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LISTA DE ABREVIATURAS

%CV: Coeficiente de varicion

11-OH THC: 11 hidroxi- A° tetrahidrocannabinol
Ar: Area relativa

CBD: Cannabidiol

CBN: Cannabinol

CG-EM: Cromatografia de Gases- Espectrometria de masas
CGL: Cromatografia gas-liquido

CGS: Cromatografia gas-sélido

COl: Comité Olimpico Internacional

EFS: Extraccion en fase sdlida

El: Estandar Interno

KOH: Hidroxido de Potasio

LC: Limite de Cuantificacion

LD: Limite de Deteccion

MSTFA: N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida
SA: Soluciéon Amortiguadora

SIM: Monitoreo Selectivo de lones

TBME: Terc-butil metil éter

THC: A’- tetrahidrocannabinol

THC-COOH: 11 nor-9 carboxi- tetrahidrocannabinol
Tr: Tiempo de retencién

WADA: Agencia Mundial Antidopaje



RESUMEN

1. RESUMEN

La metodologia desarrollada en el presente trabajo abarcé diversos procesos
quimicos como: hidrdlisis, eleccion de pH oOptimo de extraccion, eleccidén del
disolvente para la extraccion liquido-liquido, evaluacion de dos tipos de cartuchos
(C8 y C18) para la extraccion en fase sélida y la formacién de derivados
silanizados para el posterior andlisis cromatografico, se evaluaron los parametros
analiticos antes mencionados, hasta encontrar las condiciones Optimas de
preparacion de la muestra.

Una vez obtenidas las mejores condiciones de analisis, hidrolisis basica con KOH,
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, pH de extraccién a 5, se realizé un
ensayo de validacion preliminar del método, con objeto de garantizar la calidad y
confiabilidad de los resultados, y asi poder utilizar el método desarrollado de
manera rutinaria como método de analisis, o para la confirmacion de la presencia
de cannabinoides en orina de atletas y por lo tanto el consumo de esta sustancia
prohibida, los resultados obtenidos en este ensayo de validacion fueron: linealidad
coeficiente de correlacion de 0.99, limite de deteccion 1.15 ng/mL, limite de
cuantificacion 3.82 ng/mL, % de recuperacion de 107.65%, 110.55% y 99.82%, el

coeficiente de variacion de cada uno fue 3.72%, 3.05% y 3.40% respectivamente.
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2. INTRODUCCION

El tetrahidrocannabinol (THC) es el mayor componente psicoactivo de la
marihuana, proveniente de la planta Cannabis sativa, esta compuesto

generalmente por tres anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno.[1,2]

Presenta propiedades hidrofobicas por lo que se encuentra mayoritariamente
unido a proteinas plasmaticas (90-95%), es decir, se encuentra altamente
distribuido en todo el organismo, debido a su naturaleza liposoluble al llegar a la
circulacion sistémica, el THC se distribuye rapidamente por el organismo, primero
a los tejidos mas irrigados (cerebro, rifion, estdmago, pulmones, higado, corazén,
bazo, etc.) y posteriormente se acumula en el tejido adiposo. EI THC acumulado
en el tejido adiposo se va liberando lentamente a la sangre, de forma que su
eliminacién completa puede necesitar 30 dias, y pasa en parte al sistema nervioso

central.[3]

Los cannabinoides son metabolizados en gran parte en el higado por hidroxilacion
y oxidacion microsomal por el citocromo P450 (sobre todo por la subunidad
CYP2C9). Otros tejidos como el intestino y el pulmoén también participan en menor

grado en la metabolizacidn de los cannabinoides. [3]

Los metabolitos activos (11-OH-THC) e inactivos (THC-COOH) son eliminados por
la orina (12%) y por las heces (68%). EI THC-COOH es el metabolito urinario
predominante; un 50% del mismo se excreta el primer dia de la administraciéon
éste aparece también en otros liquidos biolégicos como el sudor, la saliva y el
cabello. [4,5]

El 11-OH-THC puede sufrir varias modificaciones, siendo la mas importante la
oxidacion a 11-nor-9-carboxy-THC (THC-COOH) y posterior
glucoronidoconjugacion. ElI propio THC y algunos metabolitos activos son
sometidos a recirculacién enterohepatica y ello contribuye a prolongar la duracién

de su efecto. [1]
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En el presente trabajo se desarrolld y optimizé en primera instancia una

metodologia cromatografica y posteriormente una metodologia de preparacion de
muestra, para la determinacion del consumo de Cannabinoides por medio del
andlisis de Tetrahidrocannabinol (THC), que es la sustancia psicoactiva
consumida y de sus dos metabolitos mayoritarios, 11-Nor-9-carboxy-THC (THC-
COOH) y el 11-OH-A%-THC (11-OH-THC), ambos como confirmacién del consumo
de esta sustancia prohibida por la Agencia Mundial Antidopaje (WADA por sus
siglas en inglés) como parte del control antidopaje en atletas de alto rendimiento.
Cabe destacar que para optimizar la metodologia desarrollada en este trabajo,
partimos de un método ya establecido en el Laboratorio, que se describe mas a

detalle en la parte de metodologia.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Dopaje en el deporte.

La palabra dopaje se deriva probablemente del término holandés “Dop”, el nombre
de una bebida alcohdlica hecha de piel de uva y usada por los guerreros Zulu a fin
de mejorar sus habilidades en batalla. [9]

Los antiguos atletas griegos eran conocidos por el uso de dietas especiales y
pociones estimulantes para fortalecerse. La estricnina, cafeina, cocaina y alcohol
eran usados a menudo por ciclistas y otros atletas de resistencia durante el siglo
XIX. [9]

En el Cddigo Mundial Antidopaje, se define la palabra dopaje como la presencia
de una sustancia prohibida, sus metabolitos o marcadores, en una muestra
corporal de un atleta siendo éste responsable del hallazgo de cualquier sustancia
prohibida en su sistema, independientemente de la forma de llegada de ésta al
organismo. [9,10]

Este codigo también establece otros criterios para considerar que se incurre en un
delito de dopaje, mencionados a continuacion:

e La presencia de una sustancia prohibida, de sus metabolitos y/o
marcadores.

e Uso o intento de uso de una sustancia o método prohibido, no siendo
necesario que el empleo consiga éxito, ademas, el rehusarse, o no
realizarse sin justificacion evidente, la toma de muestras tras la oportuna
notificacion, no estar disponible para el estudio como consecuencia de no
ofrecer informacién para la localizacion o no acudir a una prueba, alterar o
intentar alterar, cualquier parte del control de dopaje.

e Posesion de sustancias o métodos prohibidos. Esto incluye la posesion por
los atletas y/o el personal de apoyo.

e Trafico de cualquier sustancia o método prohibido.

e Administracion o intento de administracion de una sustancia prohibida o
meétodo prohibido a algun deportista, o a la asistencia, incitacion,

contribucion, instigacion, encubrimiento o cualquier otro tipo de complicidad
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en relacién con una infraccion de la norma antidopaje, o cualquier otra

tentativa de infraccion [10]

3.2 Agencia Mundial Antidopaje. (WADA)

3.2.1. Origenes.
A principios de 1999 en Lausana, Suiza, se llevo a cabo la Conferencia Mundial
sobre dopaje de la cual se produjo la Declaracion de Lausana sobre el dopaje en
el deporte. Este documento facilité la creacion de un organismo internacional
independiente que fuese completamente operativo para el inicio de los XXVII
juegos olimpicos en Sydney en el 2000. [9]
De acuerdo a los términos de la declaracion de Lausana, La Agencia Mundial
Antidopaje (WADA por sus siglas en ingles), fue establecida el 10 de Noviembre
de 1999 para promover y coordinar la lucha contra el dopaje en el deporte a nivel
internacional. La WADA fue establecida como una fundacién bajo la iniciativa del
Comité Olimpico Internacional (COIl) con el respaldo y participacion de
organizaciones intergubernamentales, autoridades Publicas y Deportivas, asi
como otros entes publicos y privados involucrados en la lucha contra el dopaje.
La WADA es responsable de monitorear todas las actividades antidopaje de las
autoridades publicas y deportivas, desde la aceptacion, hasta la implementacion y
el cumplimiento. Para esto debe asegurarse de que todas las autoridades en todos
los paises cumplan con el Codigo Mundial Antidopaje, que es el documento que
armoniza las reglas relacionadas con las actividades antidopaje en todos los
deportes y areas del mundo, fue adoptado unanimemente en 2003 por las
organizaciones deportivas y los gobiernos, y entré en vigor el 1 de enero de 2004,
el cédigo asegura que las reglas y reglamentos antidopaje son los mismos para

todos los deportistas de todos los paises. [9 -11]

WORLD
ANTI-DOPING
AGENCY

play true
Figura 1 Logo de la Agencia Mundial

Antidopaje (WADA por sus siglas en
ingles)
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Ademas la WADA se encarga de acreditar a los laboratorios distribuidos en varios

paises, encargados de llevar a cabo analisis de dopaje. [10,11]

3.2.2. Lista de sustancias y métodos prohibidos.

Desde el 2004, como un mandato del Codigo Mundial Antidopaje, la WADA es
responsable de la preparacion y publicacion anual de la Lista de Sustancias y
Métodos Prohibidos, que consiste en una relacion de categorias de las sustancias
y meétodos que estan controlados por la WADA. La prohibicion puede ser
permanente, durante la competicidn, o para algunos deportes en concreto. [10,11]

Esta lista no es exhaustiva, ya que varias categorias estan abiertas e incluyen
otras sustancias de estructura quimica y/o efectos bioldgicos similares. En el
Cuadro 1, se muestra la lista de Sustancias y Métodos Prohibidos del afo 2013,
en donde se observan las sustancias y métodos prohibidos en todo momento, es
decir, en competicion y fuera de ella, las sustancias prohibidas en la competicion y

las sustancias prohibidas en ciertos deportes. [11]
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Cuadro 1. Lista de Sustancias y Métodos Prohibidos por la WADA.

Sustancias y métodos prohibidos en todo momento (en la competicdn y fuera de ella)

Sustancias:

51. Agentes anabaolizantes

52. Hormonas peptidicas, factores de crecimiento v sustandas relacionadas.
53. Agonistas B-2

54. Hormonas y hModuladores metabdlicos

55, Diureticos v otros agentes de Enmascaramiento

hMétodos:

ML, Manipulacian Sanguinea y Componentes sanguineos
M2, hdanipulacion Fisica y Quimica

M3, Dopaje Genético

Sustancias Prohibidos durante la competicion
56, Estimulantes
57 Marcoticos
58, Cannahinoides
59, Glucocorticoides

Sustancias Prohibidas en deportes especificos

F1. Alcohol
P2. Blogueadores f

3.3. Marihuana
En nuestro medio, en general, la marihuana a la que podriamos tener acceso

procede de la planta Cannabis sativa, de la cual se han identificado hasta un total
de 483 componentes quimicos diferentes, de los grupos monoterpenos,
sesquiterpenos y alcaloides. [2, 3,12]

Entre los componentes mas abundantes en la planta se encuentran los llamados
cannabinoides, que son los responsables de la actividad de la planta sobre el
organismo [2, 3, 12,13].

La planta Cannabis sativa, es de crecimiento rapido en cualquier medio y puede
alcanzar una altura de 4-6 metros. Pocos pesticidas afectan a este cultivo, y pocos

cambios bruscos de temperatura alteran su crecimiento. Las hojas tienen cinco o
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mas hojuelas mas estrechas con aspecto de estrellas, bordes dentados y de color
verde oscuro, cada una de ellas irradia de un tallo unido a otro mas grande y
hueco. Las flores son blanquecinas y estan en racimos abundantes. [12,13]

La especie es dioica, es decir, que hay plantas macho y hembra; el macho crece
mas y presenta flores cubiertas de polen. La planta hembra, mas pequefa, tiene
flores mas grandes que recogen el polen y produce semillas en forma de nueces

que protege con una resina pegajosa (Ver Figura 2). [2, 3, 5,12-14]

3 Estambre
Planta femenina

con polen

Flor femenina

Fruto

=
f L\
.
) N
l Planta
milla .
Se las masculina

Figura 2 Planta macho y hembra de Cannabis sativa.
Caracteristicas generales.

3.3.1. Cannabinoides

Los cannabinoides estan colocados en el grupo S8 de la lista de Sustancias y
Métodos Prohibidos por la Agencia Mundial Antidopaje (ver cuadro 1).
Son sustancias que tienen una estructura carboxilica con veintiun carbonos y

estan formados por tres anillos: ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno. Los
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principales cannabinoides son el A°-tetrahidrocannabinol (Ag-THC), cannabidiol
(CBD) y cannabinol (CBN) [2, 3, 8, 12,15] (Ver Figura 3).

CBD

Figura 3 Estructura de los principales cannabinoides

Actualmente, se reconocen tres tipos generales de cannabinoides:
1. Los cannabinoides herbarios o fitocannabinoides: que son sintetizados
naturalmente en la planta de cannabis.
2. Los cannabinoides enddgenos; producidos por organismos animales y por
el cuerpo humano. (ej. Anandamidas)

3. Los canabinoides sintéticos: producidos en un laboratorio.

Todos los cannabinoides son derivados de sus respectivos 2-acidocarboxilico (2-
COOH) por descarboxilacién catalizados por calor, luz o condiciones alcalinas, son
altamente insolubles en agua pero muy solubles en lipidos, alcoholes y otros
disolventes organicos polares.[15-16]
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El motivo por el cual el cannabis y sus derivados estan dotados de multitud de
efectos en nuestro organismo, radica en la presencia de receptores cannabinoides
distribuidos por el organismo, sobre muchos tipos de células. [15-17]

En la actualidad, se han identificado dos principales tipos de receptores

cannabinoides (Figura 4):

* Receptores CB1: localizados principalmente en las neuronas del cerebro,
médula espinal, sistema nervioso periférico, glandulas enddcrinas,
salivales, bazo, corazén, aparato urinario, reproductor y gastro-intestinal.

* Receptores CB2: son menos abundantes y se encuentran principalmente

en las células del sistema inmunoldgico. [11,16]

Modo de accidn

Receptores CB1 receptores CB2
Mayormente localizados en el cerebro Mayormente localizados en la periferia
(hipocampo, cerebelo y cerebro) (bazo, amigdala y célufas inmunes)

Receptores CB 2

Céelulas inmunes

Figura 4 Distribucién de los receptores cannabinoides en el organismo.
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3.3.2. Tetrahidrocannabinol y su metabolismo

El cannabinoide A°-tetrahidrocannabinol (THC) es el mas abundante en la planta
Cannabis sativa, y por consiguiente el principal causante del efecto psicoactivo de
la marihuana, en conjunto con el cannabinol y el cannabidiol. [13,16-18]
En estado puro es un sdlido vitreo a bajas temperaturas, y se torna viscoso y
pegajoso al calentarlo, es poco soluble en agua (altamente hidrofébico Log Kw
7.61) pero se disuelve facilmente en la mayoria de los disolventes organicos como
el etanol o hexano, y posee altas propiedades de absorcién en el espectro de UV-
B (280-315 nm) [17-19]
Los Cannabinoides pueden ingresar en el organismo de varias formas:

a) Por inhalacion del humo procedente de cigarrillos.

b) Por ingestion oral de bebidas o alimentos sélidos.

c) Por aerosoles o pulverizadores.

d) En forma de gotas, tratamiento ocular.

e) Por administracion rectal o parenteral.
La inhalacidn es uno de los métodos mas rapidos de administracion del THC. Una
vez en los pulmones, el humo entra en contacto directo con el torrente circulatorio
a través de una amplia red de capilares: esta sangre se dirige casi de inmediato al
cerebro, que es el lugar donde se encuentran la mayoria de los receptores

cannabinoides como ya se explicoé con anterioridad. [17-19]

Los fumadores podrian alcanzar una concentracion maxima de THC en la sangre
mientras todavia estan fumando, aunque la concentracion del THC depende de
diversos factores como:
e El tipo de preparacion utilizada, que puede ser sola o con otros
ingredientes.
e La combustion de la mezcla, ya que algunos cannabinoides se

descomponen rapidamente con el calor.
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e El tiempo empleado en fumarlo ya que la duracion de la inhalacion y de la
retencion del aliento tras la aspiracion, dan lugar a diferentes tiempos de
contacto.

El THC se deposita rapidamente en todos los tejidos adiposos, pero a la larga se
dirige al higado y a los rifiones a través de la sangre, donde es metabolizado y
excretado. [18,20]

La ingestién de marihuana por via oral puede producir efectos menores que la
marihuana fumada a igual cantidad, dado que una gran parte de ésta sustancia se
degrada con la digestion. [13, 21,22]

Solo un porcentaje del THC presente en sangre esta en forma libre dadas sus
propiedades hidréfobas, también se une a diferentes componentes plasmaticos
otro porcentaje se une a las lipoproteinas plasmaticas y el resto a la albumina, en
cuanto a su distribucion en los tejidos corporales el THC es captado del plasma en
un 70% por los tejidos y el resto es metabolizado, dada su alta lipofilicidad penetra
rapidamente en los tejidos encontrando elevadas concentraciones en aquellos
organos altamente vascularizados y posteriormente se redistribuye en el tejido
adiposo, por lo cual puede tardar varias semanas en ser totalmente eliminada.

El metabolismo del THC ocurre principalmente en el higado, solo una minima
cantidad de THC en su forma original, es eliminada del cuerpo mientras que la
mayor parte aparecen en forma de metabolitos tanto en las heces como en la
orina. En la orina hay una apreciable presencia de 11-OH-THC y una elevada
concentracion de acido THC-11-oico, ambos en forma libre o conjugada con
glucurénidos. [16, 21,22]

En la figura 5 observamos el metabolismo del THC donde la primera reaccion
implicada en el catabolismo del A>THC o THC, es la del citocromo P-450 que
oxida el cannabinoide a derivados mono-, di- o trihidroxilados, el A®-THC es
rapidamente hidroxilado a 11-hidroxi-A>-THC, o al 8-hidroxi-A°-THC, la
hidroxilacion puede producirse en mas de ocho sitios diferentes, ya que existen
diferentes tipos de citocromos P-450. La hidroxilacién en posicion 11 es la

reaccion mas importante del A°-THC. [2, 23,24]
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Asi el 11-hidroxi-A°-THC puede oxidarse al &cido carboxilico correspondiente (11-
nor-9 carboxi- A>-THC) o volverse a hidroxilar, que en esta segunda via se
convierte a 8,11-dihidroxi-A°-THC; estos compuestos hidroxilados son
transformados, posteriormente a otros metabolitos mas polares por rotura de la
cadena lateral y oxidacion en el C-11 al correspondiente acido carboxilico [2,
23,24]

Un segundo tipo de conjugacion, implica la esterificacion del 11-hidroxi-THC con
acidos grasos de cadena larga como el oleico, el palmitico y el estearico, siendo
los responsables de la retencién de los cannabinoides en los tejidos grasos.
[16,23-25]

La maxima concentracion de 11-hidroxi-THC es mas baja que la de THC vy
aparece cuando se deja de fumar, el acido A®-THC-11-oico, se detecta algunos
minutos después del consumo y su concentracidén crece lentamente y alcanza una
meseta durante un periodo prolongado de tiempo, pudiendo llegar a superar los
niveles de THC hasta 5 veces. [23,24]

Los metabolitos procedentes de la degradacion de los cannabinoides son
eliminados en forma de acidos libres o conjugados con glucurénico (Reacciones
de fase Il) o con acidos grasos. Para poder realizar esta condensaciéon es
necesario que se produzca una esterificacion entre los grupos hidroxilo de los
cannabinoides y los grupos carboxilo de los compuestos con los que se conjugan.
Los glucuronatos asi formados se almacenan en el cuerpo durante periodos
relativamente prolongados de tiempo y pueden llegar a ser detectados en la orina

varias semanas después del consumo.
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" 11-hidroxi-A°-THC 11-nor-9 carboxi-A’-THC

; oo

» CONJUGACION

HOOC
(CHy)4CH3 HO 0

8-hidroxi-°-THC 8,11-dihidroxi-A%THC HO OH
OH

Figura 5 Metabolismo de A’-THC, en donde se muestran las principales estructuras que se
forman, y la estructura del acido glucorénido con el que se conjugan en reacciones de Fase Il

";;‘;7\(%«:»,*/\ A~ 14



ANTECEDENTES

3.3.3. Marihuana y dopaje

El cannabis es popular entre las generaciones de jévenes y es una droga social,
por lo cual el cannabis esta colocado en la cima de la lista de compuestos
detectados por laboratorios de antidopaje acreditados por la Agencia Mundial
Antidopaje, incluso se encuentra arriba de sustancias como la testosterona y la
nandrolona. [6,26]

El THC es bien conocido por sus propiedades sedativas y ansioliticas. Fumar
marihuana puede afectar los procesos cognitivos, psicomotrices y el rendimiento
en el ejercicio, por lo cual es considerada como una droga ergolitica, es decir que
disminuye la energia. [6,26,27]

Estas propiedades pueden ser usadas por los atletas para reducir el estrés y/o la
tension en la competencia en deportes donde la relajacion y el control juegan un
papel importante, pueden permitir a un atleta relajarse, para escapar u olvidarse
por un instante de presiones sociales, y poder dormir con mayor facilidad y
tranquilidad, pero también corre el riesgo de convertirse en una persona
estresada, con depresion y/o paranoia. Adicionalmente, la accion anticonvulsiva y
analgésica puede ser muy atractiva para algunos atletas, especialmente para
dolores 6seos, de articulaciones o bien para los dolores menstruales. [6, 27]

De acuerdo con los estandares establecidos por la WADA, las muestras de orina
se consideran positivas a la exposicion al cannabis si la suma de las
concentraciones de THC libre y conjugado es mayor a 15 ng/mL, cuando son
determinadas por CG-EM. [6,10,11]

Los fumadores ocasionales de marihuana pueden tener resultados positivos en
sus muestras de orina tres o cuatro dias después de haber recibido una dosis
promedio de marihuana. En fumadores crénicos, las muestras de orina pueden
mostrar resultados positivos por 7 a 10 dias después del ultimo uso de la droga.
[6, 27]

Una simple cuantificacion de concentraciones urinarias de THC-COOH nos revela
muy poca informacion del tiempo transcurrido desde su consumo. La cantidad

detectada en orina depende de diversos factores:
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Dosificacidén del consumo mas reciente.

Tiempo transcurrido entre el consumo mas reciente y la toma de muestra de
orina.

La manera de consumo (una sola ocasién o consumo regular)

El metabolismo de cada individuo. [27]

3.3.4. Estrategias de analisis para tetrahidrocannabinol.

Actualmente, los laboratorios donde se determina el consumo de sustancias de

abuso han evolucionado de forma muy sofisticada y practica para poder detectar

niveles del orden de nanogramos de metabolitos de sustancias de abuso, asi

como terapeuticas. [28-30]

Entre las técnicas mas usadas destacan las siguientes:

El inmunoensayo: Es un método de determinacion de antigenos,
anticuerpos, utilizando la capacidad biocatalizadora de una enzima que
enlazada covalentemente a algunos de ellos, nos permite analizar
cuantitativamente una determinada sustancia. [31,32]

Método de Elisa: También se basa en la reaccion especifica antigeno-
anticuerpo para determinacion de sustancias de abuso utilizando enzimas
como marcadores. [31,32]

Métodos cromatograficos: Se basan en la separacion de los distintos
componentes de la muestra segun su peso molecular, su estado i6nico.
Segun el estado fisico de las muestras a analizar, para estas puede
utilizarse la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas o bien la cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas (CG-EM), ésta ultima es la técnica de
confirmacion mas satisfactoria y de mayor validez legal. [33,34]

Para poder llevar a cabo un anadlisis de dopaje, es necesario establecer e

identificar los compuestos de interés del THC, para ello debemos llevar a cabo un
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analisis llamado screening, este nos permitira observar alguna de las sustancias
principales o metabolitos secundarios de interés presentes en la muestra y
posteriormente llevar a cabo un método de confirmacion para proveer un mayor
nivel de confiabilidad en los resultados. [18,34,35]

Indudablemente la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM), especialmente con el detector del espectrémetro en modo impacto de
electrones, es el método de referencia para la confirmacién de resultados
adversos obtenidos en el método de screening. [34]

Para el caso de los analisis de dopaje, las muestras de orina son las mas
comunes. La preparacion adecuada de la muestra es un importante prerrequisito
para el analisis cromatografico, esto abarca el aislamiento y si es necesaria la
separacion de conjugados y/o derivatizacién de las sustancias y sus metabolitos.
El aislamiento del compuesto de interés usualmente se lleva a cabo mediante
extraccion liquido—liquido a un pH al cual el analito se encuentra desionizado, o
por extraccion en fase solida seguida de métodos de limpieza, posteriormente el
extracto se concentra y se derivatiza para finalmente realizar el analisis
cromatografico. [34]

El analisis del THC puede llevarse a cabo en distintas muestras bioldégicas como
son: saliva, cabello, sangre, pero la mas comun es en orina debido al facil manejo

de la muestra y a la permanencia de los metabolitos en ésta.
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3.4. Cromatografia

En la industria moderna existen mezclas complejas que incluyen uno o mas
componentes activos, que provienen de distintas matrices biolégicas como sangre,
suero, orina e incluso tejidos, ademas de productos farmacéuticos, por esto el
analista debe ser capaz de separar los componentes individuales de esas mezclas
antes del analisis cualitativo y cuantitativo.
Entre las técnicas mas poderosas con las que dispone el analista para la
resolucién de estas mezclas, existe la Cromatografia (derivado de chroma que
significa color y graphein que significa escribir), que es un poderoso método de
separacion. [36]
La cromatografia comprende un grupo de métodos para separar mezclas
complejas basadas en las afinidades diferenciales de los solutos, entre dos fases
no miscibles, de las cuales una de las fases es estacionaria, es una fase fija de
gran area superficial, que se fija a una columna o a una superficie solida mientras
que la otra la fase mavil, es un liquido, gas o fluido supercritico, el cual se mueve a
través de la superficie de la fase fija o dentro de ella. Aquellos componentes que
son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el
flujo de la fase movil, por el contrario los componentes que se unen débilmente a
la fase estacionaria se mueven con rapidez, lo cual provoca que los componentes
de la mezcla se separen en bandas o zonas las cuales se analizan.[33,36,37]
La fase estacionaria puede ser un solido poroso o finamente dividido, o un liquido
que ha sido colocado en una capa delgada sobre material de soporte inerte, es
necesario que las particulas sean lo mas pequenas y homogéneas para proveer
una superficie de gran tamafo, de modo que la adsorciéon y desadsorcion de los
solutos ocurra con frecuencia.
La fase movil, puede ser un liquido, gas o fluido supercritico puro o una mezcla de
soluciones.

3.4.1. Clasificaciéon de los métodos cromatogréficos.
Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de acuerdo con la naturaleza de

las fases estacionarias y movil; si la fase estacionaria es un sdlido, el proceso se



ANTECEDENTES

denomina cromatografia de adsorcion, mientras que si es un liquido se llama

cromatografia de particion, la diferencia de estas dos se puede atribuir a la

naturaleza de las fuerzas que influyen en la distribucién de los solutos entre las

dos fases. Si la fase movil es un liquido, el proceso se denomina cromatografia

liquido-sdlida (CLS) pero cuando la fase mévil es un gas se llama cromatografia
gas-solida (CGS) (Ver Cuadro 2). [33,36,37]

Cuadro 2 Clasificaciéon de los métodos cromatograficos

Clasificacion

General

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

Cromatografia de
liquidos (CL). Fase

movil: Liquida

Liquido-Liquido o

reparto

Liquido adsorbido

sobre un soélido

Distribucion entre

liquidos inmiscibles

Liquido-fase unida

quimicamente

Solido

Adsorcion

Intercambio idnico

de

intercambio idnico

Resina

Intercambio idnico

Exclusion por | Liquido en los | Distribucidon/exclusién
tamano intersticios de un
so6lido polimérico
Cromatografia de | Gas-liquido Liquido adsorbido | Distribucion entre un
gases (CG) Fase sobre un solido gas y un liquido
movil: gas
Gas-fase unida | Especies Distribucion entre el
quimicamente organicas liquido y la superficie
enlazadas a una | enlazada
superficie solida
Gas-solido Salido Adsorcion

Cromatografia de
fluidos
supercriticos
(SFC) fase movil:

fluido supercritico

Solido
Especie organica
unida a una

superficie solida.

Reparto entre fluido
supercritico y
superficie
quimicamente

modificada.
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En la cromatografia de adsorcion la fase mévil contiene los solutos disueltos y
pasa sobre la fase estacionaria que estd compuesta por un sodlido, los
componentes se distribuyen entre dos fases a través de la combinacién de los
procesos de adsorcion y desorcion. [28,29]

En la cromatografia de particion un material sélido inerte sirve para sostener una
capa delgada de liquido que es la fase estacionaria, al paso de la fase maévil que
contiene los solutos se produce la retencion y separacion a causa de la solubilidad
relativa de los componentes analizados en los liquidos, segun lo determinen sus
coeficientes de particion. Si la fase mévil es un liquido se denomina cromatografia

de liquido-liquido (CLL) y si es un gas cromatografia liquido-gas (CGL). [33,36,37]

3.4.2. Cromatografia de Gases

En cromatografia de gases, se hace pasar el analito en forma gaseosa a través de
la columna, arrastrado por una fase movil gaseosa llamada gas portador.

La muestra de un liquido volatil o de un gas se inyectan a través de un septo en un
inyector caliente, en cuyo interior se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado
a través de la columna por el gas portador, que puede ser Helio, Nitrdgeno o
Hidrégeno, y los analitos después de separados llegan al detector, cuya respuesta
aparece en la pantalla de un ordenador, en un registrador o integrador. La
columna debe de estar lo suficientemente caliente para que los analitos alcancen
una presion de vapor adecuada y eluyan en un tiempo razonable. El detector se
mantiene a una temperatura mas elevada que la columna, de forma que los
analitos se mantengan en forma gaseosa. En la figura 6 se muestran los

componentes de un cromatografo de gases.
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Figura 6 Representaciéon esquematica de un cromatégrafo de gases

3.4.2.1. Componentes del cromatdgrafo de gases.

3.4.2.1.1. Gas portador

En primer lugar se encuentra el gas portador o acarreador sirve como fase movil,
se provee en tanques de alta presién y debe tener un sistema que regule la
presion del tanque al equipo, con el fin de reducir la presion y el flujo a un nivel
compatible con el instrumento y adecuado al método utilizado, este debe ser un
gas inerte y de alta pureza como helio, nitrégeno o hidrogeno, y se selecciona por

el tipo de detector que se utilice. [33,36-38]

3.4.2.1.2. Inyector
El siguiente componente es la puerta de inyeccion de la muestra o inyector, que es
una pequefa camara (camara de vaporizacion instantanea) calentada, por lo
comun, por separado a una temperatura algo superior a la de la columna (Ver

Figura 7) en la cual se hace vaporizar rapidamente la muestra analitica, antes de
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que entre en la cabeza de la columna, la muestra se introduce al centro de la
corriente del gas a través de una goma autosellante o septum, utilizando una
jeringa en el orden de los microlitros.

La muestra se inyecta dentro de la camara directamente al comienzo de la
columna para reducir la difusion debida a la turbulencia, pero también las
columnas capilares exigen muestras mucho menores (= 10 L) en estos casos se
emplea un sistema divisor de la muestra que permite pasar a la cabeza de la
columna solamente una pequena fraccidon de la muestra, desechando el resto
(modo Split). [33, 36-38]

guia de la jeringa

fSeptum

5 ' Purga del septum

Gas porador
Camara de vaporizacion E ;

I\%\ j‘ Corexiona columna

Columna

Figura 7 Inyector para Cromatografo de Gas, de
vaporizacion instantanea.

3.4.2.1.3. Columna cromatografica.

Las muestras pueden ser sdélidos o liquidos, disueltos en solventes liquidos o
gases, después esta mezcla gaseosa entra en la columna, se usan dos tipos
generales de columnas, las rellenas y las abiertas o capilares (ver figura 8) las
cuales son mas eficaces y rapidas, varian en longitud desde menos de 2 metros
hasta 30 metros de longitud o mas, con un diametro de 0.2 a 0.6 mm, estan
construidas con acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflon, esta se coloca
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dentro de un horno con temperatura controlada, ya que esta es una variable para
un trabajo preciso, la temperatura 6ptima depende mucho del punto de ebullicion
de la muestra y del grado de separacién requerido.[33, 36-38]

La columna puede tener forma recta, en espiral y en forma de U, esta se llena con
un material adsorbente solido para la CGS o en el caso de la CGL una fase liquida
que cubre como una capa delgada directamente sobre las paredes o sobre un
aglomerado de particulas sdlidas pequefias e inertes, dependiendo de su
atraccion electrostatica por la superficie del soélido o sus coeficientes de particidon
entre los dos liquidos, los solutos son retenidos en forma temporaria por la fase
estacionaria, a medida que el gas transportador continua fluyendo, las moléculas

retenidas difunden de nuevo a la fase mévil.[33, 36-38]

Figura 8 Columnas cromatograficas. A la izquierda se muestra una columna capilary a la
derecha una columna empacada.
Al final de la columna, cada uno de los solutos separados crean una mezcla
binaria con el gas transportador que se mueve dentro del detector, que es
calentado a un nivel superior que el de la columna para evitar la condensacion de
los solutos, los detectores deben cumplir con varias caracteristicas como:

adecuada sensibilidad, buena estabilidad y reproducibilidad, buena respuesta

HC 7\0/\)\/ NN,
HiC
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lineal, varias temperaturas de trabajo, tiempo de respuesta corto, muy confiable y

manejo sencillo, respuesta selectiva a varios analitos.[37,38,39]

3.4.2.1.4. Detectores

El detector es un dispositivo que convierte a una sefial eléctrica alguna propiedad
fisica del soluto, como ejemplo la conductividad térmica, la capacidad de ionizarse
o la de capturar electrones y la emite, esta sefal eléctrica es proporcional a la
cantidad de soluto en el gas transportador, esto se amplifica electronicamente y se
envia a un registrador adecuado que produce un registro grafico del nivel de la
sefal contra el tiempo, (el cromatograma) esta se envia comunmente a una

computadora la cual almacena los resultados obtenidos.[33]

Caracteristicas del detector ideal
El detector ideal para cromatografia de gases tiene las siguientes caracteristicas:
1. Adecuada sensibilidad
2. Buena estabilidad y reproducibilidad
3. Respuesta lineal para los solutos que se extiende a varios 6rdenes de
magnitud.
4. Intervalo de temperaturas de trabajo comprendido desde temperatura
ambiente hasta al menos 400 °C
5. Tiempo de respuesta corto que sea independiente del caudal
6. Alta fiabilidad y manejo sencillo
7. Respuesta semejante para todos los solutos o, por el contrario una

respuesta selectiva y altamente predecible para uno o mas tipos de solutos.

Clasificacion de los detectores
Los detectores para Cromatografia de gases son clasificados de la siguiente
manera:
e Detectores segun su grado de selectividad: pueden ser universales, y
especificos o selectivos
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e Detectores destructivos y no destructivos
e Detectores segun su modo de respuesta: pueden ser dependientes del flujo
masico o dependientes de la concentracion
e Detectores segun el proceso de ionizacion
Entre los detectores mas utilizados se encuentran:
e Detector de conductividad térmica
e Detector de ionizacion de llama
e Detector de captura electrénica
e Detector de espectrometria de masas
Este ultimo es uno de los mas Utiles debido a su alta especificidad, en el siguiente

punto se describe mas a fondo cémo funciona. [33,36-38]
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3.5. Espectrometria de Masas

Un espectrometro de masas es un instrumento que separa los iones que se
desplazan rapidamente segun su relacion masa/carga (m/z), la gran mayoria de
iones presentan una sola carga de modo que la relacién es la masa del ion.
[34,36,37,40]

Es una técnica de analisis cualitativo muy sensible y altamente selectiva, el
tamano de la muestra generalmente es muy pequefo (microgramos a
nanogramos) y los patrones son altamente reproducibles; las principales
limitaciones son el costo relativamente alto, la necesidad de profesionales en el
uso para la correcta interpretacion de datos, el mantenimiento apropiado del
equipo. En la actualidad la EM se ha convertido en una herramienta en diversos
aspectos del desarrollo analitico.

La muestra que por diferentes técnicas se convierte en iones gaseosos, mediante
el bombardeo por un haz de electrones, fotones, iones o moléculas, lo lleva a un
estado idnico gaseoso constituido por un ion padre y diversos fragmentos idnicos
de la molécula original, luego este flujo de iones positivos o negativos, son
acelerados y separados de acuerdo con su masa/carga (m/z) dentro del analizador
de masa, asi el flujo de iones llega al detector que convierte el haz de iones en

una sefal eléctrica para que sea procesada y registrada. [34,36,37,40]

El espectro de masas registra la cantidad de diferentes tipos de iones formados en
condiciones especificas graficadas contra la relacion m/z, asi el espectro de cada
compuesto es unico e irrepetible y por lo tanto puede proporcionar informacién
valiosa en cuanto a la estructura molecular y en muchos casos hasta en una

medicion exacta en su peso molecular. [34,36,37,40]
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3.5.1. Componentes del espectrémetro de masas

El espectrometro de masas se puede dividir en un numero de componentes
diferentes: una entrada simple, una fuente de iones, uno o mas analizadores, un
detector y finalmente una computadora que colecta los datos y controla los

parametros operacionales del instrumento (Figura 9). [34]

Figura 9 Principales componentes de un espectrdmetro de masas. Para el analisis por
espectrometria de masas (EM) de una muestra, los analitos neutros (sin carga) primero son
ionizados positivamente o negativamente para permitir la manipulacion por los campos
magnéticos y / o eléctricos en el Espectrémetro de masas. Los iones se acomodan de acuerdo a
su relacién masa carga (m/z), que se representa a continuacion en contra de su intensidad para

generar un espectro de masas.
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La electro ionizacion (El) es ampliamente usada en Espectrometria de masas
para muestras relativamente volatiles que son térmicamente estables y tienen
un peso molecular bajo.

La ionizacion se produce por la interaccion de las moléculas en fase gaseosa
del analito y una corriente de electrones de alta energia, lo que origina la
pérdida de un electron del analito y la formacion de un i6n molecular M como

se muestra en la siguiente ecuacion:

M+e ——» M ' +2¢

La especie cargada es el ibn molecular que tiene la misma masa molecular que
la molécula analizada.
La fragmentacion observada durante la El es definida por la estructura quimica

del analito.

3.5.2. Analizadores de masa

Después de la ionizacion de la muestra, los iones pasan al analizador de
masas, donde son separados de acuerdo a su relacién masa/carga (m/z). Esta
separacién puede basarse en propiedades diferentes del i6n, incluyendo
momentum (sectores magnéticos), energia cinética (analizador electrostatico),
estabilidad de recorrido (cuadrupolo lineal), frecuencias de resonancia (trampa

de iones), velocidad (Tiempo de vuelo), o frecuencias axiales (Orbitrap). [34]
3.5.2.1. Analizador de masas tipo cuadrupolo
El cuadrupolo consiste en cuatro barras circulares de seccién transversal circular o

hiperbdlica, extendida en direccién del haz de iones. Una alta frecuencia de

oscilacion del campo eléctrico es creado en el espacio entre las barras por el
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rapido cambio de las tensiones, con varillas adyacentes que tienen polaridad
opuesta. [34,41]

Para obtener un espectro de masas con este dispositivo, los iones se aceleran en

el espacio entre las barras mediante un potencial de 5 a 10 V. En cualquier
momento todos los iones excepto aquellos que tengan un determinado valor de
m/z inciden en las barras y se convierten en moléculas neutras. Por tanto, sélo los
iones cuyo valor de m/z esté dentro de un intervalo limitado alcanzaran al detector
(Figura 10). [34,41]

lones con
trayectorias
inestables Detector
de iones
-
-

— —
J
”/\ \ |
\ g 'S A
Fuente I
de iones e '
=i ~3N+ lones con
- ( AN trayectorias
R e estables

Voltajes continuos
L) y alternos

Figura 10 Analizador de masas tipo cuadrupolo; los iones de la muestra entran en el
campo transversal, en donde solo los iones con trayectorias estables pasan hasta el
detector de iones que son leidos en un dispositivo que transforma estas sefales.
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3.6. Acoplamiento CG/EM.

La cromatografia de gases es una técnica que tiene la cualidad de conseguir la
separaciéon de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e
incluso cuantificados todos los componentes individuales de una muestra
problema, el unico dato de que disponemos para la identificacion de cada uno de
ellos es el tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos.
Este dato a veces no resulta suficiente para una identificacion inequivoca del o los
analitos de interés, sobre todo cuando analizamos muestras con un numero
elevado de componentes.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero es insuficiente para el analisis de
mezclas debido al gran numero de fragmentos con diferentes valores de m/z
producidos en cada caso, el espectro resultante es tan complejo que es imposible
de leer; por esta razon, se han desarrollado varios métodos en los cuales el
espectrometro de masas esta acoplado a un sistema de separacion eficaz.
[34,41,42]

La introduccién del cuadrupolo como analizador de masas ha facilitado en gran
medida en analisis por CG-EM, debido al escaneo mas rapido y a las menores

restricciones de vacio. [34,41,42]

3.6.1. Instrumentacion

La instrumentacion general para la CG-EM en linea consiste en un cromatégrafo
convencional, el cual esta conectado a una interfase (linea de transferencia) y al
espectrometro de masas (Figura 11).

La linea de transferencia protege el sistema de alto vacio en el analizador de
masas donde también hay grandes cargas de gas provenientes del cromatografo,
simultaneamente la linea de transferencia tiene la funcién transferir muchos de los

analitos eluidos de la columna hacia el analizador de masas.
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Figura 11 Instrumentacién general del acoplamiento CG-EM.

3.7. Analisis Cuantitativo

La medida del area o de la altura del pico cromatografico, es el factor mas
importante a la hora de realizar un analisis cuantitativo. La utilizacion de la altura
del pico para la cuantificacion es de gran comodidad, pero unicamente
proporciona una exactitud aceptable en cromatogramas que presenten picos bien
definidos, agudos, estrechos y muy simétricos; por ello es mas frecuente utilizar el
area del pico.

Existen multitud de métodos que permiten medir las areas bajo los picos
cromatograficos para ayudarnos a la cuantificacion de los analitos, aunque la
medida por medio de integracion electronica es por mucho la mas utilizada. Este
método es un dispositivo de naturaleza digital, digitaliza la senal analdgica
proporcionada por el detector, detecta el comienzo y el final de cada pico
cromatografico, integra digitalmente el area bajo la curva y corrige
automaticamente la linea base, también se puede corregir los errores de la

integracion automatica, modificandolo manualmente, en caso de ser necesario.
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Otro método utilizado es el éarea relativa, que también permite corregir las
diferencias del area debidas a las variaciones en la inyeccion de cada muestra.
Se define mediante esta ecuacion:

A= A muestral Al

Ec.1. Area relativa.

Donde Amuestra €S €l area de la muestra que se trata de identificar y Ag es el area
del estandar interno a emplear cuyas caracteristicas se definen mas adelante. La
utilizacion de esta area ayuda a disminuir los errores provocados al momento de la

inyeccion de la muestra. [33,36,38]

3.8. Meétodo de Estandar interno y Estandar externo.

El estandar externo, consiste en inyectar en el equipo volumenes constantes de
disoluciones conocidas y crecientes del compuesto que se pretende cuantificar, se
representa la cantidad de compuesto frente al tamafio del pico obteniéndose una
linea recta, a partir de esta recta es posible cuantificar de la muestra desconocida,
por interpolacién grafica.

El estandar interno, se utiliza con frecuencia para compensar posibles errores
derivados de la manipulacién de la muestra, consiste en afiadir una cantidad
conocida de un compuesto patron a la muestra a analizar antes de realizar con
ella cualquier manipulacién, asi en el cromatograma aparecera el analito y el
patrén anadido, y la relacién entre ambos podra calcularse.

Las caracteristicas del estandar interno son:
[ ]

No se encuentra presente en la muestra.

Se separan de los otros analitos de interés.

Eluye en tiempo cercano al analito de interés.

Usados en concentraciones similares al analito de interés

De propiedades cromatograficas y fisicoquimicas similares al analito de
interés.

Estructuralmente con caracteristicas iguales al analito de interés. [33,36-
38].
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3.9. Matrices bioldgicas.

La calidad de los resultados de los analisis clinicos y analiticos de muestras
biolégicas de pacientes y en este caso de atletas para el control del dopaje,
comienza con una solicitud de analisis o de control de dopaje y una correcta
obtencién de la muestra, que puede ser Sangre, Suero, Orina, Saliva, Liquido
Cefalorraquideo, Heces e incluso Cabello, dependiendo del analisis. Es de igual
importancia su manipulacién, conservacion, transporte, y procesado, una buena
metodologia de trabajo por parte del personal para asegurar la fiabilidad de los
datos obtenidos reduciendo al minimo errores que conllevan al rechazo de la
muestra, repeticion del analisis y un perjuicio en la calidad del servicio.

En este caso en el control de dopaje comunmente se utiliza mas como matriz
bioldgica la orina, y en segundo lugar la sangre y el suero.[32,43]

La orina es uno de los fluidos resultantes del metabolismo y su analisis aporta
informacion rapida, su obtencién es relativamente facil, lo que hace que sea una
prueba fundamental en el control de dopaje, la muestra se analiza de varias
maneras y con diversos objetivos, por ejemplo el abuso de drogas, medicamentos,
y analisis clinicos.[32,44]

Cuando obtenemos una muestra de orina primero realizamos un examen
macroscopico, esto se complementa con el analisis de sustancias anormales
ajenas al organismo, por métodos analiticos y cromatograficos, al paso de las 24
horas del dia, estas sustancias varian dependiendo de la ingesta y actividad del
paciente, por eso es de gran importancia conocer que sustancias conforman la
orina, asi de esta manera no tendremos ninguna interaccién en el analisis por
parte de esta. [32,44]
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3.10. Técnicas de preparacién de muestras
3.10.1. Hidrélisis
3.10.1.1. Hidrolisis enzimética
En la hidrélisis enzimatica, la enzima ejerce un efecto catalitico hidrolizante, es
decir producen una ruptura en el enlace de la molécula a hidrolizar; a este tipo de
enzimas se les conoce como hidrolasas, pero comunmente se les asigna el
nombre de sustrato seguido de la palabra hidrolasa y cuando la enzima es
especifica para separar un grupo en particular, este puede utilizarse como prefijo.
Este tipo de enzimas actua en un rango de pH especifico en el cual su trabajo es
optimo, al no encontrarse en este rango la enzima no actua y se desactiva. [39,45]
La enzima [-glucoronidasa rompe los enlaces glucorénidos derivados de
reacciones metabdlicas de conjugacion, para darnos como resultado el acido
glucoronido y alcohol (Figura 12), en el caso del presente trabajo el resultado de

esta hidrolisis es el acido glucorénido y en su mayoria THC-COOH el metabolito

de interés.
o.OH o. ,OH
0 O—R 0 OH
OH + H,O — OH + R—OH
HO HO
OH OH
B- D glucordnido B- D 4cido glucorénido Alcohol

Figura 12 Representacion esquematica de la reaccién de la enzima B-glucoronidasa

3.10.1.2. Hidrdlisis alcalina
Se denomina hidrdlisis alcalina, a determinados tipos de reacciones de sustitucion
nucleofilica en las que el nucledfilo reactivo, es un ion hidréxido, en este caso
empleamos Hidroxido de Potasio, para favorecer la hidrélisis del analito de interés

gue se encuentra unido al glucorénido.
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3.10.2. Extraccién liguido-liquido.
La extraccién liquido-liquido es una operacion unitaria que consiste en la
separacion de los componentes de una disolucion acuosa mediante el contacto
con otro liquido (disolvente) insoluble o parcialmente soluble.
Cuando un soluto se distribuye entre dos liquidos inmiscibles, existe una relacién
definida entre las concentraciones en las dos fases en el equilibrio, siendo esto los
principios de la ley de distribucion.[50,51]
En muchos casos esta relacion no es exacta, o que se mantiene constante es la
relacion entre las actividades en lugar de la relacion entre las concentraciones, es
decir, que la actividad de una especie quimica en una fase mantiene una relacion
constante con la actividad de esta misma especie en la otra fase liquida, a esta

relacion se le llama coeficiente de distribucién de la especie. [50,51]

Kpa = aai/ aa2

Ec. 2. Ecuacién coeficiente de distribucion.

Doénde:
Kpa: es el coeficiente de distribucion de la especie
aai: actividad del soluto en la fase 1

ap»- actividad del soluto en la fase 2

3.10.2.1. Salting Out

El salting out es un fendmeno que mejora la extraccién de un soluto, ya sea
organico o inorganico, de una fase acuosa hacia una organica mediante la adicién
de una sal, la cual permanece preferentemente en la fase acuosa. Al adicionar
mayores concentraciones de sal la solubilidad de los solutos disminuye como
consecuencia de la competencia por las moléculas de solvatacion entre los iones

salinos agregados y los otros solutos disueltos.
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A concentraciones salinas elevadas estan solvatados tantos iones agregados que
la capacidad del disolvente disponible se torna insuficiente para disolver otros
solutos, es decir, se reduce la actividad del disolvente por lo que las interacciones
entre los solutos se vuelven mas fuertes que las interacciones entre soluto y

disolvente, lo que conduce a la precipitacion del soluto (Figura 13). [46,47]

Solubility

Salting in
Salting out

Salt concentration ——»

Figura 13 Representacidon esquematica del proceso de salting out, en donde se observa que al
aumentar la concentracidon de sal, la solubilidad de los solutos disminuye por el fenédmeno de
solvatacion.

3.10.2.2. pH

Para lograr una mejor extraccion del o los analitos de interés es necesario
mantenerlos en estado desionizado, por lo cual debemos obtener condiciones de
pH cercanas a su naturaleza (acida o basica), para favorecer mas el reparto de las
particulas de interés en este caso, hacia la fase organica cuando realicemos la

extraccion liquido-liquido. [47]
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3.10.3. Extraccién en fase sélida

La extraccién en fase sélida se basa en la particion selectiva de uno o mas
componentes en dos fases, una de las cudles es un sélido adsorbente. La
segunda fase es generalmente un liquido. El sélido adsorbente suele estar
contenido en cartuchos desechables con forma de jeringa y estan disponibles

comercialmente en muchos tamaros [33,52]

3.10.4. Derivatizacion.

La derivatizacion es un procedimiento por el que se modifica quimicamente al
analito para detectarlo o separarlo con mas facilidad evitando los invonvenientes
derivados por la incompatibilidad de la muestra con el sistema cromatografico, nos
ayuda a reducir al minimo los errores de matriz , ademas de ayudar en algunos
casos a: (1) disminuir la polaridad de las especies, (2) aumentar la respuesta del
detector y la selectividad de la respuesta (3) aumenta la volatilidad, (4) aumenta la
estabilidad de las moléculas, (5) mejora la fragmentacion y (6) aumenta la
sensibilidad, disminuyendo su reactividad. [33,36,38]

Los reactivos derivatizantes mas utilizados son los acilantes, metilantes o sililantes
como: N-trimetilsililimidazol (TSIM), N,O-bistrimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA),
y  N,O-bistrimetilsililacetamida (BSA), N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA); estos reaccionan con compuestos que tienen protones como los
alcoholes, las aminas, los acidos o los tioles para producir los correspondientes
éteres, sililaminas, ésteres o tioéteres. [53]

Debido a la polaridad reducida, los derivados tienen mayor volatilidad y estabilidad
que los compuestos originales, y eluyen con mucha rapidez, ademas de ser utiles
como agentes productores de derivados, estos compuestos sililantes se usan para
desactivar soportes sélidos y superficiales de columnas de vidrio, en estas

aplicaciones reaccionan con facilidad con los grupos silanol ubicados sobre la
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superficie, bloqueando de esta manera los sitios polares que interfieren con el

proceso de derivatizacion. [53,54].

El reactivo derivatizante empleado en éste trabajo (MSTFA), forma compuestos

silanizados en la estructura del analito de interés. (Figura 14)

CH:

o—sii— CH:

CHs CHs

o—Sli— CH:

CHs

Figura 14 Molécula de THC-COOH, derivatizada con MSTFA

3.11. Validacion de métodos analiticos.

La validacién es la confirmacién mediante el suministro de evidencia objetiva de

que se han cumplido los requisitos del método para una utilizacién o aplicacion

especifica prevista. La validacion puede verse en los siguientes parametros:

Linealidad: Es la parte de la funcion de calibracion en la que la senal
obtenida para el analito responde linealmente a la concentracién. Se
verifica mediante la obtencion de un coeficiente de correlacion mayor o

igual a 0,99 en el caso de mezclas complejas.

Especificidad: Es la capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente al analito de interés y no a otros
componentes de la muestra. La especificidad del método puede

comprobarse mediante el corrimiento de una muestra con el compuesto de
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interés, si esta disponible. El método puede ser comparado con otro método
de especificidad conocida. Usualmente se esperan interferencias menores

al 2% pero un valor mayor puede ser aceptado.

Exactitud: La exactitud del método es la medida mas cercana al valor real
de los resultados que el método nos da. La exactitud puede comprobarse
mediante la preparacion de muestras adicionadas con cantidades
conocidas del compuesto de interés. Los resultados para los experimentos

de exactitud pueden ser aceptados con el £2% del valor normal.

Precision: La precisiéon de un procedimiento analitico es el grado de
concordancia entre los resultados de las pruebas individuales cuando se
aplica el procedimiento repetidamente. Usualmente se especifica en
términos de desviacion estandar o desviacion estandar relativa. Para
identificar la precisidon en los procedimientos analiticos se deben realizar
mediciones repetidas y aplicar algunos conceptos estadisticos
fundamentales como el calculo de la media ( X ), la desviacién estandar
(DE), la desviacién estandar relativa (DER), el coeficiente de variaciéon
(%CV) y la varianza (s?). La repetibilidad de la muestra y la preparacién
estandar puede ser evaluada preparando las muestras y estandares de
muestras, para posteriormente examinar los coeficientes de variacion de la
respuesta. La precision interlaboratorio puede ser determinada teniendo el
analisis de la misma muestra efectuada por diferente analista. En mezclas

complejas el criterio de aceptacion par este parametro es %CV< 10%.

Recuperacion: Debido a que usualmente no se conoce la cantidad de un
analito en particular que esta presente en una porcidon de prueba, es dificil
estar seguros de que tan exitoso ha sido el método para extraer el analito
de la matriz. Una forma de determinar la eficiencia de extraccion es agregar

a una matriz porciones de prueba con el analito a varias concentraciones,
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después se extraen las porciones de prueba fortificadas y se mide la

concentracion del analito.

Limite de deteccion: Se refiere a la menor concentracion del analito en
una muestra que puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse
bajo las condiciones establecidas de la prueba. El limite de deteccion,
expresado como la concentracion cL, o la cantidad gL, se deriva de la
medida mas pequefa xL, que puede detectarse con certeza razonable por
un procedimiento analitico dado. El valor de xL es dado por la ecuacion:

xL = xbl + ksbl

Donde xbl es la media de las mediciones del blanco y sbl la desviacion
estandar de las mediciones del blanco y k es un factor numeérico elegido de

acuerdo al nivel de confianza deseado.

Limite de cuantificacion: Es la concentracion mas baja del analito que
puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de repetibilidad

y veracidad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que en el mundo deportivo el THC ocupa los primeros lugares en la lista
de sustancias prohibidas encontradas en orina de atletas durante competencias, y
la WADA exige su identificacion y cuantificacion en muestras para el control de
dopaje, es necesario el desarrollo de métodos analiticos precisos, confiables y
reproducibles para la cuantificacién de esta sustancia y sus metabolitos.

La cuantificacibn de cannabinoides en orina es necesaria para estudios
farmacocinéticos, pruebas de antidopaje evaluacién del uso reciente de esta
sustancia en pruebas forenses, entre otros.

La preparacion adecuada de la muestra es un importante prerrequisito para la
cromatografia en muestras bioldgicas, esto abarca el aislamiento y si es necesaria
la separacidon de conjugados y/o derivatizacion de las sustancias y sus

metabolitos.

Considerando lo anterior, es necesario desarrollar y establecer una metodologia
analitica para la separacion, cuantificacion e identificacion del THC, que sea
confiable y reproducible para su determinacion en orina de atletas como parte del

control de dopaje deportivo.
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5.

OBJETIVOS.

5.1. Objetivo General

» Desarrollo y establecimiento de condiciones cientificamente validas de un
método analitico para la determinacion de THC y su metabolito principal
(AS-THC-COOH) por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria

de Masas para Control de Dopaje.

5.2. Objetivos Particulares

>

Optimizar una metodologia por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para la determinacion del THC y sus metabolitos en
las muestras de orina.

Comparar la eficiencia de hidrolisis del THC y sus metabolitos excretados en
forma conjugada utilizando hidrdlisis enzimatica e hidrdlisis alcalina.

Optimizar el procedimiento de extracciéon de THC en orina humana, evaluando
diferentes disolventes organicos en la extraccion liquido-liquido, el efecto del
pH, asi como el efecto de la concentracion de un electrolito fuerte en la
muestra para lograr una mejor extraccion (efecto de salting out).

Realizar un manejo estadistico adecuado de los resultados para garantizar la
confiabilidad de los mismos.

Evaluar la linealidad, precision, exactitud, recuperacion, limite de deteccién y

de cuantificacion de la metodologia desarrollada.
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6. MATERIALES Y METODOS

. Reactivos
Orina control de THC COOH

Solucion metandlica de Metiltestosterona 10 ppm
Solucion metandlica de THC-COOH D3 10 ppm
Solucion metandlica de delta 9 THC 10 ppm
Solucion metandlica de 11-OH-THC 10 ppm
Agua Milli-Q

Enzima B-glucoronidasa de E. coli tipo K12 Roche®
S.A. de fosfatos y acetatos a pH 5.00

S.A. de fosfatos pH 7.00

S.A. de fosfatos y amonio a pH 9.00

Solucién de KOH 10M

Solucién NaCl al 30%

Acetato de etilo

Terc butil metil éter (TBME)

Cloroformo

Metanol

MSTFA:NHg4l:Ditioeritritiol (1000:1:2 v,p,p)

6.2. Materiales
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Microviales y tapas para cromatografia de 2.5 mL
Insertos para viales de cromatografia de gases
Tubos de ensaye

Gradillas

Pipetas de volumen variable

Matraces volumétricos de 25 y 50 mL

Agitador Vortex

Agitador oscilatorio
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Estufa

Centrifuga

Barfio criogénico

Evaporador

Bafo seco

Procesador para extraccion en fase sélida

Columnas para extraccion en fase soélida Bond Elut C8, capacidad de 5 mL.

AN NNV N N N N

Columnas para extraccion en fase solida Nexus C18, capacidad de 5 mL

6.3. Instrumentacion
v' Cromatografo de gases modelo 7890-A acoplado a un Espectrometro de masas

modelo 5975C marca Agilent-Technologies.
v' Software Chem Station versién E.02.01.1177.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1. Desarrollo del método por CG-EM.
7.1.1. Analisis cromatografico

El analisis cromatografico se llevo a cabo en un cromatégrafo de gases modelo
7890 A, acoplado a un espectrometro de masas modelo 5975 C, ambos de la
marca Agilent-Technologies (Figura. 17), la inyeccion de cada una de las curvas
de calibracidn con sus respectivas muestras problema y control se realizé por

triplicado.

Figura 15 Equipo empleado para el analisis por CG/EM

Para identificar al metabolito de interés del THC que es el THC-COOH se empled
un espectrometro de masas de cuadrupolo sencillo como detector, el método de
adquisicién de datos fue SIM (método del idn selectivo), la cuantificacion del THC-
COOH se realiz6 mediante el método de estandar interno, para ello los iones
evaluados para la fragmentacién del THC-COOH fueron los siguientes:

e 371 (16n diagndstico)
Se cuantificaron ademas otros dos iones que nos sirven de confirmacion (Figura

16 inciso c):
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o 473

e 488 (ibn molecular)
En el caso del estandar interno empleado (THC-COOHds) el idn diagndstico
evaluado fue:

e 374 (Ver figura 16).

En la figura 16 inciso b  observamos el patrén de fragmentacion por
Espectrometria de masas del metabolito de interés en el estudio (THC-COOH) con

los iones analizados.

46



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Abundance lon 371.00 (370.70 to 371.70); 150B.D\datams

a) lon 473.00 (472.70 to 473.70): 150B.D\data.ms
16000001 lon 488.00 (487.70 to 488.70); 150B.D\data.ms

lon 374.00 (373.70 to 374.70); 150B.D\data.ms
15000004

lon 491.00 (490.70 to 491.70); 150B8.D\data.ms
1400000
13000004
1200000;
1100000
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Abundance  lon 371.30 (371.00 to 372.00): 1541 Dhdata ms Abundancelon 374.00 (373.70 to 374.70): 15A1 Didata ms)
4851 4. a1
c)
120000
150000
100000
0000}
100000
G0000}|
A0 50000
20000}
ryY——r—r—r— [ e R L R
Time—> 480 482 484 406 488 500 Time— 480 407 484 406 408
Abundance  lon 473.40 (473,10 to A74.10): 15A1 Dhdata ms mfz Ret. time Area
4.951 371 4,951 126919
0000
0000}
473 4,951 45640
20000
10000}
0 — 488 4,957 31495

| SR BN UL L S B SR LI L
Time--> 480 482 484 486 488 500

Mbundance  lon 488.40 (488.10 to 488.10): 15A1 D'data ms

374 4.941 180725

fmes 450 4% 4 4% b8 s |

Figura 16 a) Cromatograma por extracto de iones de tipo overlay donde se muestran los iones
seleccionados para la cuantificacién de THC-COOH vy el estandar interno THC-COOHAd3. b) Patrén de
fragmentacion por EM del analito THC-COOH c¢) Cromatograma por extracto de iones donde se muestran
los tiempos de retencion y las areas relativas para los iones del THC-COOH (371,473,488) y para el
estandar interno (374)
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7.1.2. Condiciones cromatograficas de analisis
v" Columna capilar (fase estacionaria 100% metilsilicon, diametro interno 0.2
mm, espesor de pelicula 0.11 pym, longitud 25 m, marca Agilent).
Gas portador: Helio
Flujo del gas portador: 1.0 mL/min
Temperatura del inyector: 280°C
Volumen de inyeccion: 1uL

Temperatura de la linea de transferencia: 280°C

AN N NN R

Programa de temperatura del horno: inicial: 200 °C durante 0 min, con una
rampa de 25 °C/min hasta una temperatura final de 280 °C.
Relacion Split: 1:10.

v" Analizador de masas en modo SIM

<\

7.2. Tratamiento de las muestras.

En la figura 17 incisos a) y b) se muestran los pasos fundamentales para la
preparacion de muestras de orina, resaltando en el inciso b con color rojo los
pasos criticos que fueron optimizados por medio de la evaluacion de diferentes
parametros hasta encontrar las condiciones 6ptimas del método, y en el inciso a)
el procedimiento establecido previamente en el laboratorio para analisis de

muestras con resultado adverso a THC.
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a)
Afadir estandar - Hidrdlisis enzimatica
3 mLorina —> interno Metil —> Adicionar 1 mL de SA con 25 L de B-
de fosfatos 1M pH=7 . .
testosterona glucoronidasa de E. coli
v
DeJarpzittljahrolraaegmma Adicionar 130 uL de Adicionar 500 pL de Agregar 5 mL de Terc-
—> - —> 0 . p
T=55°CL2°C Solucién de NaOH S5M NaCl al 30% butilmetiléter.
v
Colocar los tubos en Centrifugar a 2500 rpm Meter los tubos en ong;?:atarelsafaZ‘:ar
agitador oscilatorio 90 [—>| aproximadamente 5 |——>| bafo criogénico a T= - s 1y evap
. . . om | 20 bajo corriente de N, a
mov/min 10 min minutos. 24°C+5°C o
una T< 50°C
v
Derivatizar con 50 uL Reposar las muestras Enfriar y colocar las
de MSTFA:NH, en bafho seco muestras en viales para

I:Ditioeritritol
(1000:2:6,v/p/p)

aproximadamente 30
minutos a T= 60°Cx5°C

su posterior analisis
instrumental

cas
r “11 ({m
NN

I
BC—A AN )\/ NN,
HyC
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b)

3 mLorina

Afiadir estandar
interno

Hidrolisis enzimatica o
alcalina segun
corresponda

Dejar actuar la enzima
por 1 hora 0 15
minutos la hidrolisis
basica a T=55°C+2°C

|

1 mL de Solucidn
amortiguadora que
corresponda

Adicionar volumen
correspondiente de
NaCl al 30%

Agregar S5 mLde
disolvente organico.

Colocar los tubos en
agitador oscilatorio 90
mov/min 10 min

v

Centrifugar a 2500 rpm
aproximadamente 5
minutos.

—>

Meter los tubos en
baho criogénico a T= -
24°C£5°C

Decantar la fase
organica y evaporar
bajo corriente de N, a
una T< 50°C

Derivatizar con 50 pL
de MSTFA:NH,
I:Ditioeritritol

(1000:2:6,v/p/p)

|

v

Reposar las muestras
en bafio seco
aproximadamente 30
minutos a T= 60°C+5°C

Enfriar y colocar las
muestras en viales para
su posterior analisis
instrumental

Figura 17 a) Metodologia establecida previamente en el Laboratorio para el analisis de muestras con
resultado adverso a THC b) Metodologia para la preparacién de muestras de orina en el analisis de dopaje,
resaltando en rojo los pasos optimizados partiendo del método ya establecido en el Laboratorio

oLr

i
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7.3. Optimizacion del método.
7.3.1. Eficiencia de hidrolisis

La evaluacién de la eficiencia de hidrélisis se determiné bajo dos condiciones
distintas:

1. Hidrdlisis enzimatica con B-glucoronidasa de E. coli.

En tubos por triplicado de dos muestras diferentes de orina positivas a THC
(volumen 3 mL), se adicionaron 10 yL de El de metiltestosterona a una
concentracion de 10 pg/mL, posteriormente se agregd 1 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos de pH=7 1M, agitacién en vortex 5 segundos
aproximadamente, se adicionaron 25 yL de enzima B-glucoronidasa de
E.coli, se dej6 actuar la enzima por una hora a 55t 2°C, enfriar a
temperatura ambiente, para después adicionar 1 mL de SA de fosfatos y
500 pL de disolucion de NaCl al 30 %, nuevamente agitacion en vortex por
aproximadamente 5 segundos. La extraccion liquido-liquido la realizamos
con 5 mL de terc butilmetil éter, y agitaciéon oscilatoria a razén de 90
movimientos por minuto, durante 10 minutos.

Al terminar este proceso centrifugar las muestras a 2500 rpm por
aproximadamente 5 minutos para proseguir a meter los tubos en un bafo
criogénico con condiciones de temperatura de -24°C+5°C; decantar la fase
organica en otros tubos limpios, de los cuales se evapora el disolvente bajo
corriente de Nitrégeno a una temperatura menor a 50°C, una vez
evaporado el disolvente anadir a cada tubo 50 pL de derivatizante
MSTFA:NHg4l:Ditioeritritiol (1000:1:2 v,p,p) tapandolos inmediatamente para
evitar la cristalizacion de la muestra, agitar en vortex por aproximadamente
30 segundos, reposar en un bafio seco a 60°C + 5°C durante 30 minutos
los tubos ya derivatizados, transcurrido el tiempo enfriar los tubos a
temperatura ambiente para después transferirlos a los viales de 2mL y
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encapsularlos. Proceder con el analisis instrumental de las muestras por
CG-EM.

. Hidrélisis basica con KOH 10M

En tubos por triplicado de dos muestras diferentes de orina positivas a THC
(volumen 3 mL), se agregaron 10 pL de estandar interno (El) de
Metiltestosterona a una concentracion de 10 pg/mL, posteriormente 300 pL
de hidréxido de potasio (KOH) 10 M, se agitando en vortex por
aproximadamente 5 segundos, se dejo actuar por 15 minutos a 60°C, y se
dejo enfriar a temperatura ambiente, seguido de la adicién de 165 L de
acido aceético glacial; el pH final queddé en el intervalo de 4.5-6.5, y
finalmente 2 mL de solucion de acetato de sodio 0.1 M [7].

Una vez realizado el proceso de hidrélisis adicionamos 1 mL de SA de
fosfatos y 500 pL de disolucion de NaCl al 30 %, nuevamente agitacion en
vortex por aproximadamente 5 segundos. La extraccion liquido-liquido la
realizamos con 5 mL de terc butilmetil éter, y agitacion oscilatoria a razén
de 90 movimientos por minuto, durante 10 minutos.

Al terminar este proceso centrifugar las muestras a 2500 rpm por
aproximadamente 5 minutos para proseguir a meter los tubos en un bafo
criogénico con condiciones de temperatura de -24°C+5°C; decantar la fase
organica en otros tubos limpios, de los cuales se evapora el disolvente bajo
corriente de Nitrégeno a una temperatura menor a 50°C, una vez
evaporado el disolvente anadir a cada tubo 50 pL de derivatizante
MSTFA:NHg4l:Ditioeritritiol (1000:1:2 v,p,p) tapandolos inmediatamente para
evitar la cristalizacion de la muestra, agitar en vortex por aproximadamente
30 segundos, reposar en un bafio seco a 60°C + 5°C durante 30 minutos
los tubos ya derivatizados, transcurrido el tiempo enfriar los tubos a
temperatura ambiente para después transferirlos a los viales de 2mL y
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encapsularlos. Proceder con el analisis instrumental de las muestras por
CG-EM.

7.3.2. Evaluacién del efecto del pH en la extraccion liquido-liquido.

Una vez obtenidas las mejores condiciones de hidrolisis, se prosiguio a evaluar la
extraccidon del metabolito de nuestro interés, empleando cinco diferentes
disoluciones amortiguadoras (S.A.) de concentracion 1 M:

e S.A. de fosfatos y acetatos a pH 5.00

e S.A. de fosfatos pH 7.00

e S.A. de fosfatos y amonio a pH 9.00

Estas pruebas se realizaron por triplicado en tubos con 3 mL de orina blanco (que
no contenian los analitos de interés) fortificadas con concentraciones conocidas de
THC y sus metabolitos 11-OH-THC, THC-COOH (concentracion 30 ng/mL),
adicionando el mismo estandar interno que en los casos anteriores
(Metiltestosterona de concentracion 10 ug/mL), y segun lo indicado en la figura 15

inciso b.

7.3.3. Evaluacion del efecto de salting out.

En este paso se evaluaron diferentes volumenes (0 pL, 250 pL, 500 uL, 1 mL y 2
mL) de cloruro de sodio al 30%, para asi determinar cual nos ayuda a obtener
resultados mas cuantitativos del compuesto de nuestro interés.

Por triplicado en tubos con 3 mL de orina blanco, adicionadas con THC y sus
metabolitos 11-OH-THC, THC-COOH, utilizando como estandar interno metil-
testosterona a una concentracion de 10 pg/mL, colocamos los diferentes
volumenes de NaCl al 30% ya mencionados con anterioridad.

En todos los casos después de la adicion del estandar interno, se realizaron
extracciones liquido-liquido a pH 5, de acuerdo con el resultado obtenido en el

paso anterior, utilizando terc-butilmetiléter, seguido de la evaporacion de la fase
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organica por corriente de N, a 45 °C y 15 psi y la derivatizacion de los extractos

con una mezcla de MSTFA:NHl:Ditioeritritol (1000:1:2, v/m/v) para su posterior
analisis por CG/EM.

7.3.4. Evaluacion de diferentes disolventes organicos en la extraccion
liguido-liquido.

Los disolventes organicos utilizados para esta prueba fueron:
e Cloroformo
e Terc-butiimetiléter (TBME)

e Acetato de etilo

Las pruebas se realizaron por triplicado en tubos con 3 mL de orina blanco,
adicionadas con THC y sus metabolitos 11-OH-THC y THC-COOH, utilizando
como estandar interno metiltestosterona de 10 pg/mL.

Se adicioné 1mL de S.A. de acetatos pH 5.00 y 500 yL de NaCl al 30%, y se
realizaron extracciones liquido-liquido con 5 mL de cada uno de los disolventes
mencionados. Se evapord la fase organica de cada extracto por corriente de N; a
45 °C y 15 psi, y se derivatiz6 cada una con una mezcla de
MSTFA:NH4l:Ditioeritritol (1000:1:2, v/m/v) , para su posterior analisis por CG/EM.

7.3.5. Evaluacién de dos diferentes columnas para la extraccién en fase
sélida (EFS)
La extraccidon en fase sélida se llevo a cabo en dos columnas de fase C8 y C18,

con la muestra previamente tratada hasta antes de la extraccion, la siguiente
figura muestra el procedimiento efectuado en dénde los numeros corresponden a:
1. Acondicionamiento. Depositar 2 mL de metanol, eluir y posteriormente 2
mL de agua calidad MiliQ, y eluir nuevamente.
2. Aplicacion de la muestra. Depositar la orina en la columna vy eluir.
3. Lavado de interferencias. Depositar 2 mL de agua calidad MiliQ y eluir.
4. Elucion de la muestra. Depositar 4 mL de metanol y en tubos de ensaye
recuperar lo eluido en este paso.
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Una vez concluida la extraccion en fase solida, se procedié con la evaporacion del

metanol, derivatizacion de las muestras y finalmente el analisis instrumental.

1 2 3 4

= = — o= o=
preoed
e _ THC-COOH || THC-COOH
_~11-OH THC :11& 11-OH THC
THC ++=+|| THC

f THC-COOH
_ 11-OH THC
6 G % é/ THC
+

Acondicionamiento Aplicacian Lavado

) Elucion
de la muestra mnterferencias

Figura 18 Metodologia general empleada para la extraccién en fase sdlida

7.4. Validaciéon del método analitico.

Una vez evaluados los diferentes pasos criticos de la preparacién de la muestra, y
optimizando cada uno de ellos, se emplearon las mejores condiciones obtenidas
para validar el método analitico; los parametros evaluados fueron los siguientes:

e Linealidad

e Precision

e Recuperacion

e Limite de deteccion

e Limite de cuantificacion [28,30,56]
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7.4.1. Linealidad.

Para la evaluacion de los parametros antes mencionados, se realizaron curvas de
calibracion empleando como estandar interno THC-COOH deuterado y como
estandar externo THC-COOH (el analito que la WADA pide cuantificar en estas
pruebas).

Primero se elaboraron curvas de calibracion con intervalos de concentracion alta,
media y baja basandonos en el limite de corte impuesto por la WADA de 15ng/mL,
3 de 10 a 350 ng/mL, posteriormente 3 curvas con concentraciones de estandar
externo de 5-50 ng/mL, y finalmente 2 curvas con concentraciones de estandar
externo de 5-35 ng/mL, la concentracién de estandar interno en todos los casos
fue la concentracion media de cada una de las curvas realizadas.

En tubos con 3 mL de orina blanco se anadieron, los estandares externo e interno

con la relacion de concentraciones presentada en las tablas 1, 2 y 3:

Tabla 1. Relaciéon de concentraciones para las curvas de 10-350 ng/mL

[THC-COOH ng/mL] [THC-COOH b3 ng/ mL]

10 150
30 150
90 150
150 150
250 150
350 150

Cada punto se realiz6 por triplicado y para el procesamiento de estas pruebas
empleamos las condiciones 6ptimas obtenidas en los ensayos anteriores. La
linealidad se obtuvo del promedio del coeficiente de correlacién de estas curvas de
diferentes intervalos de concentracién (Ver seccion de resultados y anexos 1, 2y
3).
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7.4.2. Precision intraensayo y recuperacion a 25 ng/mL

Una vez calculadas las concentraciones de las muestras empleadas, proseguimos
a realizar otras tres curvas de calibracion a intervalos mas pequefios (Ver tabla 2 y
anexo 2) con la finalidad de evaluar la precisién intraensayo del método
desarrollado y optimizado, calculando el Coeficiente de variacion expresado en

porcentaje.

Tabla 2. Relaciéon de concentraciones paralas curvas a intervalos de 5-50 ng/mL.

[THC-COOH ng/mL]  [THC-COOH ps ng/ mL]

5 25
15 25
25 25
35 25
50 25

Para evaluar la precisidn intraensayo se procesaron 7 tubos con orina control
fortificada a 25 ng/mL de los analitos de interés y a 25 ng/mL de estandar interno
de THC d3, 3 tubos que no fueron sometidos al procesamiento de preparacion de
muestra, unicamente se evaporo el disolvente y se derivatizdé a 25 ng/mL de

estandar interno y a 25/ng mL de estandar externo.

7.4.3. Precision interensayo, limite de deteccién, cuantificacién y
recuperacion a 15 ng/mL

Finalmente para calcular el limite de deteccién y cuantificacion del método
desarrollado, evaluar el % de recuperaciéon a 15 ng/mL y la precision interensayo,
se procesaron 2 curvas con intervalos de concentracion de THC-COOH de 5-35
ng/mL, empleando como estandar interno THC-COOH deuterado a 15 ng/mL, 6
tubos con orina fortificada con THC-COOH a 15 ng/mL (3 para cada dia evaluado),
y 6 tubos (3 para cada dia evaluado) que no fueron sometidos al procesamiento
de preparacion de muestra a concentraciones de 15 ng/mL de estandar externo e

interno (Ver tabla 3 y anexo 3).
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Tabla 3. Relacion de concentraciones paralas curvas a intervalos de 5-35 ng/mL.

[THC-COOH ng/mL]
5
10
15
25
35
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Eficiencia de hidrolisis
Como podemos observar en el grafico 1, para las dos muestras, con resultado
adverso a THC, la hidrdlisis basica con KOH 10 M mostré una mayor area relativa
con respecto a la hidrédlisis enzimatica realizada con B- Glucoronidasa de E. coli,
(1.219 para la muestra 1 y 0.601 para la muestra 2 contra 0.737 y 0.240
respectivamente), la enzima - Glucoronidasa de E. coli, rompe los enlaces que
se forman por reacciones metabdlicas de conjugacion, pero en la estructura del
THC-COOH al tener un grupo carbonilo es mas afin a un ataque nucleofilico por
parte de la base, que por un rompimiento enzimatico que si bien es especifico

para los enlaces glucoronidos no nos asegura que se rompan todos los enlaces

existentes.
Pruebas de hidrolisis
1.400
1.200
1.000
(15}
=
i 0.800
v
® 0.600
5
0.400
Olzm -
0.000 =
Muestral Muestral Muestral Muestra?2 Muestra2 Muestra?2
KOH Enzima libre KOH Enzima libre
B THC-COOH 1.219 0.737 0.445 0.601 0.240 0.053

Gréfico 1 Areas relativas de las muestras hidrolizadas por el método de hidrélisis enzimatica e hidrélisis basica
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8.2. Evaluacién del efecto del pH en la extraccion liquido-liquido
La evaluacién del efecto del pH en la extraccién liquido-liquido de los compuestos
de interés se evaluo con tres valores diferentes: pH 5, pH 7 y pH 9, segun los
resultados obtenidos la solucion amortiguadora de acetato pH 5, muestra una
mayor area relativa para los 3 analitos de interés analizados (Ver grafico 2); THC
inalterado, 11-OH-THC y THC-COOH, debido a que la molécula de THC-COOH
que es nuestro metabolito de interés para confirmar la presencia de THC en una
muestra, es medianamente polar y su pka es de 4.5, en medios acidos debido a
que se mantiene en un estado neutro, favorece su paso a la fase organica, es
decir aumentamos la eficiencia de extraccion; la razon por la que no se evalud un
pH mas acido fue porque en el laboratorio no contabamos con algun otro reactivo

que nos ayudara a tener un medio mas acido.

Evaluacion de pH

3.20
3.00
2.80
2.60
2.40
2.20
'g 2.00
= 1.80
@ 1.60
- 1.40
= 1.20
1.00
0.80
0.60
0.40
0.20 ‘
0.00 :
Acetato 5 Fosfato 5 Fosfato 7 Fosfato 9 Amonio 9
B THC-COOH 1.423 1.182 1.369 1.427 1.460
B 11-OH-THC 2.939 2522 2.652 2.783 2.886
B THC 0.811 0.361 0.531 0.477 0.654

Grafico 2 Areas relativas de los diferentes analitos del THC, al extraerlos a diferentes valores de pH
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8.3. Evaluacion del efecto de salting out.

Como podemos observar en el grafico 3, las areas relativas mostradas para los
principales analitos del THC, son muy parecidas a diferentes volumenes de NaCl
al 30%, sin embargo conforme la concentracion aumenta observamos que la
desviacion estandar igual lo hace, por o que en este caso elegimos trabajar con
un volumen de 500 pL de solucién salina, porque el analito de interés (THC-
COOH), muestra una mayor area relativa y un error mas pequefio, ademas el
efecto Salting out nos ayuda a precipitar el analito (disminuir su solubilidad)
presente en la fase acuosa para favorecer su intercambio hacia la fase organica y

asi obtener una extraccidon mas cuantitativa.

Evaluacion "salting out"

4.000
3.500
3.000
© 2.500
=
S
o 2.000
m
2
< 1.500
1.000
“ 3
0mL 250 pL 500 pL 1mL 2mL
B 11-0H-THC 3.160 2494 2.748 2481 2.021
BTHC 0.498 0.840 0.426 0.428 1.817
BETHC-COOH 1.864 1.697 1.863 1.610 1.458

Gréfico 3 Areas relativas de los diferentes analitos del THC en la evaluacion del efecto Salting out, a 5
diferentes concentraciones de NaCl al 30%.
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8.4. Evaluacion de diferentes disolventes organicos en la extraccion
liquido-liquido.

En el gréafico 4, observamos que para los 3 analitos evaluados, el que muestra una
mayor area relativa para todos estos es el acetato de etilo, principalmente para el
analito de interés que es el THC-COOH, donde tenemos una respuesta relativa de
2.251 contra 1.929 obtenida con el TBME y 0.992 con el cloroformo; el THC-
COOH es una molécula que presenta una mayor polaridad que el THC libre y el
11-OH-THC, por lo que al realizar la extraccion liquido-liquido, se vera mas afin al

disolvente organico que tenga caracteristicas similares a este.

Extraccion con diferentes disolventes

6.000
5.000
4.000
m
2
=
= 3.000
[1-]
g
=
2.000
N - I i - -
0.000
TBME Acetato Cloroformo
B 11-OH-THC 3.015 3.488 4.783
Bl THC 0.989 1.083 0.805
B THC-COOH 1.929 2251 0.992

Gréfico 4 Areas relativas de los analitos del THC evaluados con 3 diferentes disolventes
organicos. Terc butil metil éter (TBME), Acetato de Etilo (Acetato) y Cloroformo.
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8.5. Evaluacion de dos diferentes columnas para la extraccion en
fase sélida (EFS)

En la grafica observamos que la extraccion en fase solida evaluada con dos
diferentes cartuchos de fase no polar, se obtuvo una mayor area relativa del
compuesto de nuestro interés con el cartucho Bond Elut (C8) debido a la
naturaleza medianamente polar de nuestro compuesto, sin embargo la variabilidad
en los resultados es muy grande (barra de error), el area de contacto en la
columna de extraccion en fase sélida es mayor, por lo que la resolucién es baja y
por ende la repetibilidad no es buena. Debido a estas variaciones el método de
eleccion para la extraccion del THC-COOH, fue la extraccion liquido-liquido con

disolventes organicos.

Extraccion en fase solida

5.000
4.500
4.000
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
0.500
0.000

Area relativa

Bond Elut (C8) Nexus (C18)
Bl 11-OH-THC 3.394 1579
B THC 0.560 1.011
B THC-COOH 1.973 1.015

Gréafico 5 Areas relativas de los diferentes analitos del THC en la extraccién en fase sélida con dos
diferentes tipos de cartuchos, del lado derecho se muestran los resultados con el cartucho Nexus (fase C18)
y del lado izquierdo los resultados con el cartucho Bond Elut (Fase C8)
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8.6. Resumen de la optimizacion del método analitico

En la tabla siguiente se muestra un resumen de los resultados obtenidos en la
optimizacion del método analitico para cuantificacion de THC

Tabla 4. Condiciones optimizadas del método

Parametro Resultado

Hidrolisis Alcalina con KOH 10 M
pH de extraccion pH 5, buffer de acetatos
Volumen de NaCl al 30% 500 pL

Extraccion liquido-liquido con Acetato de

Método de extraccion X
Etilo.
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8.7. Validacién del método analitico
Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas del método desarrollado, se realizo la
validacion del mismo evaluando los parametros mencionados en los puntos
siguientes.
8.7.1. Linealidad

La linealidad del método se evaluo mediante tres ensayos con curvas de
calibracion preparadas con estandares, utilizando como estandar interno THC-
COOH deuterado a una concentracion de 150 ng/mL, 25 ng/mL y 15 ng/ml y cémo
estandar THC-COOH a intervalos de concentracion de 10-350 ng/mL, un segundo
ensayo con intervalos de 5-50 ng/mL y por ultimo a intervalos de 5-35 ng/mL, cada
una de las curvas se inyecto por triplicado al equipo. En el grafico 6, mostrado a
continuacion se presentan los resultados obtenidos para este ensayo (Ver anexo 1

para mas detalles).
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Grafico 6 Curvas de calibracion realizadas para la validacion del método analitico. En el inciso A se
muestra la grafica de intervalos de concentracion 10-350 ng/mL, en el inciso B la de intervalos de
concentracion de 5-50 ng/mL y en el inciso C la de intervalo de concentracion de 5-35 ng/mL.
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En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos en este ensayo, en las

curvas realizadas a diferentes intervalos de concentracion.

Tabla 5. Resultados de linealidad del método optimizado

Intervalos de L,
curva (ng/mL) Ecuacion de la recta
10-350 y=0.8995x-0.0173
r=0.993
5-50 y=0.5661x-0.0038
r=0.998
5-35 y=1.1898x-0.0164
r=0.996

Como observamos en la tabla 4 y en el grafico 6 incisos a, b y c, la linealidad del
método es arriba de 0.99, esto nos habla de que el método lineal desde
concentraciones de 5 hasta 350 ng/mL

8.7.2. Precisidén y Recuperacion

8.7.2.1. Precision intraensayo
La precision intraensayo se determindé en 7 tubos de orina fortificada con THC-
COOH a una concentracion de 25 ng/mL, empleando como estandar interno THC-
COOHd3 a la misma concentracion, comparado contra 3 tubos con estandar
interno y externo, a los que no se somete al proceso de preparacion de muestras.
En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos expresados en

%Coeficiente de variacion.
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Tabla 7. Resultados del % de Recuperacion para la evaluacién de la precision intraensayo

Dia 1 %Recuperaciéon | Promedio % CV

[THC-COOH]oF- 23.75 97.99

(ng/mL)
[THC-COOH]or2- 23.51 96.97

(ng/mL)
[THC-COOH]ors- 24.81 102.33

(ng/mL)
[THC-COOH]or4- 23.94 98.76

(ng/mL) 99.82 3.40
[THC-COOH]ors- 23.26 95.97

(ng/mL)
[THC-COOHIore-| 55 g0 105.63

(ng/mL)
[THC-COOH]or7- 24.50 101.08

(ng/mL)
[THC-COOH]gp >4.24

(ng/mL)

*OF: Muestra de orina fortificada 1,2, 4..7
**SP: Tubo con estandar interno y externo que no se sometié al proceso de
preparacion de muestra.

8.7.2.2. Precision interensayo
La precision interensayo se determind en 2 dias diferentes, preparando en cada

dia un triplicado de tubos con orina fortificada con THC-COOH a 15 ng/mL,
empleando como estandar interno THC-COOHd3 a la misma concentracion, y 3
tubos con estandar interno y externo, a los que no se somete al proceso de
preparacion de muestras.

Los resultados obtenidos para este ensayo se muestran a continuacion, evaluados

en % Coeficiente de variacion.

Tabla 6. Resultados del % de Recuperacién para la evaluacién de la precision interensayo

Dia 1 %Recuperacion | Promedio %CV Dia 2 %Recuperacion| Promedio %CV
[THC-COOHlorr: | 1500 | 107.31 [THC-COOMlorr- | 1558 | 109.86
(ng/mL) (ng/mL)
[THC-COOH]oe- 16.67 111.80 [THC-COOHlor,: 17.03 114.22
(ng/mL) (ng/mL)
107.65 3.72 110.55 3.05
[THC-COOHlows | 1e4s | 103,82 [TC-COOMoes | 104 | 10758
(ng/mL) (ng/mL)
[THC-COOHJspr | 1y o0 [THC-COOHse- |45 19
(ng/mL) (ng/mL)

*OF: Muestra de orina fortificada 1,2 y 3
**SP: Tubo con estandar interno y externo que no se sometié al proceso de preparacién de muestra.
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De acuerdo con los resultados obtenidos observamos que el coeficiente de
variacion en ambos casos (precision inter e intraensayo), es menor al 10% con lo
que aseguramos que nuestro método es confiable, reproducible

independientemente del dia en que se procesen las muestras.

8.7.2.3. Recuperacion
La recuperacion, evaluada en dos niveles, a 15 ng/mL y a 25 ng/mL, puede
observarse en las tablas 5 y 6, como observamos la recuperacion en ambos
niveles es buena, esto quiere decir que durante el proceso de preparacion de
muestra, nos aseguramos de recuperar una buena concentracion del analito de
interés, cuando el % de recuperacién es mayor al 100% no quiere decir que sea
incorrecto, si no que la orina es considerada una matriz biolégica compleja por la
cantidad de sustancias de desecho que contiene, hay ocasiones que pueden
presentarse ciertas interferencias.

8.7.3. Limite de deteccidn y limite de cuantificacion

El limite de deteccion (LD) y cuantificaciéon (LC) se obtuvo mediante el analisis de
3 curvas de calibracion de concentraciones de estandar de THC-COOH desde 5
ng/mL hasta 50 ng/mL, empleando como estandar interno THC-COOH deuterado,
para este ensayo los resultados obtenidos son los siguientes:

e LD 0.99 ng/mL

e LC3.31 ng/mL
El calculo de estos paametros se presenta a continuacion:
Del promedio de la desviacién estandar del area relativa presentada por el
triplicado de los puntos de la concentracion mas baja de la curva de intervalos de
concentracion de 5-50 ng/mL, calculamos la concentracion del analito de interés
(THC-COOH), al que posteriormente multiplicamos por 3 para calcular el limite de
deteccion y por 10 para calcular el limite de cuantificacién, es decir:
Ar1:0.124
Ar2:0.111
Ar 3:0.124
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Desv. Estandar: 0.0075
Frr: 0.5661.
Calculando la concentracion de THC-COOH:

0. 0075) (25 ng
0.5661 mlL

[THC — COOH] = ( ) =0.331ng/mL

Por lo tanto:
LD= (0.331 ng/mL) (3)= 0.99 ng/mL
LC=(0.331 ng/mL) (10)= 3.31 ng/mL

Estos resultados nos hablan de que a concentraciones bajas de hasta 0.99 ng/mL
el método para la deteccion de THC es confiable y podemos cuantificarlo hasta en
concentraciones cercanas a los 3.3 ng/mL.

La razén por la cual se emplea el estandar interno deuterado es porque tiene las
mismas propiedades fisicoquimicas que el analito de interés, que ayuda a que el
tiempo de analisis no se prolongue demasiado, no se encuentra presente en la
muestra por lo que no interfiere con su analisis e identificacién, ademas al tener un
patrén de fragmentacion similar pero no idéntico al analito de interés, nos facilita el
analisis por espectrometria de masas al permitir cuantificarlo con una menor
incertidumbre. Durante la optimizacion del método empleamos como estandar
interno la metiltestosterona que aunque no es de estructura quimica similar, ofrece
buena estabilidad para el andlisis y no esta presente en la muestra ademas es

menos costoso que el estandar deuterado.
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9. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar, optimizar y validar un método analitico que permite la
identificacion y cuantificacion de THC-COOH, como indicativo del consumo de
THC en orina.

Primero, para comenzar a optimizar la de preparacion de muestra, se desarrollé
un método por CG-EM que permitio la separacién y cuantificacion de los analitos
de interés.

La optimizacion abarco puntos clave dentro del analisis como: hidrdlisis en la cual
se compararon dos métodos, uno la hidrélisis enzimatica mediante la enzima [3-
Glucoronidasa de E. Coli y el otro método de hidrdlisis basica con KOH, este
ultimo con mayor respuesta relativa que el primero; continuando con la
optimizaciéon del método evaluamos la extraccion a diferentes valores de pH,
dando mayor respuesta relativa la extraccion a pH 5, posteriormente evaluamos y
optimizamos el efecto salting out a diferentes volumenes de NaCl al 30%
obteniendo un mejor resultado para el analito de interés (THC-COOH) en 500 pL
de solucion salina.

Por otro lado realizamos una extraccidon en fase sélida con dos columnas de fase
estacionaria no polar (C8 y C18), para evaluar la eliminacién de interferencias de
la muestra y asi obtener una mayor cantidad del analito de interés, pero
observamos que a pesar de limpiar mas la muestra, la desviacidon estandar en los
resultados era muy grande ademas que realizar este paso es muy costoso
(aproximadamente 85-100 pesos m.n por cartucho de extraccion), por lo que
decidimos no incluirlo dentro de la optimizacion final y emplear la extraccion
liquido-liquido con disolventes organicos.

El ultimo paso abarco la extraccion liquido-liquido comparando tres disolventes:
acetato de etilo, cloroformo y terbutil metil éter, obteniendo mejores resultados con
el acetato de etilo evaluado en respuesta relativa.

Una vez obtenidas las mejores condiciones se realizd un ensayo de validacién
evaluando los siguientes parametros: linealidad, precisién mediante el porcentaje

de recuperacion del analito de interés, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
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empleando estandar interno deuterado (THC-COOHd3), ayudandonos a mejorar la
precision del método por tener caracteristicas fisicoquimicas y cromatograficas
similares al compuesto de interés, es estructuralmente igual al analito de interés y

no se encuentra presente en la muestra a analizar.
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ANEXO 1
Curva de calibracion 10-350 ng/mL



ANEXOS

Tabla A 1 Relacion de areas obtenidas y tiempo de retencion para la Curva de Calibracién a intervalos de concentracion 10-350 ng/mL

ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la informacion requerida.

Determinacion: Curva de calibracion por GC/MS-10 Analito: THC-COOH PNT: NA
Fecha: 14/05/2012 Estandar interno: THC-COOHd3 Lote: NA
Limite de corte (ug/mL): NA Submuestra: NA
Curva de calibracién
Muestra El lon ’374 ANALITO lon 5371 tew RC RA Analito/El ARA;y el | Evaluaciéon
C (ng/mL) tg (min) Area C (ng/mL) tr (min) Area Analito/El valor (% < 10 %)
BLO1
CA11 150 4.957 761737 10 4.962 48493 1.0010 0.067 0.064 Se acepta
CA12 150 4.957 696591 10 4.962 44943 1.0010 0.067 0.065 3.945 réplica
CA13 150 4.957 776762 10 4.962 52788 1.0010 0.067 0.068
CA21 150 4.957 930527 30.0 4.962 182660 1.0010 0.200 0.196 Se acepta
CA22 150 4.957 958266 30.0 4.962 178793 1.0010 0.200 0.187 3.562 réplica
CA23 150 4.957 928817 30.0 4.962 187483 1.0010 0.200 0.202
CA31 150 4.957 967194 90.0 4.962 462148 1.0010 0.600 0.478 Se acepta
CA32 150 4.957 974267 90.0 4.962 519268 1.0010 0.600 0.533 5.022 réplica
CA33 150 4.957 869266 90.0 4.962 444788 1.0010 0.600 0.512
CA41 150 4.957 1044358 150.0 4.962 897494 1.0010 1.000 0.859 Se acepta
CA42 150 4.957 961188 150.0 4.962 831941 1.0010 1.000 0.866 1.000 réplica
CA43 150 4.957 1039515 150.0 4.962 879427 1.0010 1.000 0.846
CA51 150 4.957 1118152 250.0 4.962 1536060 1.0010 1.667 1.374 Se acepta
CA52 150 4.957 1276701 250.0 4.962 1772002 1.0010 1.667 1.388 1.371 réplica
CA53 150 4.957 1166366 250.0 4.962 1643930 1.0010 1.667 1.409
CA61 150 4.957 1026357 350.0 4.962 2137233 1.0010 2.333 2.082 Se acepta
CA62 150 4.957 1016146 350.0 4.962 2197394 1.0010 2.333 2.162 3.300 réplica
CA63 150 4.957 1060729 350.0 4.962 2364619 1.0010 2.333 2.229
x 4.957 976,274.4 4.9620 1.001 0.98 0.86
s 0.0000 142,844.0 0.00000 0.000 0.829 0.75
%CV 0.000 14.6 0.000 0.000
Regresion Lineal
. O“‘Fdenada al origen 0.017 Desviacion estandar
““Pendiente 0.899 Xi- X Vi Yy X X)*(yi- ¥)
rz 0.993 CA11 (0.91) (0.80) 0.73
CA12 (0.91) (0.80) 0.73
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Regresion Lineal

Ordenada al origen 0.017 Desviacion estdandar

Pendiente 0.899 Xi- X YR, (X X)*(yi V)
r2 0.993 CA11 (0.91) (0.80) 0.73
CA12 (0.91) (0.80) 0.73
n= 18.00 S 0.154 CA13 (0.91) (0.79) 0.72
Sex 10.25 Sm 0.048 CA21 (0.78) (0.67) 0.52
Syy 8.67 Sp 0.0570 CA22 (0.78) (0.68) 0.53
Syy 9.41 CA23 (0.78) (0.66) 0.51
5 50 CA31 (0.38) (0.38) 0.15
CA32 (0.38) (0.33) 0.12
2.00 - y=0.8995x -0.0173 CA33 (0.38) (0.35) 0.13
R CA41 0.02 (0.00) (0.00)
1.50 - CA42 0.02 0.00 0.00
2 CA43 0.02 (0.02) (0.00)
1.00 - CA51 1.36 1.22 1.65
CA52 1.36 1.30 1.76
0.50 1 CA53 1.36 1.37 1.85

0.00

0.00

0.50

1.00

RC

1.50

2.00

2.50

Grafico A 1 Regresion lineal y grafico obtenido para la curva de intervalos de concentracion de 10-350 ng/mL
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ANEXO 2.

Curva de calibracion 5-50 ng/mL
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Tabla A 2 Relacion de areas obtenidas y tiempo de retencion para la Curva de Calibracion a intervalos de concentracion 5-50 ng/mL

ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la informacién requerida.

Determinacion: Curva de calibracion por GC-MS10 Analito: THC-COOH PNT: NA
Fecha: Estandar interno: THC-COOHd3 Lote: NA
Limite de corte (ug/mL): NA Submuestra: NA
Curva de calibracion
El lon 374 ANALITO lon 371 RC i ARA;y el | Evaluacién
Muestra _ _ trr RA Analito/El
C (ng/mL) tr (Min) Area C (ng/mL) [ tr (min) Area Analito/El valor (% <10 %)
BLO1
CA11 25 4.957 283168 5 4.962 35172 1.0010 0.200 0.124
Se acepta
CA12 25 4.957 281341 5 4.962 31160 1.0010 0.200 0.111 3.871 éplica
CA13 25 4.957 317322 5 4.962 39487 1.0010 0.200 0.124
CA21 25 4.957 339385 15.0 4.962 113950 1.0010 0.600 0.336 Se acepta
CA22 25 4.957 316182 15.0 4.962 98735 1.0010 0.600 0.312 4.082 réplica
CA23 25 4.957 335345 15.0 4.962 107220 1.0010 0.600 0.320
CA31 25 4.957 343164 25.0 4.962 192367 1.0010 1.000 0.561 Se acepta
CA32 25 4.957 313173 25.0 4.962 177284 1.0010 1.000 0.566 1.987 réplica
CA33 25 4.957 356269 25.0 4.962 206739 1.0010 1.000 0.580
CA41 25 4.957 356988 35.0 4.962 280543 1.0010 1.400 0.786 Se acepta
CA42 25 4.957 382810 35.0 4.962 301581 1.0010 1.400 0.788 1.339 réplica
CA43 25 4.957 452049 35.0 4.962 342891 1.0010 1.400 0.759
CA51 25 4.957 410564 50.0 4.962 469170 1.0010 2.000 1.143 Se acepta
CA52 25 4.957 370448 50.0 4.962 422001 1.0010 2.000 1.139 0.591 replica
CA53 25 4.957 357370 50.0 4.962 402465 1.0010 2.000 1.126
x 4.957 347,705.3 4.9620 1.001 1.04 0.58
s 0.0000 45,326.3 0.00000 0.647 0.37
%CV 0.000 13.0 0.000
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Regresion Lineal

Ordenada al origen 0.004 Desviacion estandar
Pendiente 0.566 X X Vi Y X X)*(yi- Y)
r2 0.998 CA11 (0.84) (0.46) 0.39
CA12 (0.84) (0.47) 0.40
n-= 15.00 Sr 74.784 CA13 (0.84) (0.46) 0.39
S 50.14 Sm 10.562 CA21 (0.44) (0.25) 0.11
Syy 72721.25 Sh 37.4942 CA22 (0.44) (0.27) 0.12
Sy 1851.34 CA23 (0.44) (0.27) 0.12
CA31 (0.04) (0.02) 0.00
1.20 CA32 (0.04) (0.02) 0.00
cood y=0.5661x-0.0038 CA33 (0.04) (0.00) 0.00
INp— CA41 0.36 0.20 0.07
0.80 1 CA42 0.36 0.20 0.07
2 0. CA43 0.36 0.17 0.06
CAX1 3.96 156.00 617.77
0401 CA52 3.9 156.18 618.47
0.20 - CA53 3.96 154.89 613.38
0.00 T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
RC

Grafico A 2 Regresion lineal y grafico obtenido para la curva de intervalos de concentracion de 5-50 ng/mL
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ANEXO 3.

Curva de calibracion 5-35 ng/mL



ANEXOS
Tabla A 3 Relacion de areas obtenidas y tiempo de retencion para la Curva de Calibracién a intervalos de concentracion 5-35 ng/mL

ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la informacion requerida.

Determinacion: Curva de calibracion por GC-MS10 Analito: THC-COOH PNT: NA
Fecha: Estandar interno: THC-COOHd3 Lote: NA
Limite de corte (ug/mL): NA Submuestra: NA

Curva de calibracion

Muestra El lon '374 ANALITO lon ?71 ten RC RA Analito/El ARA;y el | Evaluacién
C (ng/mL) tr (min) Area C (ng/mL) | tg (min) Area Analito/El valor % <10 %)
BLO1
CANM1 15 4.957 64911 5 4.962 25453 1.0010 0.333 0.392
Se acepta
CA12 15 4.957 67969 5 4.962 28181 1.0010 0.333 0.415 4.013 replica
CA13 15 4.957 70632 5 4.962 27484 1.0010 0.333 0.389
CA21 15 4.957 68679 10.0 4.962 49601 1.0010 0.667 0.722 Se acepta
CA22 15 4.957 60551 10.0 4.962 44160 1.0010 0.667 0.729 2.588 replica
CA23 15 4.957 59144 10.0 4.962 40288 1.0010 0.667 0.681
CA31 15 4.957 65003 15.0 4.962 82104 1.0010 1.000 1.263 Se acepta
CA32 15 4.957 65422 15.0 4.962 82836 1.0010 1.000 1.266 0.099 réplica
CA33 15 4.957 67327 15.0 4.962 85203 1.0010 1.000 1.266
CA41 15 4.957 81923 25.0 4.962 159213 1.0010 1.667 1.943 Se acepta
CA42 15 4.957 84578 25.0 4.962 156577 1.0010 1.667 1.851 2.680 replica
CA43 15 4.957 77535 25.0 4.962 146034 1.0010 1.667 1.883
CA51 15 4.957 71088 35.0 4.962 200256 1.0010 2.333 2.817 Se acepta
CA52 15 4.957 86805 35.0 4.962 240659 1.0010 2.333 2.772 0.991 réplica
CA53 15 4.957 80970 35.0 4.962 224994 1.0010 2.333 2.779
x 4.957 71,502.4 4.9620 1.001 1.20 1.41
s 0.0000 8,758.3 0.00000 - 0.743 0.89

%CV 0.000 12.2 0.000 -
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Regresion Lineal

Ordenada al origen

0.016
1.190
0.994

Sr

Sb

74.363
10.824
37.3948

CA1

CA12

CA13

CA21

CA22

CA23

y=1.1898x-0.0164
R=0.996

Pendiente
r2
n = 15.00
Six 47.20
Syy 71955.71
Sxy 1769.98

3.00

2.50 -

2.00 -

= 1.50 -

1.00 -

0.50 -

0.00 :

0.00 0.50

1.00

RC

1.50

2.00

2.50

CA31

CA32

CA33

CA41

CA42

CA43

CA51

CA52

CA53

Desviacion estandar

i Y x- X)*(y- )
(1.02) 0.88
(1.00) 0.86
(1.02) 0.89
(0.69) 0.37
(0.68) 0.36
(0.73) 0.39
(0.15) 0.03
(0.15) 0.03
(0.15) 0.03

0.53 0.25
0.44 0.21
0.47 0.22
155.17 589.66
155.35 590.34
154.07 585.46

Grafico A 3 Regresion lineal y grafico obtenido para la curva de intervalos de concentracién de 5-35 ng/mL
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