation, lo que implica que la n-acetil-
imidoquinona se fije a las macromoléculas de los hepatocitos, causando su necrosis.

El paracetamol produce signos de hepatotoxicidad tardios, siendo rara su
manifestacion antes de las 12-18 h, de ahi que tenga especial trascendencia el control
analitico y cuantificacion en supuestas intoxicaciones. Asi, la ictericia se manifiesta a
las 48-72 h y la necrosis masiva se hace aparente al 4° dia, precedida usualmente de un
cuadro de insuficiencia hepdtica. Por este motivo es fundamental conocer cudles son las
dosis téxicas y valorarlas mediante el andlisis toxicoldgico.

Fundamento: la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR o HPLC) se caracteriza
porque el eluyente es impulsado por medio de una bomba a través de la columna a
presiones elevadas. Por lo demds, presenta en comin con la cromatografia de gases la
columna permanente y reutilizable de alta eficacia (en especial, las capilares), el
sistema de termostatizacién (no imprescindible en CLAR), la circulacién continua del
eluyente, la deteccién continua y la visualizacién grdfica del resultado (cromatograma),
siendo la precision mayor en la CLAR.

Posee la gran ventaja de poder aplicarse a aquellas sustancias susceptibles de alterarse
quimicamente. Ademds no destruye la muestra, requiere una minima preparacion de la
misma y suele emplear pequefias cantidades de ésta. Un ejemplo muy significativo de
gran interés en Toxicologia Clinica lo constituye la cuantificacién de paracetamol en
plasma mediante CLAR o HPLC.

La CLAR en “fase reversa” (fase estacionaria apolar / fase mévil polar) permite la
resolucion de la mayor parte de problemas en Toxicologia Analitica donde se opta por la
cromatografia liquida (analgésicos, antidepresivos, ansioliticos, anticonvulsivantes,
antihipertensivos, diuréticos, etc,..). Entre los detectores mds empleados encontramos
el ultravioleta y el de fluorescencia.

3.F) DETERMINACION DE METALES POR ABSORCION ATOMICA: Llama, Horno
de Grafito y Generacion de Hidruros.

El empleo de la espectrofotometria de absorcién atomica (EAA) es el método analitico
de eleccion para el andlisis de trazas de metales pesados y metaloides en diversas
matrices (fluidos bioldgicos, alimentos, filtros de captacién ambiental, etc...). Esta
técnica, por tanto, permitird valorar el grado de contaminacién medioambiental, la
exposicién a determinados téxicos industriales en un colectivo de trabajadores, el nivel
de metales en un alimento, etc....

Para el andlisis concreto de cada uno de los contaminantes se emplean diferentes
técnicas analiticas:

- EAA con Llama (Ejemplos.: Cu, Zn)

- EAA con Horno de Grafito (Ejemplos.: Pb, Cd)

- EAA con Generador de Hidruros:
-sin llama (Técnica de Vapor Frio) (Ejemplo.: Hg)

-con llama (Ejemplos.: As, Se)

Fundamento: al suministrar una determinada cantidad de energia a un dtomo cualquiera
en estado fundamental (E,), ésta es absorbida por el dtomo de tal forma que se
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incrementara el radio de giro de sus electrones de la capa externa llevando al dtomo a
un nuevo estado energético (E;1) que llamamos excitado. Cuando éste vuelve a su estado
fundamental, cede una cantidad de energia cuantitativamente idéntica a su energia de
excitacion, emitiendo radiaciones a longitudes de onda determinadas.

Cuando los dtomos en estado fundamental se encuentran con las mismas radiaciones que
ellos mismos son capaces de emitir, se produce una absorcion de las mismas,
desplazdndose el equilibrio hacia la izquierda y pasando los dtomos del estado
fundamental al excitado. El fendmeno de absorcion de radiaciones a determinadas
longitudes de onda en el caso particular en que el medio absorbente sean los dtomos en
estado fundamental, se conoce como Espectroscopia de Absorcion Atémica.

3. 6) DETERMINACION DE DROGAS DE ABUSO- SISTEMA TRIAGE®

Se trata de un procedimiento inmunoquimico patentado. Es pues un inmunoensayo
competitivo en el cual derivados de drogas quimicamente marcadas (conjugado de
drogas), compiten en una muestra con las moléculas de droga hipotéticamente
presentes y capaces de ocupar los sitios de unién de los anticuerpos.

Fundamento: tras una breve incubacion en la cdmara de reaccion (fase liquida), la
mezcla de reaccion se transfiere al campo de deteccion (fase sélida). Como resultado
de la unién especifica de los anticuerpos a las moléculas de droga, en la muestra
permanece un conjugado de drogas libre, capaz de unirse a anticuerpos monoclonales
inmovilizados sobre la membrana en el campo de deteccion.

Después de un proceso de lavado para eliminar el conjugado de drogas no unido y
aclarar el fondo, se visualizan los resultados. Una muestra es positiva para una o varias
clases de drogas cuando se visualiza una o varias bandas violetas en las
correspondientes zonas de deteccion denominadas con el nombre abreviado de la clase
de drogas.

4) TOXICOLOGIA AMBIENTAL

4. A) DETERMINACION DE AMONIACO EN EL AIRE

El amoniaco se utiliza en la produccion de sulfato y nitrato aménico que se emplean
como fertilizantes. También se usa para la oxidacién de dcido nitrico, en la produccion
de hidroxido sédico, de urea sintética y para la preparacién de soluciones acuosas
usadas en la industria quimica y farmacéutica. Igualmente se emplea en refrigeracion
para producir temperaturas por debajo del punto de congelacién y para la produccién
de hielo artificial.

En el ambiente industrial es mds frecuente la intoxicacion aguda comportdndose como
un irritante del tracto respiratorio superior cuando la concentracién supera los 100
mg/m>. Las salpicaduras oculares son especialmente peligrosas pudiendo llegar a
ocasionar perforacién corneal.

Fundamento: el amoniaco en union al dcido sulfdrico forma sulfato amdnico que al
adicionarle el reactivo de Nessler forma un complejo de color amarillo-marron. La
concentracion de amoniaco se determina leyendo la absorbancia de la solucion coloreada
a 440 nm y compardndola con una curva estdandar.
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4. B.) DETERMINACION DE ESTRICNINA EN MUESTRAS DE HIGADO

La estricnina es un alcaloide que procede de ciertas plantas exéticas de la familia de
las loganidceas (Strycchnus nux vomica'y Strychnus ignatii) que se cultivan en Asia
tropical. La mayor riqueza alcaloidea se encuentra en las semillas (nuez vémica y habas
de San Ignacio) y en la corteza (falsa angostura).

Tiene una estructura quimica muy compleja, con un nicleo indélico cuya férmula
empirica es CyH22N;0,. El alcaloide -en estado de base-, es un polvo blanco,
cristalizable y de sabor muy amargo. Es prdcticamente insoluble en agua y bastante
soluble en éter, benceno, alcohol amilico pero, sobre todo, en cloroformo. Con los dcidos
minerales y algunos derivados orgdnicos forma sales solubles en agua (sobre todo las
primeras).

Las intoxicaciones se producen con diversas preparaciones como el arseniato de
estricnina, ciertos polvos y cebos matarratas, cebos para zorros y lobos, etc..., que
contienen estricnina en proporciones del 1 al 5 % lo que los hacen muy peligrosos a nivel
ambiental y ecotoxicoldgico.

También se han producido algunos accidentes téxicos en nifios al ingerir pastas
matarratas o cebos que imprudentemente se dejaron en lugares accesibles. Asimismo
podrian darse intoxicaciones en los supuestos de ingesta de visceras de animales
capturados con cebos impregnados con estricnina (prdctica prohibida).

Fundamento: La estricnina puede extraerse a partir de una solucién alcalina de la
muestra. Una alicuota del concentrado del extracto se enfrenta al reactivo de
Mandelin, dando origen a unos cambios caracteristicos de color. En el caso de la
cromatografia en capa fina (CCF), se emplea el extracto cloroférmico que se evapora a
sequedad y se redisuelve en cloroformo para purificarlo. Unas manchas de color violeta
intenso a un Rf de 1,20 en Toxi-Lab® se corresponden con la estrichina.

5) TOXICOLOGIA INDUSTRIAL

5. A) DETECCION DE CONTAMINANTES QUIMICOS: EQUIPOS PORTATILES
DE LECTURA DIRECTA (SISTEMA DRAGER Y TUBOS COLORIMETRICOS) Y
BOMBAS DE MUESTREO PERSONAL

Uno de los principales aspectos de la Toxicologia Industrial se centra en el
conocimiento de las concentraciones de téxicos en el ambiente de trabajo. Ello
permitird poder comparar los resultados obtenidos con los valores de referencia que se
emplean como criterios de toxicidad y que de acuerdo con el RD 374/2001, en nuestra
normativa son el VLA-ED (Valor Limite Ambiental de Exposicién Duradera) y el VLA-EC
(Valor Limite Ambiental de Corta Exposicion).

La presencia de un contaminante en el aire ambiente puede valorarse mediante técnicas
de muestreo pasivo (a través de sélidos adsorbentes o sélidos impregnados con
reactivos especificos) o de muestreo activo, siendo sin duda estas dltimas las mds
frecuentemente utilizadas.

Entre las técnicas de muestreo activo encontramos los instrumentos que permiten una
medida directa, asi como aquellas que permiten el muestreo sobre soportes. La toma de
muestras sobre soportes incluye tres posibilidades: soluciones absorbentes (un ejemplo
serian los impingers o frascos lavadores -ver Toxicologia Ambiental, -determinacién de
Amoniaco-), membranas porosas o filtros y sélidos adsorbentes.
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La toma de muestras sobre membranas porosas se realiza usualmente sobre filtros de
37 mm de didmetro y con un tamafio de poro que oscila entre 0.45 y 5 micras. La
composicion de dichas membranas es variable. Las mds frecuentes suelen ser de
celulosa aunque también existen de nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibra de vidrio,
policarbonato, PVC, teflon y nylon.

Respecto al muestreo sobre sdlidos adsorbentes, se emplean tubos de vidrio rellenos
de carbén activo. En relacién al procedimiento de aspiracion, existen dos modalidades:
* Sistema Drdger: sistema portdtil de lectura directa

* Bombas de Muestreo Personal : para muestreos de larga duracién

Los tubos colorimétricos (acoplados al sistema Drdger), probablemente sean los mds
empleados para la medicién y comprobacion de contaminantes en aire de forma
rutinaria. Para mediciones a corto plazo (medicion puntual) hay disponibles un nimero
considerable de tubos (mds de 150). Algunas casas comerciales (como por ejemplo
Drdger) dispone del Drdager CMS® que es un sistema de deteccién digital mediante
chips, siendo en la actualidad uno de los métodos de deteccion mds exactos y fiables.

5. A. a) Equipos Portdtiles de Lectura Directa (Sistema Drdger y Tubos
Colorimétricos)

Fundamento: los aparatos colorimétricos de lectura directa se valen de las propiedades
quimicas de un contaminante que producen una coloracion determinada al entrar en
contacto con un agente quimico. El indicador colorimétrico o tubo detector estd
constituido por silice gel, alimina o piedra pomez impregnados con una sustancia
quimica que reacciona con el contaminante e indicard la concentracion del gas o vapor a
través del cambio o viraje de color, pudiendo visualizarla directamente en la escala
graduada impresa sobre el tubo reactivo. Por lo general, la unidad de medida estd
indicada en ppm (partes por milldn).

5. A. b) Bombas de Muestreo Personal: Determinacion de Metales en Aire (Plomo)
Fundamento: la muestra se recoge haciendo pasar un volumen conocido (entre 200 y
1200 1) de aire contaminado a través de un filtro de ésteres de celulosa mediante una
bomba de muestreo personal. Una vez captada la muestra, se trata con dcido nitrico
para destruir la matriz orgdnica y disolver el metal presente en la misma. El plomo
contenido en la muestra se analiza mediante Espectrofotometria de Absorcion Atomica
con horno de grafito a una longitud de onda de 283,3 nm lo que permite su
cuantificacidn.

5. A. c) Bombas de Muestreo Personal: Determinacion de Disolventes en Aire
(Tolueno)

Fundamento: la muestra se recoge haciendo pasar una cantidad conocida de aire
contaminado a través de un tubo de relleno de carbdn activo, mediante una bomba de
muestreo personal, quedando los vapores orgdnicos adsorbidos sobre el carbon.
Posteriormente se desorben con sulfuro de carbono (método 1) o bien con carbonato de
etileno (método 2) y se analiza la disolucién resultante en un cromatdgrafo de gases
equipado con un detector de ionizacion de llama.

5. B) DETECCION DE GASES Y VAPORES TOXICOS

En muchas aplicaciones industriales se utilizan sistemas moviles o portdtiles de
deteccion de gases para el control de la seguridad. Los peligros pueden tener distintos
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origenes. Entre ellos sefialamos el escape de gases téxicos (metano o CH4, sulfhidrico o
SH;, monéxido de carbono o CO, entre otros), la falta o el exceso de oxigeno u O, el
aumento de diéxido de carbono o CO,, etc...

Si estos peligros se detectan precozmente, el sistema de alarma puede iniciar
contramedidas para proteger a los trabajadores, sus puestos de trabajo y por tanto, a
las industria en general.

Han sido concebidos para medir en depdsitos de basura, en fdbricas, en canalizaciones,
en canales de aguas residuales, plataformas, en barcos y en cualquier lugar en el que
exista un riesgo elevado de exposicion a gases y vapores susceptibles de medida
directa.

La pantalla LCD del medidor de gas ofrece una iluminacién de fondo automdtica que
permite su lectura incluso en condiciones adversas. Existen ademds pilotos de aviso que
actian a modo de alarmas visibles.

Lo ideal seria llevar el medidor de gases como proteccion personal pegado al cuerpo
(por ejemplo, enganchado al cinturdn), siendo Gtil al recorrer canalizaciones
subterrdneas y muy especialmente, en la industria quimica.

Fundamento: los equipos de deteccién de gases estdn basados en distintas tecnologias
de sensores. Dependiendo de la aplicacién y de la sustancia a detectar se utilizan
distintos sensores como fisicos infrarrojos, cataliticos o electroquimicos.

4.Material y métodos (Describir la metodologia seguida y, en su caso, el material
utilizado)

* Preparacion de las presentaciones correspondientes a cada prdctica, en formato
Power-Point. Estas incluian:

a) Una base de texto, suficiente como para facilitar el seguimiento de la prdctica
pero sin llegar a ser prolijo.

b) Imdgenes y tablas escaneadas elaboradas a partir de informacién bibliogrdfica
existente en el Departamento de Medicina Legal y Toxicologia u obtenidas a través de
Internet en relacion con cada prdctica.

¢) Grabacion de Videos de cada prdctica.

d) Seleccién de las secuencias mds representativas de los videos.

e) Reportaje fotogrdfico de las prdcticas.

f) Disefio de la interfaz grafica, con integracion de todos los contenidos (texto,
imdgenes, grdficos, tablas y videos) por la empresa “Area Binaria".

g) Inclusion de los contenidos del proyecto en el espacio Web reservado.

5. Resultados obtenidos y disponibilidad de uso (Concretar y discutir los resultados
obtenidos y aquellos no logrados, incluyendo el material elaborado y su grado de
disponibilidad).

Finalmente se ha elaborado una pdgina Web, ubicada dentro del Web del Departamento
de Medicina legal y Toxicologia, disponible para aquellos usuarios que lo deseen. Asi, se
ha informado a los alumnos del curso 2007-2008 de la ubicacién y de sus claves para
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que puedan acceder a la misma desde sus domicilios, ordenadores de bibliotecas de la
UGR, red inaldmbrica del Campus virtual de la UGR, e incluso desde las propias aulas de
docencia.

6. Utilidad de la experiencia (Comentar para qué ha servido la experiencia y a quienes
0 en qué contextos podria ser (til).

La experiencia de momento ha sido Gtil para los profesores involucrados en la misma.
En el curso académico que estd apunto de comenzar, hemos recibido opiniones muy
favorables por parte de los alumnos de Licenciaturas que ya han sido convocados a las
prdcticas y que disponen de la posibilidad de visualizarlas con antelacidn. El presente
proyecto también se hard extensivo a los alumnos de postgrado de los diferentes
Master que oferta la UGR (tanto de ensefianza presencial como virtual). Se ha
implantado también en las dos Escuelas Profesionales de la Universidad adscritas a
nuestro Departamento (Medicina Legal y Forense y Medicina del Trabajo).

7. Observaciones y comentarios (Comentar aspectos no incluidos en los demds
apartados)

Se adjunta como anexo un DVD con el proyecto de innovacion. Esta experiencia se ha
presentado como Ponencia al XVII Congreso de la Asociacion Espafiola de Toxicologia,
que se celebré en Santiago de Compostela durante los dias 26 a 28 de Septiembre de
2007. Asimismo se incluyé una Comunicacién que ha recibido el premio a la mejor
Comunicacién en la Mesa Docencia en Toxicologia exequo con la presentada por el Prof.
Herndndez Jerez sobre la ensefianza bdsica de la Toxicologia, también de la UGR.

8. Autoevaluacion de la experiencia (Sefialar la metodologia utilizada en la evaluacion
y los resultados de la experiencia)

Se ha instalado un contador de visitas, sin embargo ain no se ha evaluado la experiencia
en grado al ser éste el primer afio en el que se implanta el Proyecto. En postgrado
(Escuelas Profesionales) el 94,5 % de los que contestaron a la encuesta manifestaron
que conocian la pdgina Web, y el 80% la ha utilizado alguna vez, aunque prdcticamente la
totalidad la empleé menos de 5 veces. Este aspecto variard enormemente en las
ensefianzas de postgrado donde han de consultar al menos 5 prdcticas como minimo. En
general, la respuesta ha muy sido satisfactoria con la implantacion del Proyecto.
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