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NO IMPORTA LA DISTANCIA
Una vez sorié
que en algun lugar
yo podria ser alguien.
Y también sorié
que si he de triunfar
mi orgullo aferrado
tendré que superar.
Un dia llegaré
no importa la distancia
el rumbo encontraré
y tendré valor
paso a paso iré
y persistiré
a cualquier distancia
yo mi meta alcanzaré.
Sé que estaba ahi
al fin la encontré
aunque tarde una vida
YO jamas renunciare.
Mas alla de toda gloria
del orgullo y el valor
el poder siempre estuvo
en mi corazon.
Paso a paso fui
y persisti
no importo la distancia

yo mi meta logré.
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I. INTRODUCCION

En México, como en el resto del mundo, el consumo de drogas muestra
periodos de aumento y de decremento. Hacia el afo 2008 se encontraron
crecimientos significativos en el consumo en comparacion con lo que ocurria 6
afos antes; en los tres afios siguientes (2011) el consumo se ha estabilizado,
no hay cambios significativos en los indices de consumo (Encuesta Nacional
de Adicciones, 2011).

Los datos de la Encuesta Nacional de Adicciones 2011 muestran la necesidad
de reforzar las acciones desarrolladas para reducir la demanda de drogas; por
ello es importante ampliar la politica de prevencion y tratamiento y dirigir mas
acciones hacia la poblacién adulta joven. Sin embargo el panorama reflejado
por el informe Mundial sobre las Drogas 2010 de la Oficina de las Naciones
Unidas contra las Drogas y el Delito es verdaderamente desolador. El consumo
mundial de estupefacientes no disminuye a pesar de todos los esfuerzos y
recursos internacionales y locales empleados para detenerlo; parece avanzar y
readaptarse, evolucionando segun el clasico patron de oferta-consumo vy libre

competencia entre productos (Gonzalez Garrido, y otros, 2013).

Las consecuencias relacionadas con el empleo de sustancias psicotropicas y
estupefacientes como Ila marihuana, han sobrepasado los limites
convencionales de la salud publica, pues tiene ademas serias repercusiones
sociales vinculadas a conductas delictuosas. México se ubica entre los paises
con mayor aumento de la tasa de suicidio entre los ultimos afos. En el afo de
1970, la tasa de muerte por suicidio era de 1.13 por 100 000 habitantes y en el
2007 paso6 a 4.12. El consumo y abuso de alcohol y las drogas ilegales se han
considerado como el segundo factor de riesgo para presentar conductas
suicidas, después de las depresion. Sin embargo, no queda clara la relacion
entre el consumo y abuso de sustancias y las conductas suicidas, ni las bases

neurales subyacentes a ambas, o su interaccion (Sanchez Loyo, y otros, 2013).



En el 2009, el Servicio Médico Forense (SEMEFOQO), ahora Instituto de Ciencias
Forenses (INCIFO), proporciono informacion sobre la presencia de sustancias
en los casos de personas que murieron de manera violenta o subita,
encontrandose que el 24.4% del total de defunciones ocurrieron bajo la
influencia de algun tipo de sustancia como el alcohol y drogas ilegales,
teniendo como causas mas comunes muertes ocasionadas por arma de fuego,
accidentes de transito y asfixia (Secretaria de Salud, 2012). Sin embargo, y
como ya se menciond no se ha encontrado una clara correlacién entre el
consumo de algun tipo de droga ya sea legal o ilegal y la causa de muerte del

OCCiso.

Tomando en cuenta estas circunstancias, el laboratorio Quimico Toxicoldgico
juega un papel fundamental en el esclarecimiento del estado real de
intoxicacion del occiso, convirtiéndose asi en una unidad de servicios auxiliares

a la administracion de Justicia.

Para este fin, el laboratorio de Toxicologia Forense se vale de recursos
instrumentales presuntivos y confirmativos que ponen de manifiesto la
presencia o ausencia de sustancias de relevancia toxicoldgica. Sin embargo,
aunque se cuente con la mejor tecnologia, la preparacion de la muestra es y
seguira siendo un paso vital, pues de dicho procedimiento dependera la

posterior aplicacion de técnicas analiticas (Stashenko, y otros, 2011).

Por tanto, el presente trabajo tiene por objetivo plantear una técnica de
extraccion para cannabinoides en muestras de sangre postmortem, que
permita aplicar la técnica confirmativa de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria a Masas (GC/MS), con el fin de aportar datos confiables del

consumo de marihuana por parte del individuo antes de su muerte.

Il. MARCO TEORICO



Il TOXICOLOGIA FORENSE
La definicion mas sencilla de Ciencia Forense, de acuerdo a la Forensic Science
Society del Reino Unido, que la define como la aplicacién de los conocimientos
cientificos a cuestiones legales, la ciencia Forense es capaz de hacer <<hablar>>
al muerto descubriendo, recogiendo, analizando e interpretando los indicios que

en el cadaver se encuentran (Hombreiro Noriega, 2013); (Otin del Castillo, 2010).

La ciencia forense incluye disciplinas tales como:
e Quimica
e Toxicologia
e Patologia
e Genética
e Necropsia
e Psicologia
e Entomologia
¢ Entomotoxicologia
e Clinica Médico Forense

(Instituto de Ciencias Forenses, 2010)

Una de las ramas de la ciencia forense como ya se menciond es la Quimica
Forense, que se encarga del andlisis tanto de sustancias no-biolégicas, tales como
pintura, vidrio o liquidos, trazas de polvora, asi como de muestras de origen
biolégico (analisis toxicologicos) (Valdebenito Zenteno, y otros, 2014). El
laboratorio quimico toxicologico es un area auxiliar de dicha rama, que se encarga
de determinar la ausencia o presencia de sustancias potencialmente toxicas que

contribuyen a la muerte de un individuo (Garcia Rodriguez, y otros, 2005).

En el laboratorio Quimico Toxicologico del INCIFO se hace la determinacion de
alcohol etilico, pues es una de las principales causas de muerte tanto directa como
indirectamente, su identificacién y consecuente cuantificacion se hace mediante el

uso del Cromatégrafo de Gases. En el caso de drogas de abuso, las normas
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internacionales marcan la identificacion tanto de metabolitos, en este caso
utilizando la Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT), asi como la identificacion
de los principios activos, con el uso del Cromatégrafo de Gases acoplado a

Espectrometria de Masas.

Il SISTEMA ANALITICO TOXICOLOGICO
Para llegar a cualquier analisis toxicologico, se ha creado un Sistema Analitico
Toxicologico (SAT) que se define como el conjunto de procedimientos analiticos
encaminados a poner de manifiesto la presencia o ausencia de sustancias de
relevancia toxicoldgica en una muestra determinada (Garcia Rodriguez, y otros,
2005), a continuacion, el Diagrama 1 presenta el SAT del Laboratorio de

Toxicologia Forense del INCIFO.

Analisis
directo

Diagrama 1. Organizacion del Laboratorio de Toxicologia Forense del INCIFO con
base a Sistema Analitico Toxicolégico

Il PREPARACION DE LA MUESTRA
Aunque algunas técnicas analiticas pueden ser aplicadas directamente sobre la
matriz original en que se encuentra el analito, a menudo es necesario realizar

alguna forma de tratamiento a la muestra antes de su analisis con el objetivo de
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eliminar compuestos que puedan interferir en la deteccidén del analito de interés,

mejorando asi la sensibilidad del método (Garcia Rodriguez, y otros, 2005).

El proceso de preparacion empleado dependera de varios factores entre los que
figuran la naturaleza de la matriz (origen, estado de agregacion, homogeneidad,
estabilidad y representatividad) y del analito a aislar (su volatilidad, polaridad,
reactividad y termoestabilidad, en qué concentraciéon se encuentra y como esta
distribuido en la matriz); el propdsito mismo del analisis; la necesidad de la
confirmacion de la estructura quimica del analito (identificacion por técnicas
espectroscopicas); la premura del andlisis, es decir, qué tan urgente es el
resultado (por ejemplo, para determinar un tipo de veneno o sustancia toxica); las
implicaciones legales que pueden representar los resultados de los analisis
obtenidos (por ejemplo, en campos forense, ambiental, control de doping). Por
ultimo, es importante saber si el método de extraccion es conocido, regulado o
debe ser establecido, optimizado y validado. Para los analisis de muestras de
diferente naturaleza por GC-MS, lo mas importante es tenerlas libres de
componentes no compatibles con esta técnica y suficientemente concentrado,
para que los analitos se encuentren en una concentracién conmensurable con los
niveles minimos de deteccidn/cuantificacion del sistema GC-MS respectivo
(Stashenko, y otros, 2011). A continuacion, se describen algunos procesos de

preparacion de la muestra:

ILIILI Pretratamiento. Desproteinizacion e hidrolisis.
En las muestras bioldgicas, muchas de las sustancias de interés toxicologico y sus
metabolitos pueden encontrarse unidos a grasas, proteinas celulares o en forma
de conjugados unidos a proteinas plasmaticas. Por lo regular en un andlisis
toxicoldgico, interesa valorar la totalidad del analito presente en la muestra; para
ello es necesario romper las uniones proteicas e hidrolizar los ésteres conjugados

(Repetto Jiménez, y otros, 2009).

Cuando se trabaja con sangre total, antes de efectuar el procedimiento de

extraccion, inicialmente se puede realizar una desproteinizacién, y posteriormente
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se recomienda llevar a cabo una hidrdlisis de conjugados por via quimica (acida o
alcalina) o enzimatica, con el objetivo de aumentar el rendimiento de la extraccién
de téxicos como los opiaceos, fenotiazinas, cannabinoides, etc. (Flanagan, y otros,
2007) (Repetto Jiménez, y otros, 2009).

ILILII Métodos de extraccion.
La extraccion, cuando el término es usado farmacéuticamente, implica la
separacion de fracciones medicinalmente activas de tejidos vegetales o animales
de componentes inactivos o inertes utilizando solventes selectivos en
procedimiento de extraccion estandares (Remington, 2000). Los métodos de
extraccion son utiles para el aislamiento de los analitos del resto de la matriz

bioldgica antes de aplicar un analisis instrumental especifico.

Las extracciones pueden efectuarse por técnicas de extraccion liquido-liquido

(ELL), extraccion sélido-liquido (ESL) o extraccion en fase sélida (EFS).

Extraccion liquido-liquido (ELL). Este método consiste en la distribucion o
reparto de un soluto entre dos fases liquidas inmiscibles entre si,
dependiendo de sus caracteristicas de pKa y su solubilidad en ambas
fases; asi un compuesto en su forma no ionizada tendra mayor afinidad
por la fase organica que por el medio acuoso de la muestra bioldgica, en
tanto que los compuestos ionizados y algunos componentes bioldgicos,
tales como las proteinas, permanecen en la fase acuosa (Karch, 1998).
Para obtener un alto porcentaje de recobro es recomendable llevar a cabo
extracciones consecutivas empleando varias porciones de solvente

organico.

Extraccion sélido-liquido (ESL). El principio de extraccion consiste en la
seleccion de un solvente capaz de disolver el compuesto deseado, asi
como dejar los no deseados en la fuente de naturaleza sdlida. Se usa
entonces para extraer un producto natural a partir de su fuente natural. La

extraccion (ESL) suele ser mucho mas efectiva cuando se hace de
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manera continua calentando el disolvente de extraccion en un sistema
cerrado, el paso del disolvente organico con parte del producto extraido
permite que el mismo disolvente organico vuelva a ser vaporizado,
repitiendo un nuevo ciclo de extraccion mientras que el producto extraido
no volatil, se va concentrando en el matraz (Lamarque, y otros, 2008);
(Ullauri, 2010).

Extraccion en fase soélida (EFS). Esta técnica es muy eficaz y simple, la
cual al mismo tiempo es rapida y economica. Consiste en un lecho
adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos discos porosos en
un tubo desechable (cartucho empacado). El cual permite la pre-
concentracion de la muestra con un riesgo minimo de pérdida o
contaminacién de la misma. El componente de interés resulta retenido en

una fase solida mientras que los de inaccién se eluyen (Cuadro 1).

La técnica de EFS implica seis pasos consecutivos, los cuales dependen

del analito de interés:

Acondicionamiento del La actividad del adsorbente y de los grupos
cartucho funcionales se consigue al pasar un volumen de
—MeoH] solvente o mezcla de solventes a través de la

Cl [ [ = [

columna. Para activar adsorbentes hidrofébicos

. se usa generalmente metanol o acetonitrilo,

e | Activacion {5 mientras que para los hidrofilicos se usa hexano
W —'|| ||'- o cloruro de metileno.
Adicién de la muestra Se adiciona la muestra en la parte superior del

lecho de adsorbente. Los analitos de indolencia
pueden pasar por la columna sin ser retenidos, y

otros componentes pueden retenerse mas o
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Concentracion

menos fuertemente en la superficie del
adsorbente. Para obtener la maxima eficiencia
se debe controlar la cantidad de fluido que

circula a través del cartucho.

El lavado permite la eliminacion de cualquier
resto de compuestos que puedan interferir
manteniendo los analitos en el lecho de
adsorbente. Se pueden usar solventes o mezcla
de solventes de diferente tipo para mejorar la

eficacia del lavado.

Las trazas de solvente se eliminan haciendo
circular aire a través de la columna durante 2 a
10 minutos, con el fin de mejorar el rendimiento
de la extraccion, capturar el analito de interés
dentro del cartucho para su posterior

recuperacion en la elucion

Se hace pasar un solvente adecuado por la
columna para eliminar la interaccion analito-
solvente y eluir el 100% de los compuestos de
interés. El solvente adecuado ha de tener la
maxima interaccion con el analito y wuna
interaccion minima con los de indolencia,
dejandolas en el lecho de adsorbente.

El volumen de elucion ha de ser el menor posible
para mantener alto el factor de concentracion.
Los compuestos de interés se concentran

mediante la evaporacién del solvente con la

~8 ~



ayuda de una parrilla a 40°C con una corriente
de nitrégeno constante, hasta sequedad. La
muestra concentrada ya esta lista para el

analisis.

Es un proceso quimico orientado hacia Ila
transformacion de los analitos en otras especies
mas compatibles para lograr un analisis
satisfactorio por la técnica de GC/MS. A menudo
este procedimiento es empleado antes del

analisis cromatografico con el fin de mejorar la

estabilidad térmica de los analitos, ajustar su
volatilidad e incrementar su detectabilidad para
proveer evidencia adicional de la identidad de
dicho compuesto. Generalmente, se realizan tres
tipos de reacciones: la sililacion, acilacién y
alquilacion.

La combinacion de BSTFA (N, O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida) y TMCS (trimetilclorosilano)
es la preferida para la trimetilsililacion de
alcoholes, alcaloides, aminas, aminas
biogénicas, acidos carboxilicos, fenoles, vy
esteroides. EI BSTFA silila (afiade uno o mas
grupos sililo a una molécula) de manera facil a
una amplia gama de grupos funcionales
impedidos estéricamente. Mientras que el TMCS
es un catalizador de sililacion, que para hace
menos polares las moléculas organicas y se
puedan trabajar. (Sigma-Aldrich, 2000)

Cuadro 1. Datos tomados con base en Extraccion en fase sélida de Cromlab



Esta técnica es la mas usual en el tratamiento y concentracién de muestras antes
de su analisis por HPLC, GC o GC/MS (CromLab S.L., 2015)

I.IV ANALISIS INSTRUMENTAL
Para la tipificaciéon de cualquier sustancia toxica contenida en una muestra, los
laboratorios de Toxicologia Forense siguen un proceso sistematico que implica
una progresion de técnicas que van desde lo mas inespecifico hasta lo mas
especifico, realizando para ello dos categorias diferentes de pruebas,
denominadas, técnicas de screening o presuntivas y técnicas confirmatorias
(Karch, 1998).

ILIV.l Técnicas analiticas presuntivas.
Son técnicas empleadas para hacer una determinacion preliminar y establecer la
posibilidad de que un analito o grupo de analitos estén presentes en una muestra.
Cabe senalar que las pruebas presuntivas no son suficientes para afirmar que una
muestra es positiva 0 negativa a cualquier analito, ya que este tipo de analisis
pueden resultar en falsos positivos o negativos y conducir a conclusiones erréneas

debido a la baja especificidad de las técnicas empleadas (Karch, 1998).

En la actualidad, los inmunoensayos se han convertido en una opcion viable para
ser aplicados como técnicas presuntivas debido a su rapidez y sensibilidad.
Aunque estas técnicas suelen estar disefiadas para el analisis en muestras de
orina, existen trabajos en los que se demuestra la posibilidad de aplicarlos a
muestras de sangre realizando, por ejemplo, un extracto metandlico de sangre
total o suero, en proporciones 2:1 antes de someter la muestra al analisis

inmunoenzimatico (Olano, y otros, 2013).

Técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT).
El ensayo comercial se basa en la hidrolisis de glucosa-6-fosfato (G6P) en
presencia de la enzima bacteriana glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), a
la cual estd unido el analito. La actividad enzimatica convierte la coenzima

nicotinamida adenina dinucled6tido (NAD) en su forma reducida NADH, originando
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un cambio de absorbancia que se mide espectrofotométricamente a 340 nm

(Flanagan, y otros, 2007).

La figura 1 ejemplifica al anticuerpo unido al conjugado enzima-analito disminuye
la actividad enzimatica y por lo tanto la velocidad de formacion del NADH (a). El
analito presente en la muestra compite con el analito marcado en la enzima
G6PDH por la union al anticuerpo, lo cual incrementa la fraccion de enzima libre, y
con ello incrementa la velocidad del cambio de absorbancia como consecuencia
de la formacién de NADH (b) (Flanagan, y otros, 2007).

@+Y+O+.—>@+O +

Analito unido  Anticuerpo Substrato Co-factor Anticuerpo unido
a enzima G6P NAD+ a enzima

Sitio activo de la enzima blogqueado por anticuerpos; existe poca conversion de
NAD* a NADH.

b) Analito
(§'+Y+O+-—>@+§—+ +
Analito  Anticuerpo Substrato ~ Co-factor Complejo Unién Producto NADH
unido G6P NAD+ enziméatico  Analito-Ac GL6P

aenzima
Competencia de analito por el anticuerpo. La reaccidén enzimatica procede
ocasionando la reduccion de NAD* a NADH, y con ello un cambio de absorbancia.
Figura 1. Fundamento de la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT) (a) sin
analito adicional y (b) en presencia de analito. Datos tomados con base a

Fundamentals of Analytcal Toxicology de Flanagan.

El objetivo de estas pruebas es indicar si una sustancia esta presente en la matriz

biolégica por lo general con la intencion de confirmar su identidad con una o mas

técnicas selectivas; una curva de calibracién es normalmente innecesaria para
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estos ensayos. Sin embargo, se han establecido “limites de corte” (concentracion
mas baja a la que el analito puede ser identificado) (Transportation, 2010), sobre
todo para drogas de abuso (anfetaminas, barbituricos, benzodiacepinas,
cannabinoides, metabolitos de cocaina y opiaceos), por debajo del cual la droga
no se considera presente en la muestra. En el cuadro 2 se hace referencia a las
concentraciones de las drogas de abuso anteriormente citadas que se identifican

con la técnica EMIT y son de interés para el INCIFO.

Anfetaminas 500
Barbituricos 200
Benzodiacepina 200
Cannabinoides 50
Metabolitos de cocaina 150
Opiaceos 2000

Cuadro 2 Concentracion de drogas para analisis preliminar.

ILIV.II Técnicas analiticas confirmativas.
Como premisa fundamental en el area cientifica y forense, la deteccion o
identificacién inicial de una droga o sustancia toxica debe ser confirmada siempre
que sea posible por una segunda técnica basada en un principio fisico-quimico

diferente (Garcia Rodriguez, y otros, 2005).

La eleccion del método de confirmacion para una sustancia téxica especifica debe
ser determinada de acuerdo con el tipo de analito, la concentracion del mismo en
la muestra, la naturaleza de los solventes empleados en el pre-tratamiento y la

instrumentacién disponible (Karch, 1998).

ILIV.ILI Cromatografia.
La cromatografia comprende un conjunto de técnicas que tienen como finalidad la

separacion de mezclas basandose en la diferente capacidad de interaccion de
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cada componente en otra sustancia. De forma general, consiste en pasar una fase
movil (una muestra constituida por la mezcla que contiene el compuesto deseado
en el disolvente) a través de una fase estacionaria fija sélida. La fase estacionaria
retrasa el paso de los componentes en la muestra, de forma que los componentes
la atraviesan a diferentes velocidades y se separan. Cada uno de los
componentes de la mezcla presenta un tiempo caracteristico de paso por el

sistema denominado tiempo de retencion. (Baquero Quirds, 2006) .

ILIV.ILII Fundamento tedrico.
La separaciéon de los diferentes componentes de una mezcla que se encuentran
en un liquido o gas es el resultado de las diferentes interacciones de los solutos a
medida que se desplazan alrededor o sobre una sustancia liquida o sélida (fase
estacionaria). Las diversas técnicas para la separacion de mezclas complejas se
fundamentan en la diversidad de afinidades de las sustancias por medio movil
(gas o liquido) en un medio absorbente estacionario (papel, gelatina, alimina o

silice) a través del cual circulan (Moffat, y otros, 2011).

ILIV.ILII Detectores.
El detector es la parte del cromatégrafo que se encarga de determinar cuando ha

salido el analito por el final de la columna.

Los detectores se clasifican en dos categorias (llustracion 1): los que son
sensibles a la concentracion y los que son sensibles a la masa (GC/MS). La
respuesta de un detector sensible a la concentracion sélo depende de la
concentracion del analito en el detector. Mientras que los detectores sensibles a la

masa responden a la masa del analito que entra al detector por unidad de tiempo.
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llustracion 1. Detectores sensibles a la masa y a la concentracion (tomado del Manual

Cromatografia de Gases de PerkinElmer).

En general (cromatografia de gases, gases acoplada a masas y cromatografia de

liquidos), un detector ideal debera presentar las siguientes caracteristicas:

Sensibilidad, es necesario que pueda determinar con precisién cuando sale
analito y cuando sale sélo el gas portador. Tiene sensibilidades entre 10-8 y
10-15 g/s de analito.

Respuesta lineal al analito con un rango de cuatro 6érdenes de magnitud.
Tiempo de respuesta breve, independiente del caudal de salida.

Intervalo de temperatura de trabajo amplio, por ejemplo desde temperatura
ambiente hasta unos 350-400 °C, las cuales se consideran temperaturas
tipicas de trabajo.

Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de analito
debe dar salidas de sefal iguales.

Repuesta semejante o selectiva para todos los analitos.

(PerkinElmer, 2015)

Algunos tipos de detectores:

Detector de ionizacién de flama (DIF)

Detector de conductividad térmica (DCT)
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e Detector de captura de electrones (DCE)

e Detector espectral de masas

ILIV.ILIV Cromatografia de gases.
La cromatografia de gases fue la técnica cromatografica desarrollada inicialmente
para compuestos volatiles termoestables, sin embargo, su uso se ha extendido al
analisis de polimeros que al calentarse producen mondémeros volatiles (Lopez
Mesas, 2002).

Su rapidez y buena resolucion se han aplicado al analisis de mezclas complejas
de hidrocarburos, pesticidas en suelo y metabolitos secundarios provenientes de
diversas fuentes naturales, drogas en sangre, disolventes de uso industrial,

aromatizantes, saborizantes y fragancias.

Para una exitosa aplicacion de la técnica cromatografica se requiere una
cuidadosa seleccion de las columnas cromatograficas empleadas, ya que estas
son especificas para el tipo de analisis a realizar. Aunque no hay ninguna técnica
infalible, fébrmula magica, truco o secreto para la seleccion de columnas, si que
hay una serie de recomendaciones y conceptos que facilitan el proceso. Hay
cuatro parametros principales que se deben tener en cuenta: fase estacionaria,

diametro, longitud y espesor de la pelicula (Agilent Technologies, 2015).

En este tipo de cromatografia, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de
una columna cromatografica, esto implica que la muestra debe ser volatil y

térmicamente estable.
La elucién se produce por el flujo de un gas inerte, como Helio, Nitrégeno,

Hidrégeno, aunque de acuerdo con el tipo de detector es necesario emplear gases

especificos.
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La columna se encuentra dentro de un horno con programacién de temperatura.
La velocidad de migracién de cada componente sera funcion de su distribucion

entre las fases, y en consecuencia su tiempo de retencion en la columna.

Cada soluto presente en la muestra tiene una diferente afinidad hacia la fase
estacionaria, lo que permite su separacidon; los componentes fuertemente
retenidos por esta fase se moveran lentamente, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente. Un factor en este equilibrio es la presion de vapor
de los compuestos (en general, a mayor presion de vapor, menor tiempo de
retencién en la columna). Como consecuencia de esta diferencia de movilidad los
diversos componentes de la muestra se separan en bandas que pueden
analizarse tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el empleo de

detectores seleccionados.

Existen tres técnicas basicas de inyeccion de muestras en columnas capilares,
tanto para muestras de naturaleza liquida como también para muestras gaseosas:

e Split o modo de bifurcacion: es la técnica de inyeccion capilar mas
comunmente usada. En esta técnica se inyectan de 1 a 5 pL de muestra y
se vaporiza, pero sélo una fraccidn pequefa entra a la columna. Esta
cantidad de muestra normalmente sobrecargaria la columna, pero la mayor
parte del vapor de la muestra se saca en la corriente de purga de entrada.
La fraccion de material que entra a la columna se controla ajustando los
flujos de purga y de columna.

e Splitless o sin bifurcaciéon: en este tipo de inyeccion se maximiza la
sensibilidad dirigiendo casi toda la muestra a la columna, por lo que resulta
mas adecuado para el analisis de trazas o de componentes muy volatiles.

e On-column: aqui se lleva a cabo en frio, eliminando la etapa de
vaporizacidon que podria producir la descomposicion de los compuestos
termolabiles (PerkinElmer, 2015).

~16 ~



ILIV.ILV Espectrometria de masas.
La espectrometria de masas, es una técnica de analisis cuantitativo, de amplia
utilizacién para la determinacion de estructuras organicas, por si sola o en
combinacién con otras técnicas de espectrofotometria. Los picos cromatograficos
se pueden identificar comparando sus espectros de masa con los de compuestos

conocidos almacenados en la base de datos.

Otra diferencia esencial que presenta la espectrometria de masas con las
espectroscopias clasicas, es que en estos ultimos métodos, los procesos que
originan son puramente fisicos, no destructivos, de forma que la muestra utilizada
para la obtencién de espectro no se modifica quimicamente y se puede volver a
recuperar; en contraste, la espectrometria de masas, durante la obtencion del
espectro da lugar a procesos quimicos, con lo que la muestra utilizada se destruye
y no puede recuperarse; este hecho no es un inconveniente grave, ya que la
cantidad de muestra necesaria para la obtencion de un espectro de masas es muy

pequena, del orden de microgamos (PerkinElmer, 2015).

La espectrometria de masas esta basada en la obtencién de iones a partir de
moléculas organicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos iones, se separan
de acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se detectan por medio de un

dispositivo adecuado.

Un espectro de masas sera, en consecuencia, una informacion bidimensional que
representa un parametro relacionado con la abundancia de los diferentes tipos de

iones en funcion de la relacion masa/carga de cada uno de ellos.

Como ya se ha mencionado, los procesos que tienen lugar en un espectrémetro
de masas, son de naturaleza quimica; en consecuencia, la presencia y
abundancia en el espectro determina los tipos de iones identificables a partir de su
masa, sea en funcién de la estructura quimica de cada compuesto (Casas, y otros,
2004), (PerkinElmer, 2015).
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ILIV.IL.VI Acoplamiento, cromatografia de gases-
espectrometria de masas.

La cromatografia de gases es una técnica de separacion que tiene la cualidad de
conseguir la segregacion de mezclas complejas. Pero una vez
separados, detectados, e incluso cuantificados todos los
componentes individuales de una muestra problema, el unico dato del
que disponemos para la identificacion de cada uno de ellos es el
tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos
(Gutiérrez, y otros, 2002).

La espectrometria de masas en conjunto con otras técnicas espectroscopicas
(RMN, ®C e IR) puede identificar de manera casi inequivoca cualquier sustancia
pura. Por lo que, la asociacién de las dos técnicas, cromatografia de gases (GC) y
espectrometria de masas (MS) da lugar a la Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas (GC/MS) la cual permite la separaciéon e identificacion

especifica de mezclas complejas.

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una pequena cantidad de
muestra para su analisis, por lo que las hace muy compatibles. El unico obstaculo
es que el efluente que emerge de la columna cromatografica sale a presiéon

atmosférica y debe introducirse en alto vacio al espectrometro de masas.

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatégrafo de gases
se separa en la columna cromatografica obteniendo la elucién sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro
de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico

cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas.
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En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los
espectros, actua como detector cromatografico al registrar la corriente idnica total
generada en la fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el
cromatograma. En efecto, la corriente idnica generada da lugar a un pico

gaussiano de area proporcional a la concentracion del compuesto.

Para el caso de mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede presentar
muchos picos, que traen como resultado una dificil identificacion. Cuando se
desea explicitamente localizar la presencia de uno o varios compuestos
determinados, de espectro conocido, con la mayor rapidez o con la maxima
sensibilidad posible se recurre a la técnica de deteccion RIS (registro de iones
seleccionados). En esta modalidad de trabajo se detectan solamente algunas
masas de interés. De esta forma, se aumenta la selectividad del método,

reduciéndose las interferencias (Casas, y otros, 2004), (PerkinElmer, 2015).

En la GC/MS, la muestra se separa primero mediante el GC, y posteriormente se
utiliza la Espectrometria de Masas para la deteccion. El Espectrometro de Masas
lo hace produciendo particulas cargadas (iones) a partir de los analitos presentes
en la muestra y utiliza campos eléctricos y/o magnéticos para separar las
particulas cargadas de acuerdo con su relacion masa-carga (m/z). Los datos
resultantes son procesados y analizados mediante el sistema de manejo de datos

(llustracion 2).

Il ANALZADOR DE
HASAS
| FENTECE OIS 1 NTERFACE DE Sepealos mesen
(O o ones cargados ) espacioy empo con
base en surelacion
masalcarga mz)

I DEFCTOR A BELOS
Clenta los electrones DATOS

qenerados de ones

llustracién 2. Etapas del proceso de GS/MS (tomada en base al Manual PerkinElmer).
A continuacion se explica cada una de las etapas del proceso de GS/MS
ejemplificadas en la llustracién 2:
I. Fuente de iones. Después de introducir la muestra en el sistema, ésta

es ionizada por la fuente de iones. Los tipos de fuentes incluyen: la
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ionizacion por impacto de electrones (IE) e ionizacion quimica (Cl). En el

caso preciso de esta técnica se usa la ionizacién quimica.

La interface de vacio asegura la transicion de los iones desde la fuente

Cl al analizador de masas.

La ionizacion quimica (IC) es un método de ionizacién relativamente
suave, donde la ionizacion es afectada por reacciones sobre la molécula
con iones de un reactivo gaseoso generados por medio de ionizacion de

impacto electrénico (IE) con moléculas del analito neutras.

El reactivo gaseoso es empleado con un exceso de 10%-10* veces la
molaridad del mismo. Esto puede ser logrado al usar volumen de iones

bastante pequefio en comparacién a las condiciones de IE.

La protonacién de un analito es dependiente de la diferencia de
afinidades por protones en las bases correspondientes. Por ejemplo, el
CH5" protona la mayoria de los analitos (CH} + CH, —» CHY + CH5),
mientras que el NH4" es mas selectivo debido a que necesita un sitio

ligeramente basico en las moléculas del analito.

La muestra es introducida por medio de una sonda directa (direct probe)
a una temperatura de operacién de 20 a 500 °C (para sodlidos y liquidos
de baja volatilidad, asi como liquidos y gases) o por medio del
cromatografo de gases. Los analitos deben tener polaridad baja o
media, asi como estabilidad térmica. La ionizacidén quimica genera iones
de energia interna relativamente baja, exhibiendo un bajo nivel de
fragmentacion, la evaporacion del analito antes de su ionizacion es el

paso critico.

Analizador de masas. Aqui desde la fuente de iones, los iones son

transferidos al analizador de masas donde éstos son separados de
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acuerdo con sus valores de masa-carga (m/z). El analizador de masas
opera bajo condiciones de vacio para asegurar que los iones viajen con

la maxima eficiencia.

Hay varios analizadores de masas, entre los que destacan el Analizador
de Tiempo de Vuelo (TOF), el Sistema de Trampa de lones (lon Trap),
el Sistema de MS en Tandem y el Sistema de Cuadrupolo, el cual

corresponde a nuestro equipo de trabajo.

En este Sistema de Cuadrupolo, se utilizan cuatro electrodos en forma
de barras formando un cuadrado para generar los campos eléctricos
que filtran iones con base en su relacibn masa-carga (m/z) mientas
viajan a través de las barras. En magnitudes y frecuencias particulares,
solamente los iones de una masa seleccionada alcanzaran el detector.
Alterando regularmente los campos eléctricos, las masas de todos los
iones pueden ser escaneados secuencialmente de menor a mayor masa

0 viceversa para originar un espectro de masas.

iv. El detector mide la abundancia de los electrones generados desde los
iones para cada relacion masa-carga (m/z). La mayoria de los sistemas
MS utilizan algun tipo de multiplicador de electrones como un detector
en combinacion con un amplificador de sefial. El registro de todas las
cargas detectadas durante un escaneo, constituye el espectro de

masas.

V. El sistema de datos provee un solo punto de control para la
instrumentacion, adquisicion de datos, analisis y archivo, y busqueda de

los espectros.

1.V DROGAS DE ABUSO
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las drogas de abuso como el

tipo de sustancia que, en el interior de un organismo vivo, son capaces de
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modificar una o varias de sus funciones, siendo susceptibles de provocar

dependencia y tolerancia (Pascual Simon, y otros, 2002).

En la actualidad, el abuso de estupefacientes (sustancia narcética que hace
perder la sensibilidad; p. €j., la morfina o la cocaina) y sustancias psicotropicas
(que produce efectos por lo general intensos, hasta el punto de causar cambios
profundos de personalidad) constituye uno de los principales problemas de salud
publica tanto a nivel internacional como nacional, y ademas representa un serio
problema social, al hallarse relacionado con factores asociados a multiples figuras

delictivas con consecuencias legales (Pascual Simon, y otros, 2002).

Una forma de clasificar a las drogas es mediante la division entre las drogas

legales y las drogas ilegales.

e En el grupo de las drogas legales encontramos a los medicamentos no
prescritos como los antitusivos (codeina), los medicamentos prescritos
como es el casos de los barbituricos, benzodiacepinas y a las drogas

socialmente aceptadas como la nicotina, cafeina y etanol.

e Mientras que en el casos de las drogas ilegales se encuentran las que
presentan un alto potencial para provocar dependencia como las
anfetaminas, la cocaina, los narcéticos y depresores del sistema nervioso
central. Dentro de este grupo también se encierra a las drogas con un
menor potencial de producir dependencia, este es el caso de la marihuana

y alucinégenos.

I.VI MARIHUANA (Cannabis sativa)

I.VLI Panorama Internacional y Nacional del Consumo de Cannabis
Si bien la Cannabis sativa se conoce desde hace varios siglos por sus
propiedades recreativas y medicinales, actualmente la marihuana, uno de sus
productos, es la droga ilegal que mas se consume en el mundo y su abuso es un
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grave problema de salud publica, especialmente entre la poblacion joven. Su uso
se favorece y extiende por la creencia generalizada de que es menos dafiina que
otras drogas ilegales y que no produce dafios severos como los opioides y otros
psicoestimulantes. Sin embargo, esta plenamente demostrado que su consumo
tiene diversas consecuencias negativas para la salud, tanto a nivel organico, como

social y psicolégico. (Rodriguez Carranza, 2012).

En términos epidemiolégicos, segun datos de la Oficina de las Naciones Unidas
contra la Droga y el Delito (UNODC), el cannabis o marihuana es la droga ilegal de
mayor consumo en la poblacién en general y a nivel mundial (Madoz Gurpide, y
otros, 2011). Asimismo, a nivel nacional se observa la misma tendencia, al ser
ésta la sustancia psicoactiva ilegal que presenta el nivel de consumo mas alto del
pais (Secretaria de Salud, 2012).

La trascendencia de este fendmeno tiene repercusiones econdmicas, familiares y
clinicas; sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, la de mayor importancia
es el hecho de que su consumo esté asociado a las principales causas de
mortalidad y morbilidad en nuestro pais (Gonzalez Garrido, y otros, 2013), ya que
hechos como accidentes de transito, muertes violentas y criminalidad ocurren

cuando los individuos se encuentran bajo los efectos de esta droga.

ILVLII Generalidades de la marihuana.
La marihuana es el pedunculo florecido desecado de las plantas pistiladas de
Cannabis sativa (Familia Moraceae), variedades: indica y americana. La planta
para su reproduccion requiere de polinizacidén, por lo que se presentan plantas
“‘machos” y plantas “hembras”. Las plantas machos son mas pequefias que las
hembras, y mueren después de producir el polen: las hembras por su parte
sobreviven al madurar la semilla; estas son recolectadas cuando los frutos no
estan todavia desarrollados y contienen aun toda la resina natural (fuente principal
del principio activo, A’-Tetrahidrocannabinol). Los pelos glandulares en las hojas y
las terminaciones de los tallos exudan una resina viscosa que cubre las flores y las

hojas vecinas. Las plantas hembras secretan mucho mayor cantidad de resina que
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las machos, y las que crecen en climas calientes secos, mas que las que se

desarrollan en regiones templadas (Pascual Simdn, y otros, 2002)

Sin embargo todas las partes de la planta poseen sustancias psicoactivas que
caracterizan su accion toxica y pueden prepararse para su consumo cComo una
pasta resinosa (hachis), triturado seco de flores, hojas y tallos (marihuana o ganja)
y en forma de aceite obtenido a partir del hachis (Diagrama 2). Los compuestos
quimicos relacionados se denominan cannabinoles (Pascual Simén, y otros,
2002).

Triturado seco de Aceite de

Pasta resinosa
(hachis) flores, hojas y hachis
tallos

Diagrama 2 Productos derivados de las plantas pistiladas de Cannabis sativa.
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El A°-Tetrahidrocannabinol (A°-THC) puro es una resina sélida a 0° que se licua en
forma de aceite viscoso a temperatura ambiente; es insoluble en agua y sélo se
disuelve en algunos disolventes organicos. La cantidad de A°-THC de la planta
puede variar del 0,02 al 3,5%; una marihuana de razonable calidad contiene de
0,5 0 1% o mas de A°-THC por gramo, sobre todo cuando esta fresco, puesto que
los cannabinoides se deterioran al exponerlas a la luz y el calor y al almacenarlas,
con pérdida de A®-THC que en su mayoria se descarboxila hacia cannabinol, que

también posee propiedades psicoactivas (Marin Gutiérrez, 2002).

[.VLIII Quimica de los Cannabinoides.
La farmacologia del cannabis se empez6 a estudiar de una forma sistematica a
finales del siglo XIX. En la actualidad se han descrito e identificado mas de 400
componentes quimicos procedentes de la planta de cannabis, de las cuales se
conocen al menos 60 cannabinoides, siendo los mas abundantes (Cuadro 3) el
Cannabidiol (CBD), el A°-tetrahidrocannabinol (THC) y el Cannabinol (CNB), estos
dos ultimos, importantes por sus efectos psicoactivos; también se han identificado
otras sustancias, alcaloides y productos aromaticos que nada tendrian que ver con

la actividad farmacolégica de los cannabinoles (Marin Gutiérrez, 2002)

Si bien los efectos del cannabis son debidos fundamentalmente a su contenido
cannabinoico, estos contenidos no siempre se presentan en la misma cantidad y
proporcion, esto debido a sus distintas razones farmacodinamicas vy
farmacocinéticas. Por lo tanto no existe necesariamente una correspondencia
cuantitativa entre los efectos de la preparacion y su contenido en AS-THC (Marin
Gutiérrez, 2002).

La variedad indica de la planta Cannabis sativa contiene diversas moléculas
triciclicas conocidas como cannabinoides, entre las que destaca por sus efectos
psicoactivos el A°-tetrahidrocannabinol. Los Cannabinoides son un grupo de
sustancias que tienen una estructura carbociclica con 21 carbonos, y estan
formados generalmente por tres anillos ciclohexeno, tetrahidropirano y benceno.
Estos compuestos son solubles en disolventes organicos presentan ademas
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propiedades hidrofobicas, por o que son solubles en lipidos. Esto hace que su
distribucion en el organismo y su eliminacién presente diferencias (Arévalo Martin,
y otros, 2002).

CANNABINOIDE CARACTERISTICAS PROPIEDADES
FARMACOLOGICAS FISICOQUIMICAS

Formula empirica:

C21H3002
A°-tetrahidrocannabinol Peso molecular:
Analgésico 314.46 g/mol.
Antiemética pKa: 10.6

Antiinflamatorio Solubilidad

v' Agua: insoluble

<N X X

Euforizante
v" Etanol: soluble

v" Cloroformo: soluble

v" Hexano: soluble
Principales picos m/z: 314, 299,
295, 271, 231.

Formula empirica:

Cannabinol C21H260,

CBN
CH,

Antibidtico Peso molecular:

Anticonvulsivo 310.43 g/mol.

Antiinflamatorio pKa: 10.6
Sedante Solubilidad

Hy v' Agua: insoluble

OH

N X X

v Etanol: soluble

v Cloroformo: soluble

v" Hexano: soluble
Principales picos m/z: 310, 295,
239, 238, 251, 119.
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A'-tetrahidrocannabinol

CH,
OH
H
Ela CH;
Cannabidiol
CBD

Cannabigerol
CBG

CHs OH

X

| HO CHs
HL” CHs
Cannabicromeno
CBC

AR NERNEEN

AN N NN

AR NERNEEN

Antibidtico
Anticonvulsivo
Antiinflamatorio

Sedante

Analgésico
Antiespasmadico
Antiinflamatorio
Anti-psicotico

Ansiolitico

Analgésico
Antibiotico
Antifungico

Antiinflamatorio

Analgésico
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Formula empirica:
C21H300,
Peso molecular:
314.46 g/mol.
pKa: 10.6
Solubilidad
v' Agua: insoluble
v Etanol: soluble
v Cloroformo: soluble

v" Hexano: soluble

Principales picos m/z: 315, 371,

303, 386, 343.
Formula empirica:
C21H300,
Peso molecular:
314.46 g/mol.
Punto de fusion: 66-67 °C
Solubilidad

v' Agua: insoluble
v" Etanol: soluble
v" Cloroformo: soluble

v Hexano: soluble

Principales picos en m/z: 314,
246, 232, 231, 193, 174, 121.

Formula empirica:
C21H320,
Peso molecular:
316.48 g/mol.

Principales picos en m/z: 316,

231, 193, 123, 69.

Formula empirica:
C21H3002



7 v" Antibidtico Peso molecular:

0
| v’ Antifangico 314.46 g/mol.
Antiinflamatorio Principales picos en m/z: 231,
HO 174, 91. 69, 55.

Cuadro 3. Principales cannabinoides de relevancia forense presentes en la planta

Cannabis sativa.

Los cannabinoides interaccionan en el organismo como receptores especificos
acoplados a proteinas G, cuyos ligandos enddgenos son derivados de acidos
grasos poliinsaturados. Los receptores CB4 y CB, son miembros de una clase de
receptores membranales. El receptor CB1 se encuentra ampliamente distribuido en
el sistema nervioso central y en menor proporcion en el sistema nervioso
periférico, aunque también estan presentes en ciertos organismo y tejidos
periféricos, como glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo,
corazdbn y en determinadas zonas de aparato reproductor, urinario vy
gastrointestinal; mientras que el receptor CB; se distribuye principalmente en las
células del sistema inmunoldgico, entre ellas los leucocitos, el bazo y las

amigdalas (Mendoza Patifio , 2008).

En general, la actividad de los receptores cannabinoides da lugar a una inhibicion
de la adenil-ciclasa, lo que impide la conversién del ATP a AMP ciclico (AMPc), sin
embargo, solo la activacion de los receptores CB4 da lugar a los efectos tipicos
sobre la circulacién y la psicosis conocida tras el consumo del cannabis (Mendoza
Patifio , 2008).

ILVLIV Farmacocinética.
Absorcién. La cantidad de THC que se absorbe y la velocidad de la absorcion

dependen de la via de administracion de la droga.

Habitualmente los preparados de Cannabis sativa se fuman (via pulmonar), de
esta forma, los principios activos, junto con otros componentes del humo son

absorbidos por los pulmones. Cuando se fuman los preparados de cannabis se
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pierde parte del THC por pirdlisis (descomposicion térmica de la materia organica
en ausencia de oxigeno, generandose cantidades variables de gases, liquidos y
residuo carbonoso. Involucrando asi cambios simultaneos de composicién quimica

y estado fisico irreversibles.

Un condensado del humo de la marihuana contiene alrededor de 16% de
cannabinoles. Estimandose asi que al fumar se absorbe de un 15 a un 50% de A°-
THC.

La entrada del THC a sangre es muy rapida y también lo es su posterior
distribucion en tejidos, presentan una cinética similar a la obtenida tras su
administraciéon intravenosa. La maxima concentracion de THC en sangre se
alcanza antes de que finalice el consumo del cigarro por lo que el THC se puede
detectar en sangre inmediatamente después de la primera calada (1-2 minutos), y
las concentraciones maximas se alcanzan entre los 3 y 10 minutos. De una dosis
de 2 mg/Kg de THC, aproximadamente el 0.6% alcanza el cerebro. La poca
penetracién del THC al cerebro se debe a que se une a la albumina, al pulmon,
higado, rifidén, corazén, estobmago, bazo, tejido adiposo marrén, placenta, corteza
adrenal, tiroides, pituitaria y glandula mamaria. (Ministerio de Sanidad, Servicios
Sociales e Igualdad, 2006) (Arévalo Martin, y otros, 2002).

La administracion de marihuana por via oral produce una absorcion lenta. Su
biodisponibilidad se ve notablemente reducida debido a que las moléculas de THC
son susceptibles a la degradacion por el jugo gastrico y a la metabolizacion
hepatica de primer paso. Asi, las concentraciones plasmaticas iniciales del THC
suelen tener bajos niveles, provocando un retardo en la aparicion de la
concentracion maxima entre las 2-4 horas posteriores a su administracion
(Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2006) (Arévalo Martin, y
otros, 2002)

Distribucion. Tras la entrada del THC al organismo, se pueden distinguir diferentes

fases de distribucion:
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1. La primera fase de distribucion se caracteriza por una gran perfusion del
THC hacia los tejidos, acompafada por un rapido declive de los niveles

plasmaticos de este cannabinoide.

2. Una segunda fase de distribucién contribuye a la acumulacion de THC en

los tejidos poco perfundidos.

3. Por ultimo, la siguiente fase se define por una disminucion gradual de los

niveles del THC en el plasma (Huestis, y otros, 1992)

Cabe destacar que, debido a su naturaleza liposoluble, los cannabinoides tienen la
capacidad de atravesar, tanto la barrera hematoencefalica (BHE) como la barrera
placentaria, e incluso también, se pueden acumular en la leche materna hasta 8
veces mas que en el plasma; en la primera barrera se ejercen acciones en células
gliales del SNC, que expresan los receptores CB1 y CBy, que a su vez modifican la
liberacion de citoquinas, que son un importante mediador del dafio neuronal en
condiciones neuroinflamatorias/neurodegenerativas (Arévalo Martin, y otros,
2002).

Metabolismo. El metabolismo del THC ocurre en el higado por el sistema
microsomal del citocromo P450 (CYP2C) dentro de los primeros minutos en que la
marihuana es consumida via pulmonar. Se han identificado alrededor de 100
metabolitos del THC de entre los cuales, los mas relevantes son el 11-nor-9-
carboxi-THC (THC-COOH), que es el mas abundante pero inactivo, y el 11-hidroxi-
THC (11-OH-THC), que presenta una actividad farmacoldgica semejante a la de

su precursor (Moffat, y otros, 2011) (Huestis, y otros, 1992).

Unién a proteinas. Dada la elevada hidrofobicidad de los cannabinoides, estos
suelen unirse a diferentes componentes plasmaticos. El 60% de los cannabinoides
sistémicos se encuentran unidos a lipoproteinas plasmaticas; otro 9% esta

acoplado a las células sanguineas, y el resto a albumina sérica. Esta propiedad
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explica su rapida penetracion a los tejidos, sobre todo en aquellos que estan
altamente vascularizados, y posteriormente pasan al tejido adiposo, donde son
depositados tres dias después de su ingesta. Tan sélo un 3% del THC presente en

la sangre esta en su forma libre (Arévalo Martin, y otros, 2002).

Biodisponibilidad. Via pulmonar 18-50%; después de la ingestion 6-20%.

Tiempo de vida media plasmatico. 15-36 hrs., cuando la administracion haya sido

tras fumar un cigarrillo de marihuana (Moffat, y otros, 2011).

Eliminacion. La principal via de excrecion es a través de las heces, que representa
al rededor del 65% de la eliminacion de los metabolitos del THC. Alrededor del
25% de los metabolitos son excretados en la orina en forma de conjugados con
acido glucuronido durante los 3 dias posteriores al consumo de droga. Asimismo
estos mismos metabolitos pueden ser excretados en la saliva, el sudor y en el
cabello en concentraciones pequefias pero destacables (Moffat, y otros, 2011)

(Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2006).

I.VL.V Farmacodinamia. Mecanismo de accion.
Los cannabinoides se unen a receptores localizados en la membrana de algunas
células, denominadas CB; y CB,; ambos pertenecen a la extensa familia de
receptores acoplados a una proteina G como sistema de transduccion
(Grotenhermen, 2006). El receptor CB1 se encuentra ampliamente distribuido en el
sistema nervioso central y en menor proporcion en el sistema nervioso periférico,
aunque también estan presentes en ciertos 6rganos y tejidos periféricos, como
glandulas endocrinas, glandulas salivales, leucocitos, bazo, corazén y en
determinadas zonas del aparato reproductor, urinario y gastrointestinal; mientras
que el receptor CB, se distribuye principalmente en las células del sistema

inmunoldgico, entre ellas los leucocitos, el bazo y las amigdalas.

En general, la activacion de los receptores cannabinoides da lugar a una inhibicion

de la adenil-ciclasa, lo que impide la conversion del ATP a AMP ciclico (AMPc), sin
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embargo, solo la activacién de los receptores CB4 da lugar a los efectos tipicos
sobre la circulacidon y la psique conocidos tras el consumo de Cannabis
(Grotenhermen, 2006).

El consumo de esta droga ilegal produce efectos sobre la salud a diferentes

niveles:

a) Agudos. Donde el A%-Tetrahidroxicannabinol incrementa el ritmo cardiaco,
la fuerza muscular disminuye, se presenta un incremento de apetito y a su
vez se presenta un estado de euforia seguida de una posterior

somnolencia.

b) El sistema inmune se observa deprimido.

c) El consumo de esta sustancia puede producir panico, delirio, paranoia; por

lo que estos efectos se clasifican como psicopatologicos.

ILVLVI Analisis toxicoldgico.
Existen diversos métodos analiticos para demostrar la presencia de
cannabinoides; estos se diferencian en su sensibilidad, especificidad, complejidad
y costo (UNODC, 2014).

La técnica de screening (presuntiva) predilecta es la técnica inmunoenzimatica
multiple (EMIT), mientras que la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) es el método recomendado para la Substance
Abuse and Mental Health Service Administration (SAMHSA) para confirmar la
presencia de THC, o sus metabolitos en una muestra de origen postmortem

(Flanagan, y otros, 2007).

En la practica, es posible determinar el consumo de cannabis a través del analisis
de diversas muestras biolégicas, obteniendo de cada una ellas diferente

informacion, sin embargo, la sangre es la muestra de eleccion general para las
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investigaciones, ya que es el fluido que se encarga de distribuir las sustancias por

todo el organismo (Garcia Rodriguez, y otros, 2005).

No obstante, lo anterior no quiere decir que la sangre sea la muestra idonea, ya
que muchos toxicos, incluido el THC desaparecen pronto de ella debido a sus
caracteristicas farmacocinéticas, por tal motivo, es dificil determinar la
responsabilidad legal atribuible a los efectos del cannabis, porque a diferencia de
otras drogas, no existe una buena correlacion entre las concentraciones

plasmaticas y los efectos psicoactivos (UNODC, 2014).

En este contexto, el laboratorio forense juega un papel muy importante en el
analisis toxicolégico de muestras postmortem para la deteccidon de los principales
metabolitos de la marihuana, ya que por su condicion de modificadores de la
conducta, capacidad de percepcion, estado de alerta, y otras actuaciones del
individuo, pueden tener consecuencias legales para el individuo (Palencia, y otros,
2008).

Dentro de este esquema, la interpretaciéon de los niveles de metabolitos de la
marihuana en sujetos de autopsia permiten extrapolar los valores
correspondientes al momento en que se recogieron las muestras, hasta el
momento del accidente o del incidente pudiéndose asi establecer una hipotesis
sobre la concentracion de la droga en sangre en el momento que ingresa el
cuerpo y como consecuencia, el posible grado de afectacion del individuo en el
momento del incidente (Palencia, y otros, 2008). De la validez de esta prueba y
sus resultados dependera el dictamen final de las autoridades para sentar las

responsabilidades del caso.

Es asi como el constante interés en el analisis y determinacién de los productos
cannabicos en sangre de consumidores ha conducido a realizar un esfuerzo para
aplicar a este problema las mas modernas técnicas instrumentales de analisis
quimico disponible (Rodriguez Carranza, 2012), e incluso eficientizar las ya

existentes.
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lll. OBJETIVOS

lil.I OBJETIVO GENERAL.
Mediante la aplicacién de la técnica de extraccion en fase solida obtener productos
cannabicos provenientes de muestras de sangre postmortem que seran
identificados mediante la GC/MS.

LI OBJETIVOS PARTICULARES
e Emplear la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT) para una deteccion
preliminar de productos cannabicos presentes en muestras de sangre

postmortem.

e Efectuar la extraccion en fase sélida (EFS) a las muestras de sangre de
origen postmortem que proporcionaron un resultado confirmativo a la
presencia de productos cannabicos en el analisis preliminar, para poder asi

aislar de la matriz los cannabinoides presentes.

e Identificar y confirmar la presencia de los cannabinoides extraidos,
mediante la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS).

IV. HIPOTESIS.

La extraccion en fase solida (EFS) podria permitir el aislamiento de productos
cannabinoides presentes en muestras de sangre postmortem, para posteriormente
hacer uso de la GC/MS como herramienta para la identificacion y posterior
validacion de la presencia de los mismos cannabinoides; considerando a esta
como una técnica de extraccidn util para el analisis toxicolégico de futuros

requerimientos judiciales que asi lo precisen.
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V. METODOLOGIA.
V.l MATERIAL
e Pipetas graduadas Kimax® de 5y 10 mL.
e Micropipeta Science Med® con capacidad de 10-100 pL.
e Tubos para centrifuga.
e Cartuchos para extraccion en fase solida Varian® Bond Elut Certify

e Matraces volumétricos Kimax® de 10, 25, 100 y 250 mL

V.l EQUIPO

e Cromatografo de gases. Agilent Technologies® 6890N Network GC
System Detector de Masas (Cuadripolo) Agilent 5973 MSD Columna
capilar disponible modelo 19091S-433 HP-5MS (30.0 m x 250 um x
0.25 um) con un recubrimiento de fenil metil siloxano 5%.

e Centrifuga Aparatos Cientificos Solbat®

e Bomba de vacio EASY/VAG® con valvulas.

e Vortex 3 000 rpm Labnet® vx100 Touch

e Bano calefactor para tubos de ensaye LAB-LINE ®

e Dispensador de Nitrégeno

e Estufa UltraClean®

V.l REACTIVOS
e Acido tricloroacético Cristal, J.T Baker®, Grado Analitico
e Acido clorhidrico, Golden Bell®, Grado Analitico
e Metanol, J.T Baker®, Grado Analitico
e Fosfato de potasio monobasico, Merck®, Grado Analitico
e Fosfato de sodio, Reproquifin®, Grado Analitico
e Acido acético glacial, Merck®, Grado Analitico
¢ Hexano, Reproquifin®, Reactivo Analitico
e Acetato de etilo, J.T Baker®, Grado Analitico
e Derivatizante BSTFA+TMCS (99:1) de SUPELCO®
o Kit de enzimas SIEMENS
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V.IV PREPARACION DE DISOLUCIONES

e Acido tricloroacético al 20%
Pesar 50 g de Acido tricloroacético (TAA), colocar en un matraz
aforado de 250 mL y aforar con agua destilada.

e Acido clorhidrico
Colocar 2.5 mL de Acido clorhidrico concentrado (HCI) en un matraz
aforado de 25 mL y aforar con agua destilada.

o Buffer fosfatos pH 6

o Solucion A 1/15 M de Fosfato de hidrégeno disddico
(NaHPOQOy4): colocar 0.947 g de Na;HPO, en un matraz
aforado de 100 mL y aforar con agua destilada.

o Solucion B 1/15 M de Fosfato de potasio monobasico
(KH2POQg4): colocar 0.908 g de KH,PO4 en un matraz aforado
de 100 mL y aforar con agua destilada.

En un matraz volumétrico de 100 mL adicionar una alicuota de 7.2
mL de solucidn A, agregar 5.0 mL solucion B y aforar con agua
destilada (verificar pH 6).

o Acido acético 1M
Colocar 14.3 mL de Acido acético (CH3COOH) en un matraz aforado

de 250 mL y aforar con agua destilada.

V.V MUESTRA BIOLOGICA
e Sangre postmortem de cadaveres humanos procedentes del
anfiteatro del INCIFO, los cuales poseen una averiguacion previa.

V.VI METODOLOGIA DE EXTRACCION EN FASE SOLIDA E
IDENTIFICACION DE CANNABINOIDES.
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SISTEMA ANALITICO TOXICOLOGICO (Diagrama 3)

MUESTRA BIOLOGICA
Sangre

v

ANALISIS CONFIRMATIVO
Cromatografia de
gases/Espectrometria de
masas
(GC/MS)

Diagrama 3 Sistema Analitico Toxicoldgico aplicado en el estudio.

MUESTRA BIOLOGICA: Sangre postmortem de cadaveres humanos
procedentes del anfiteatro del Instituto de Ciencias Forenses, a la cual los

médicos legistas solicitan un analisis toxicologico.
PRETRATAMIENTO: Desproteinizacion (eliminacién de proteinas) la cual
se realiza mediante extracciones repetidas de las proteinas con disolventes

organicos (en este caso con metanol y acido tricloroacético).

ANALISIS PRESUNTIVO. Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT®II)
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El examen preliminar se realizé en un
analizador V-Twin® marca Siemens®,
equipado con una lampara de yodo-

cuarzo que utiliza una longitud de

onda entre 340y 770 nm.

llustracion 3. Equipo V-Twin.

Calibracion del equipo. La calibracion

del equipo se llevo a cabo una vez por semana; para este propdsito se emplearon
calibradores y controles para los cinco grupos de drogas de abuso mas
comunmente detectadas en el laboratorio de toxicologia forense (anfetaminas,
barbituricos, benzodiacepinas, cannabinoides, metabolitos de cocaina y opiaceos.
La absorbancia obtenida por la lampara de yodo-cuarzo del equipo a la longitud de
onda ya sehalada sera considerada como el “limite de corte” o el minimo

detectable de la droga de abuso.

Desproteinizacion. En un tubo para centrifuga se colocaron 2 mL de metanol y
1mL de sangre. La mezcla se homogeneizé en un vortex durante 120 segundos, y
posteriormente se centrifugd por 5 minutos a 3500 rpm.

Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT). Se tomdé un alicuota de 1mL del
sobrenadante obtenido en el pretratamiento, y se depositdé en una celdilla; ésta a
su vez se coloco en el equipo, el cual realizé el analisis de forma automatizada.

PREPARACION DE LA MUESTRA. Métodos de extraccion en fase sdlida.

El procedimiento de operacion para definir una técnica especifica de extraccion de

cannabinoides fue el siguiente:

1. Recepcidén de muestras.

~ 38 ~



2. Cotejado con cadena de custodia y registro en bitacora de registro de
muestras.

3. Preparacién de las muestras para andlisis presuntivo de drogas de abuso
(desproteinizacion de la muestra anteriormente citada).

4. Identificacion de las muestras positivas para cannabinoides mediante el
analisis preliminar de la Técnica Inmunoenzimatica Multiple.

5. Disefo y aplicacion de las diferentes técnicas de extraccion a las muestras
de sangre postmortem con presencia de cannabinoles.

6. Eleccion y aplicacion de técnica especifica para la extraccion de

cannabinoides presentes en muestras de sangre de origen postmortem.
A continuacion se detallan las técnicas ensayadas.
i. Técnica de extraccion en fase sélida.

Desproteinizaciéon. Se tomoé una alicuota de 2mL de muestra de sangre y se
depositd en un tubo de plastico con tapa de rosca, al cual se le adicionaron
previamente 4mL de una solucion de acido tricloroacético al 20%. La mezcla se
homogeneizé en un vortex por 30 segundos y se centrifugé a 3500 rpm durante 5

minutos.

Extraccion en fase solida. Se empled un cartucho de extraccion en fase sélida
(EFS) Bond Elut®Varian® con fase estacionaria Cs. La fase estacionaria del
cartucho de extraccion fue activada con 2 mL de metanol y 2 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos a pH=6, y posteriormente se hizo pasar a través del

cartucho al sobrenadante obtenido en el paso de desproteinizacion.

Se eluyeron los otros componentes que no son de interés adicionando al cartucho
0.5 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH=6, enseguida se adicion6 1 mL
de una mezcla de solucion de amortiguadora de fosfato pH6 y metanol en una
proporcion 8:2 y 1mL de acido acético 1M. El cartucho se dejé reposar por 2

minutos, y después se centrifugé a 3500 rpm por 15 minutos.
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La elucion del THC presente en la muestra se efectué afadiendo 1mL de una

mezcla de hexano- acetato de etilo (80:20) al cartucho.

Todo el procedimiento se trabajo a una velocidad de flujo constante.

El producto obtenido se recolectd en un vial, y se concentr6 bajo corriente de

nitrogeno hasta sequedad.

ii. Técnica de extraccion en fase sodlida con el uso de derivatizante.

a. Desproteinizacion. Se tomé una alicuota de 2mL de muestra de sangre y se
deposité en un tubo de plastico con tapa de rosca, al cual se le adicionaron
previamente 4mL de una solucion de acido tricloroacético al 20%. La
mezcla se homogeneizd en un vortex por 30 segundos y se centrifugd a

3500 rpm durante 5 minutos.

b. Hidrdlisis acida. El sobrenadante obtenido en la desproteinizacion se colocé
en un segundo tubo, se le adicion6 1 mL de acido clorhidrico (HCI) al 10%,
y esta mezcla se dejo reposar durante 10 minutos para permitir que la

reaccion de hidrdlisis se llevara a cabo.

c. Extraccion en fase sdlida. Se emple6é un cartucho de extraccién en fase
solida (EFS) Bond Elut Certify Varian® con fase estacionaria C1s. En donde
la muestra antes hidrolizada (como se indico en el inciso b) fue adicionada
sobre la parte superior del cartucho de EFS, el cual fue previamente
activado con 2 mL de metanol y 2mL de solucién buffer de fosfato pH 6.

(activacion de la columna).

d. Lavado de columna. El cartucho se lavé haciendo pasar a través de el 0.5

mL de solucién amortiguadora de fosfato pH=6, se adicioné 1mL de una
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mezcla de solucion amortiguadora de fosfato pH=6 y metanol (8:2) y 1 mL

de acido acético 1M.

. El cartucho se dejo reposar por dos minutos, y después se centrifugd

durante 15 minutos a 3500 rpm.

La elucion del THC presente en la muestra se realizé afiadiendo al cartucho

1mL de una mezcla de hexano y acetato de etilo en una proporcion 8:2.

En todos los pasos de la extraccién se trabajo a una velocidad de flujo

constante.

El producto obtenido fue depositado en un vial para ser concentrado bajo
corriente de nitrégeno y a una temperatura de 40 °C, proporcionada por una

parrilla de calentamiento hasta sequedad.

. Derivatizacion. Se adicion6 al vial 50 pyL de BSTFA+TMCS (99:1) de
SUPELCO®, en presencia de un flujo de nitrégeno, se agito, y se incubo a

70 °C por 20 minutos en la estufa.

. Una vez trascurrido el tiempo antes sefialado se dejé templar la muestra

durante 10 minutos para su posterior inyeccion en el Cromatégrafo.

ANALISIS CONFIRMATIVO.

Cromatografia de gases/ Espectrometria de Masas (GC/MC).

Las pruebas confirmativas se llevaron a cabo en un cromatégrafo de gases marca

Agilent ® modelo 6890N acoplado a un detector de espectrometria de masas

marca Agilent ®, modelo 5973N y una columna capilar de la misma marca modelo
19091S-433 HP-5MS (30.0 m x 250 um x 0.25 um) con un recubrimiento de fenil
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metil siloxano 5%. Como gas portador se utilizé el Helio, con una velocidad de flujo

de 31.7 mL/min y una presion de 8.23 psi.
Temperaturas de trabajo:
Temperatura del inyector (modo split): 220° C.

Programa de temperatura (rampeo): temperatura inicial de 60° C,
manteniéndose esta temperatura durante 1 minuto; después se incrementd a una
velocidad de 30°C/min hasta llegar a 290° C, esta temperatura se mantuvo

durante 6 minutos.
Tiempo total: 15.67 minutos.
Se inyectaron al GC/MS 2uL de cada producto obtenido.

Software. Se empled un programa Enhanced Data Analisis para la identificacion
de los compuestos obtenidos en los cromatogramas, este programa usa como una
base de comparacion la biblioteca NIST (National Institute of Standars and

Technology).
VI. RESULTADOS.

ANALISIS PRESUNTIVO. Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT® I1)

El analisis presuntivo con la Técnica Inmunoenzimatica Multiple (EMIT® II) fue
realizado a un total de 536 muestras postmortem recibidas en el Laboratorio de
Quimica del Instituto de Ciencias Forenses en el periodo comprendido de Febrero
a Agosto de 2015; de las cuales se descartaron aquellas que no fueran muestras
sanguineas (higado, humor vitreo, contenido gastrico u orina), a su vez fueron
ignoradas las muestras de sangre que estuvieran en mal estado (coaguladas o
putrefactas) y que su concentracion de THC en el analisis presuntivo con el EMIT
arrojaran resultados por debajo de 51.5 ng/mL.

~ 42 ~



e Seleccidn de las muestras.
Del total de muestras analizadas por la técnica de EMIT, 34 de ellas arrojaron un
resultado positivo (valor de absorbancia superior al limite de corte) en la deteccion
preliminar de THC, de las cuales solo 11 de ellas, se trataban de una matriz
biolégica de sangre; estas fueron tomadas en cuenta para el posterior ensayo de
los métodos de extraccion. De entre esta poblacion se eligieron solamente 3 como
muestras control, cuya absorbancia resulté ser considerablemente mayor al limite
de deteccion establecido por el kit de enzimas SIEMENS de cannabinoides (>50.0
ng/mL). A continuacién en el Cuadro 4, se mencionan aquellas muestras que
cumplieron con los valores sefalados, donde el valor de corte es aquella cantidad
minima detectable de THC después de realizada la calibracion del equipo y valor
medido se refiere a la cantidad real detectada de THC por la lampara de yodo-

cuarzo que posee el equipo.

1 0.303 0.331 546
2 831 18 F 0.292 0.315 53.9
3 920 30-35 M 0.301 0.327 54.3
4 2116 45 M 0.326 0.338 51.8
5 2118 46 F 0.326 0.337 51.7
6 2125 42 M 0.326 0.337 51.7
7 2506 M 0.305 0.324 53.1
-_-_

! 2869 0.357 0.402 56.3

[0

L

Cuadro 4. Muestras de sangre con resultados posmvos en la deteccién de THC

con EMIT. Las columnas coloreadas - se consideran como las muestras

control para analisis en el CG/MS.
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Los resultados presentados con anterioridad se obtuvieron mediante el uso de la
siguiente ecuacion:

(Valor medido [nm])(Concentracién de THC [50 ng/mL])
Valor de corte[nm]

PREPARACION DE LA MUESTRA. Métodos de extraccion.

Se procedié a realizar la extraccion de THC, probando las dos técnicas antes
mencionadas (i y ii) para las muestras control (2857, 2908 y 3198). Obteniendo el
aislamiento de los productos cannabinoides de la matriz biolégica s6lo con la

segunda técnica.

ANALISIS CONFIRMATIVO. Cromatografia de Gases/ Espectrometria de Masas
(GC/MS).

Los 3 productos obtenidos se analizaron mediante la técnica de Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masas (CG/MS). De los cuales fue posible evidenciar

picos correspondientes a diferentes cannabinoides.

A continuacion se muestran los espectros obtenidos, sus patrones de
fragmentacion, una comparacion de estos con la biblioteca NIST, la probabilidad
de identificacion del cannabinoide, mismo dato que es predicho por la biblioteca
usada, su féormula condensada, asi como el nombre del cannabinoide y sus

sindbnimos.
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llustracidn 4. Muestra niimero 2908 con presencia de A'-tetrahidrocanabinnol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion,
estructura molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, formula condensada, asi como sinébnimo(s) del mismo.
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llustracion 5. Muestra nimero 2908 con presencia de Cannabinol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion, estructura
molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, férmula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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llustracién 6. Muestra nimero 2908 con presencia de A%-tetrahidrocanabinnol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion,

estructura molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, férmula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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llustracién 7. Muestra nimero 3198 con presencia de A’-tetrahidrocanabinnol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion,
estructura molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, férmula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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llustracion 8. Muestra numero 3198 con presencia de Cannabinol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion, estructura
molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, formula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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llustracion 9. Muestra nimero 3198 con presencia de A’-tetrahidrocanabinnol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion,
estructura molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, férmula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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llustracién 10. Muestra numero 2857 con presencia de A'-tetrahidrocanabinnol, se muestra espectrograma, patrones de
fragmentacion, estructura molecular, probabilidad de identificacién del cannabinoide, formula condensada, asi como sinénimo(s) del
mismo.
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llustracion 11. Muestra numero 2857 con presencia de Cannabinol, se muestra espectrograma, patrones de fragmentacion, estructura
molecular, probabilidad de identificacion del cannabinoide, férmula condensada, asi como sinénimo(s) del mismo.
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Los cannabinoides detectados en las 3 muestras analizadas, asi como sus

tiempos de retencién se enlistan en el Cuadro 5:

Extraccion en fase sélida

No. de Cannabinoide Tiempo de Probabilidad
muestra retencion (min) (%)
2908 A'-THC 9.758 99
Cannabinol 10.520 97
A°- THC 10.655 99
3198 A'-THC 9.908 99
Cannabinol 10.370 98
A°- THC 11.029 99
2857 A'-THC 9.623 99
Cannabinol 10.225 95

Cuadro 5. Cannabinoides detectados en los productos de las muestras control
obtenidos mediante la técnica de extraccion en fase solida con derivatizante (ii) y

sus respectivos tiempos de retencion.

Como podemos observar en el cuadro anterior cada uno de los componentes de la
muestra problema, presentd un tiempo caracteristico de paso por el sistema
(tiempo de retencion), la velocidad de migracion de cada componente fue en
funcién de su distribucion entre las fases, por lo tanto, una vez separados,
detectados, e incluso una vez dada la probabilidad de presencia del cannabinoide,
el unico dato del que disponemos para la identificacién de cada uno de ellos es el

tiempo de retencion de los correspondientes picos cromatograficos.

VII. ANALISIS DE RESULTADOS.

Casos de muertes relacionadas con el consumo de marihuana.
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Del total de las muestras de sangre postmortem recibidas en el Laboratorio de
Quimica del INCIFO durante el periodo comprendido por el estudio, el 0.44% (11
casos) corresponde a casos de defunciones donde el consumo de marihuana
estuvo, directa o indirectamente relacionado con la muerte del individuo al estudiar

su expediente.

Al analizar este universo segun el sexo, los hombres presentan la prevalencia de
muerte mas alta al estar bajo los efectos de esta droga, representada por el
81.82% de los 11 casos analizados, mientras que las mujeres solo representan un
8.18%; en cuanto a la edad de los individuos cuyas defunciones estuvieron

asociadas al consumo de marihuana, el rango se encontro entre los 18 a 46 anos.

Estos datos concuerdan con los obtenidos en la ultima Encuesta Nacional de
Adicciones que indican que el consumo de marihuana por parte de la poblacion
masculina es mayor en comparacion de la poblacion femenina; y que la poblacién
adulta (18 a 65 afos) es el grupo donde se encuentran las prevalencias mas altas

de consumo.

Métodos de extraccion.

Como se sefala en los resultados obtenidos, sdélo con la técnica de extraccion ii
(con uso de derivatizante) fue posible aislar diferentes cannabinoides de las
muestras de sangre postmortem analizadas. El éxito obtenido con esta técnica es

atribuible a la hidrdlisis que se realiza en este procedimiento.

Debido a la unién a proteinas cannabinoides cabe la posibilidad de que la
desproteinizacion inicial que sufrieron las muestras control, asi como la adicion de
un acido fuerte (HCI 10%) pudo haber contribuido a completar la hidrdlisis de los
conjugados aun existentes, y por lo tanto el aumento del rendimiento de la
extraccion de los cannabinoides, logrando como consecuencia su posterior

deteccion.
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Quimicamente hablando, los cannabinoides poseen un grupo hidroxilo unido
directamente a un anillo de benceno, el cual les confiere sus propiedades acidas.
El objetivo de la acidificacion de medio es desionizar la molécula con el fin de que

ésta sea transferida a la fase organica.

Como ha sido referido en la bibliografia, la EFS ofrece la ventaja de ser mas
selectiva y permitir la preconcentracion de los analitos de interés, teniendo como
resultado altos porcentajes de recobro, y por consiguiente una concentracion
efectiva para su posterior deteccidn en el espectrometro de masas. El proceso de
derivatizacion entonces también tiene como fin el potencializar la sefial de los
productos cannabicos presentes, y como consecuencia lograr su deteccion, mas
alla de conferirles estabilidad. Asi mismo los factores que podrian determinar la
posible deteccion de los cannabinoides son la dosis de droga que fue consumida y

el metabolismo de cada consumidor.

Otro aspecto a analizar es la especificidad de cada una de las técnicas de
extraccién hacia los diversos productos cannabicos presentes en la muestra; su
variacion puede deberse a factores involucrados con el desarrollo experimental,
tales como la preparacion de los reactivos que se utilizan a lo largo del
procedimiento experimental, el tratamiento de las muestras (pudiendo existir
perdida de los analitos), e incluso a algunas variables implicadas en el analisis

instrumental por GC/MS confirmativos, por ejemplo, la eficiencia de la columna.

Deteccion de cannabinoides en sangre postmortem.

La deteccion de uno o varios cannabinoides en las diferentes muestras de sangre
postmortem analizadas provee un indicio de que las personas (los cadaveres) a
las cuales corresponde dicha sangre consumieron marihuana en un periodo de
tiempo cercano a su defuncién, sin embargo, aun sigue siendo dificil determinar

cuanto tiempo paso desde que hizo el consumo de esta.

No obstante, conociendo que el tiempo de vida media plasmatico del A°-THC

(principal psicoactivo de la marihuana) es de 20-36 horas, se puede presumir que
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si se puede detectar este cannabinoide en sangre, la muestra fue tomada muy
proxima al momento de la muerte del individuo, y por lo tanto, puede considerarse
que éste se encontraba en un estado de intoxicacion causado por el consumo de

la marihuana.

Teniendo en cuenta esta correlacion, sera posible dictaminar Ilas
responsabilidades del individuo en cuestion en el acto delictivo con el que su

muerte se encuentre relacionada.

VIII. DISCUSION

Tomando en cuenta la importancia del esclarecimiento en cuanto al estado real de
intoxicacién del occiso, es que en el presente trabajo se plantea como principal
objetivo disefiar una técnica de extraccion para cannabinoides en muestras de
sangre postmortem, que permitiera aplicar la técnica confirmativa de
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas con el fin de
aportar datos confiables del consumo de marihuana por parte del individuo antes
de su muerte. Obteniendo como resultado la técnica de extraccion en fase sodlida
con uso de derivatizante, convirtiéndola en la técnica mas util para el aislamiento
de los analitos del resto de la matriz biolégica antes de aplicar un analisis

instrumental especifico (GS/MS).

El hecho de que se decidiera no usar la primera técnica de extraccion (i) en gran
parte se debe al rendimiento de la misma el cual fue nulo, es decir, no se pudieron
aislar analitos cannabinoides. Esto posiblemente debido a que no se realizé una
acidificacion del medio, justo como se uso6 en la segunda técnica de extraccion (ii)
cuyo objetivo de adicionar un acido fuerte es contribuir con la hidrdlisis de los
conjugados aun existentes dentro de la muestra y por lo tanto desionizar la
molécula con el fin de que ésta sea transferida a la fase organica y se aumente el
rendimiento de extraccién de los cannabinoides. Al igual que la adicion de
derivatizante cuyo objetivo fue aumentar la posibilidad de que los cannabinoides

extraidos fueran detectados.
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El actual trabajo aun presenta limitaciones tales como que no se cuenta con
estandares de cannabinoides que podrian ayudar a cuantificar la concentracién de
cada uno de los productos identificados mediante la GC/MS, sin embargo es
importante destacar el laboratorio de Quimica Toxicoldgica del INCIFO ya que
desempena un papel importante para el esclarecimiento de la muerte de los
occisos por lo que este trabajo es de gran importancia ya que no se conoce
institucion mexicana que en la actualidad de resultados tan precisos sobre el
estado de intoxicacion con el que se presentaba el individuo justo antes de su

muerte.

IX. CONCLUSIONES

La aplicacion de la técnica inmunoenzimatica multiple (EMIT) para una deteccion
preliminar de productos cannabicos presentes en muestras de sangre postmortem,
fue de gran utilidad para poder llevar a cabo la aplicacién de una técnica de
extraccion de productos cannabicos presentes en muestras de sangre de origen
postmortem mediante el empleo de la extraccion en fase sélida (EFS), la cual
pudo aislar de la matriz bioldgica a los cannabiniodes presentes, para su posterior
identificacion mediante la aplicacion de la Cromatografia de Gases acoplada a

Espectrometria de Masas.

Por lo tanto es posible considerar a esta pericia como una técnica de extracciéon
util para el analisis toxicoldgico de futuros requerimientos judiciales que asi lo
precisen una vez que se hayan validado los métodos, para asi garantizar la

fiabilidad de los datos obtenidos.

X. PERSPECTIVAS
Como ya se menciondé con anterioridad el no contar con estandares que

contribuyan con la cuantificacién de los cannabinoides presentes en la muestra y
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dado que el modelo experimental disefiado en este proyecto se enfoca solamente
a plantear una técnica de extraccidon para los productos cannabicos presentes en
muestras de sangre postmortem, el proceso de validacién, tanto del método como
del sistema, podria ser considerado en un futuro como una nueva linea de

investigacion que dara continuidad al presente estudio.
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Xlll.  ANEXO

XIl.I ABREVIATURAS

Mg Microgramos

ML Microlitros

AMP Adenosin Monofosfato

AMPc Adenosin Monofosfato Ciclico

ATP Adenosin Trifosfato

BHE Barrera Hematoencefalica

BSTFA + TMCS | N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida + trimetilclorosilano
CB1 Receptor Cannabinoide de tipo 1
CB2 Receptor Cannabinoide de tipo 2
CBC Cannabicromeno

CBD Cannabidiol

CBG Cannabigenol

CBN Cannabinol

Cl lonizacion Quimica

DCE Detector de Captura de Electrones
EFS Extraccion en Fase Sdlida

IE Impacto de Electrones

ELL Extraccion Liquido-Liquido

EMIT Técnica Inmunoenzimatica Multiple
ESL Extraccion Solido-Liquido

DIF Detector de lonizacion de Flama

g Gramos

G6P Glucosa-6-Fosfato

G6PDH Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa
GC Cromatografia de Gases

GC/MS Cromatografia de Gases / Espectrometria de Masas
HCI Acido clorhidrico
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HPLC High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia)

INCIFO Instituto de Ciencias Forenses

lon Trap Sistema de Trampa de lones

kg Kilogramos

m/z masal/carga

mg Miligramos

mL Mililitros

MS Espectrometria de Masas

NAD Nicotinamida Adenina Dinucléotido

NADH Nicotinamida Adenina Dinucléotido Deshidrogenasa o
Ubiquinona Oxidorreductasa

NIST Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia

OMS Organizacion Mundial de la Salud

SAMHSA Sustance Abuse and Mental Health Service Administration,
(Sustancias de Abuso y Administracion de Servicios de Salud
Mental)

SAT Sistema Analitico Toxicoldgico

SEMEFO Servicio Médico Forense

RIS Registro de lones Seleccionados

DCT Detector de Conductividad Térmica

THC Tetrahidrocannabinol

TOF Tiempo de Vuelo

UNODC Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito

A°-THC Delta-9-Tetrahidrocannabinol
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