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TLINTRODUCCION

Las drogas de abuso constituyen uno de los problemas mas importantes y
complejos en la actualidad. El fenémeno se presenta en casi todas las
socliedades modemas Yy son los jévenes quienes conforman los
conglomerados mayoritarios de usuarios de drogas. Un reporte del National
Institute on Drug Abuse {(NIDA) de los Estados Unidos seffala que en 1991
aproximadamente 74.1 millones de personas consumieron drogas ilicitas. La
marihuana es una de las drogas de abuso usadas con mayor frecuencia;
19.5 millones usaron esta droga durante 1984 y aproximadamente 9.7
millones la utilizan al mes {(34). Aunque en México las estadisticas son
escasas, un informe de 1988 emitido en la primera Encuesta Nacional de
Adicciones, indica que entre los 12 y 17 anos de edad se adquicre el habito
de drogarse con marihuana (35).

En un esfuerzo por impedir el uso de drogas de abuso en el lugar de trabajo,
se han puesto en marcha una gran variedad de programas de deteccién de
drogas tanto a nivel gubernamental como en el sector privado. Es asi como
a personas de diferentes ambitos (deportes, negocios, industria privada,
fuerzas armadas y, principalmente, los implicados en alguna situacién
delictiva) se les ha practicado la prueba para la deteccidén de drogas. La
mayoria de estos programas involucran el envio de muestras a un
laboratorio toxicolégico donde son procesadas (17, 34).

Es en el laboratorio toxicolégico donde se aplica la metodologia necesaria
para la identificacién plena de las muestras positivas a alguna droga de
abuso. El panel de pruebas utilizadas incluye dos principios:

L Inmunoquimico. Basado en el inmunoensayo enzimatico (EIA-EMIT y EZ-
SCREEN) (3, 7, 8, 13, 15, 17, 22, 31, 34), inmunocensayo de polarizacién
fluorescente (FPIA-ADx) (1), radicinmunoensayo (RIA-COAT-A-COUNT) (9,
26, 34), inmunocensayo de latex (LI-ABUSCREEN ON-TRAK) (34) y el
inmunoensayo de competicién enlazante (CBI-TRIAGE) (34).

#l. Cromatografico. Basado en la cromatografia de capa fina (TLC-TOXILAB)
(7. 10, 13, 18, 22, 30, 34), cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)
(22). cromatograﬁa de gases (GC) (11, 19, 23) y la cromatografia de gases
ria de masas (GC-MS) (2, 4, 9, 12, 23, 24, 27, 34, 37,

P P
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Inicialmente, las muestras son ensayadas por algun método inmunoquimico
dada la facilidad con que se realizan dichas pruebas y la alta sensibilidad
que permite la deteccién del metabolito de la droga de abuso en unidades de
nanogramos. Sin embargo, la principal desventaja de estas prusbas es que
fos anticuerpos utilizados pueden reaccionar en forma cruzada con
compuestos urinarios endégenos produciendo resultados falso-positivos
(17, 34). Por esta razén es aconsejable que la presencia de metabolitos de
drogas de abuso sean confirmados por alguna otra técnica basada en un
principio diferente: la cromatografia (17, 15).

De los métodos cromatografi disponibi el acoplado a ia
espectrometria de masas (GC-MS) es el de eleccion para ia confirmacion de
fos metabolitos de las drogas de abuso en orina y los demas fluidos
corporales (2, 4, 9, 12, 23, 24, 27, 34, 37, 38). Desafortunadamente, debido al
alto costo del equipo y a la necesidad de contar con el personal
especializado en su manecjo, muchos laboratorios toxicolégicos no tienen
acceso a dicha técnica para la confirmacién rutinaria de las muestras

positivas (17, 34).

De los restantes métodos cromatograficos, el de cromatografia de capa fina
{TLC) tiene la ventaja de no requerir equipo costoso y sofisticado, ser
sensible y especifico ademas de tener la capacidad de detectar niveles bajos
de jos metabolitos de las drogas de abuso sin derivatizar (18, 22).

El propdsito de la presente tesis es identificar la presencia del principal
metabolito de MARIHUANA, en muestras de orina por cromatografia de capa
fina. El estudio se realizé con muestras de orina proporcionadas por sujetos
adictos y personas sospechosas de consumir marihuana. El estudio incluye
muestras de orina negativas, positivas y de personas que se desconoce si
consumen MARI/HUANA.
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2 ANTECEDENTES

El cultivo de MARI/IHUANA es probablemente uno de los mas antiguos; se
realiza con el propésito de obtener fibra (cafamo), aceite, semillas
utilizadas como atimento por el hombre, para el tratamiento de una ampiia

variedad de enfermedades (por sus propiedades terapedticas) y por sus
propiedades alucindgenas (33).

Los datos actuales sefalan que el cultivo de MARIHUANA con propdésitos
de obtener fibra de canamo es muy remoto. Asi, tenemos que existen
muestras de esta fibra en China, con fechas que datan de 4000 afos a. c.,
también hilo y cuerda de Turquestan de 3000 anos a. c. y objetos

fabricados con cafamo en algunos lugares de Turquia a finaies de!l siglo
Vil a. c (28).

El valor del caAfamo en la medicina popular es muy dificil de distinguir
dadas las propiedades alucinégenas que posee dicha planta. Sin
embargo, el primer dato que se tiene del uso medicinal de esta planta es
del emperador chino Shen Nung quién elaboré un herbario hace 5000
anos donde recomendaba el uso de MARIHUANA para el paludismo, beri-
beri, constipaciones, dolores reumaticos, distraccién continua y
padecimientos femeninos. Hoa-Glio, otro antiguo herbario chino, sugeria
una mezcla de resina de caifamo y vino como analgésico para la cirugia.
No obstante lo anterior, fue en la India donde la MARIHUANA se utilizo
exhaustivamente en la medicina popular. Se creia que agilizaba 1a mente,
prolongaba la vida, mejoraba el juicio, bajaba 1a fiebre, inducia el suefio y
curaba la disenteria. En 1a India, la obra médica Sushruta argumentaba
que podia curar la lepra. El Bharaprakasha del afo 1600 d. c,, la describe
como antiflematico, digestivo, capaz de afectar la bilis, astringente, que
se podia prescribir para estimular el apetito, mejorar la digestién y afinar
1a voz. En este mismo pais, se podia utilizar tanto para el control de la
caspa como para el alivio de dolores de cabeza, manias, insomnio,
enfermedades venéreas, tosaferina, dotores de oido y tuberculosis. En
aigunas partes de Africa era estimada por aliviar la disenteria, el
paludismo, el antrax y 1a fiebre. AuUn hoy en dia, los hotentores y los
mfengu la utilizan contra las mordeduras de serpiente y las mujeres sotho

alcanzan un estado de estupefacién parcial fumando marihuana antes de
dar a luz (28, 32, 33).
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En la Europa medieval se le concedié un gran valor a la marihuana dentro
de ia medicina y sus usos terapeuticos se remontan hasta los primeros
médicos clasicos como Dioscérides y Galeno. En los herbarios
medievales se distingue entre el cafamo cultivado y el cahamo silvestre,
recomendandose este uitimo “contra bolas y quistes y otros tumores
duros”, mientras que el primero se utilizaba para curar diversos
padecimientos que iban desde la tos hasta aliviar la ictericia. Sin
embargo, prevenian contra el uso excesivo, ya que podia causar
esterilidad y "secar las semillas de la reproduccién’ en el hombre (33).

El valor de la planta de MARI/HUANA en la medicina popular ha estado
obviamente relacionado con sus propiedades eufdéricas y atucinégenas.
E! hombre primitivo en la busqueda de plantas alimenticias, debe haber
Ilegado a conocer los efectos alucinégenos del canamo y su intoxicacién
pudo haberlo inducido a otro plano, conduciendolo a creencias
religiosas. De esta forma, la planta fue vista como un regalo de los dioses
o un medio sagrado para comunicarse con el mundo de los espiritus. Una
preparacion tlamada bhang era tan sagrada que se consideraba que podia
disipar el mal, traer buena suerte y apartar al hombre del pecado.
Aquellos que pisaban las hojas de esta planta sufririan desastres; en
cambio, se sellaban juramentos sagrados sobre el cafamo. La bebida
favorita de Indra, dios del firmamento estaba hecha de MARIHUANA. Por
su parte, Shiva el dios hindu, ordenaba que durante la siembra al quitar la
maleza y al cosechar esta planta, se cantara la palabra bhangi repetidas
veces (32, 33).

Es probable que las preparaciones de MAR/HUANA hayan cobrado su
maxima importancia como alucinégenos en un contexto religioso en los
Himalayas de la India y en el altiplano del Tibet. Los tibetanos
consideraban sagrada a la MARIHUANA. La tradicién budista mahayana
sostiene que durante los seis pasos de la vida ascética que conduce a la
iluminacién, Buda vivié a base de una semilla de cafamo al dia. También,
en el budismo tantrico de los Himalayas tibetanos, la MAR/HUANA tiene
un papel muy importante en los rituales para facilitar la meditacién
profunda (28).
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Aunque |la planta MARI/IHUANA es hoy en dia el alucinégeno mas

consumido en todo el mundo, su empleo como n.rcollco excepto en
Asia, parece ser no muy antig Los ef. tivos de las
diferentes preparaciones de MARIHUANA varian mucho dependiendo de

la dosis, la presentacion, el tipo de planta utilizada, e modo de
administracion, la personalidad de quien la consume y los antecedentes
culturales y iales. Tal vez la caracteristica mas frecuente es un estado
sonfador. Se recuerdan eventos olvidados hace mucho tiempo y los
Ppensamientos aparecen en secuencias aparentemente sin relacién. La
percepcién del ti y a s del pacio, se ven alteradas. Las
alucinaciones vlsuales y auditivas siguen al uso de fuertes dosis. Es
tipica la suforia, la excitacién y la felicidad interior. En algunas ocasiones
se puede experimentar un estado depresivo al final (33).

En {os Glitimos afos, el uso de la MAR/IHUANA se ha difundido mucho en
la sociedad occidental y ha causado problemas sociales y de salud. Casi
no hay acuerdo en cuanto a la magnitud de estos problemas y en cuanto
a la solucién. La opinién parece polarizarse en dos direcciones: aquella
que considera el uso de la MAR/HUANA como un peligro social, moral y
fisico por lo que debe ser prohibida; y aquella que plantea que su uso es
inocuo, un pasatiempo placentero y que debe de ser legalizado.



Se cree que el bugar de ongen de 13 Cannalis {rca rayada) fue of Asia cential, pero se ha esparcido por todo of mosdo farca sombreads) con 1a exeepeitn
de las regioncs Articas, y las drcas e as sehvas tropicales isadas L Cannabis sc evtendio desde tempos remolos 3 Afiica (excepto los Udpicos
himedos) y fuc sipidamentc aceptads en Las famucopeas mativas. Los espadioles 1 Hevaron a Mévica y a Perd, Yos franceses a Canadi y los inglescs al este
de Nortcamérica. Habia sido introducxda a Curopa &cf noste on bampos & los vikinges Protublancats dos cscitas fusron los pramcros on liovark a China
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3. CARACTERISTICAS BOTANICAS DEL GENERO CANNASBIS

En la actualidad existe mucha confusién en cuanto al numero de especies
del género Cannabis (36). No obstante, las especies so pueden identificar
por las caracteristicas botanicas en cada una de las fases de crecimiento
independientemente del tamafo y del sitio donde se desarrolla. En 1974 se
presentd por parte de los taxonomistas de Estados Unidos (USA) un sistema
de recanacimiento morfolégico de las tres especies distintas: sativa, Indica
y ruderalis (21, 25).

En primera instancia se describirAn las caracteristicas botanicas de la
especie sativa y posteriormente se indicaran las diferencias entre las
especies para su identificacion.

Las semillas de Cannabis germinan en un periddo de 3 a 7 dias y su ciclo se
completa en unos cuantos meses. La plantula posee dos hojas ligeramente
desiguales en tamano (1.0-1.6 cm) de forma lanceolada (aproximadamante
tres veces més largas que anchas en su parte media), con tres nervaduras
longitudinales en !a cara superior de las hojas y pelos diminutos sélo
visibles con aumento de 10X (cada uno can una base parecida a una
puastula), mientras que en la parte inferior de las hojas existe una menor
cantidad de pelos. Las hojas tienen bordes ligeramente dentados
(aserrados) y estan sostenidas por un tallo que llega a medir los 5 cm {21,
2s).

Las hojas de la segunda generacién de la plantula son mucho mas grandes
aunque tienen el misma aspecto que las anteriores. Cada una tiene un tallo
mayor (pecciolo) con tres hojas radiantes. Las hojas de la tercera generacién
tiene un peciclo con 4 o 5 hojas radiantes por lo que se describen como
digitadas, mientras que en la fase adulta de la planta la parte mas aita del
tallo puede tener hasta 11 hojas por peciolo ordenadas en espiral (21, 25).

El peciolo es angular y ocasionalmente hueco. Se cubre de pelos diminutos
curveados hacia arriba que se presentan como si estuvieran abrazando al
peciolo, cada pelo esta formado por una célula cuya base es ancha y de
punta aguda. La base esta constituida par cistolitos de carbonato de calcio
con una apariencia de pequefa protuberancia (21).
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Las hojas varian de tamafo de acuerdo a la madurez de la planta. A cada
hoja le sobresale un peciolo delgado de unos 6 cm de largo con un surco en
la parte superior, micentras que en la seccion del tejido lefoso se observa
una fibra en forma de herradura. Las hojas son delgadas y de textura suave,
lancecladas con los bordes aserrados (do 4-14 por lado)} los cuales se
dirigen hacia la punta de la hoja. También posee nervaduras que salen
oblicuamente de la mitad de |a hoja hasta la punta de los dientes. Las hojas
mas largas llegan a medir los 15 cm de largo y tienen una gran cantidad de
pelos diminutos en la parte superior (tricomas). No obstante, también en la
parte inferior existen pelos abundantes y largos que miden entre 150-250
micras. Los tricomas tienen una base esférica y una punta muy corta que
sobresale, mientras que la base de los pelos de la parte inferior de las hojas
no es tan redonda (25).

Las flores crecen abundantemente cn la parte inferior de la planta y tienen la
caracteristica de ser hermafroditas, es decir, macho por los estambres y
hembra por sus pistilos. Sin embargo, la planta produce normalmente un
tipo de flor por lo que se describen como pifantas con oérganos
reproductores en plantas separadas. No obstante, suele presentarse que
una misma planta produzca flores masculinas y femeninas; a estas plantas
se les conoce como MONOICO. Cuando las plantas masculinas florecen, sus
flores son mas llamativas que las de las plantas femeninas que son mas
frondosas (21, 25).

Las plantas masculinas tienen las hojas mucho mas separadas en las
inflorescencias, ademas de que mueren mas rapidamente que las femeninas
por lo que son cosechadas muy tiernas y se utilizan para la produccion de
fibra o resina. LLas inflorescencias masculinas crecen entre las ramas dec las
que tienen tallos individuales que llegan a medir los 18 cm de largo; estas se¢
encuentran cubiertas de diminutos pelos asperos. Cada flor consiste de 5
sépalos, los cuales tienen pelos muy pequeios cuyos colores varian del
blanco al verde llegando a medir los 3.5 cm de largo y 5 estambres
suspendidos en filamentos y anteras muy delgados, que se abren
longitudinalmente desde |la punta hasta abajo dejando caer el polen que es
llevado por el viento hacia fas flores femeninas. Los polen son de forma casi
circular, ligeramente mas anchos que largos midiendo de 25-30 micras, lisos
con 2-4 poros circulares por polen (21, 25).

bt absor i R S S e e A e R - e
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Las inflorescencias femeninas no se proyectan mas alld de las hojas, son
compactas, cortas y con pocas flores. La flor individual tiene un pequefo
érgano de color verde, llamado bractea, y algunas veces caliz, el cual cubre
completamente al ovario formando una funda tubular con dos estigmas. La
funda esta cublerta con pelos pequefios que tienen tallos circulares muy
cortos cuyas glandulas secretan gotas de resina abundante a altas
temperaturas. La funcién de dichas glandulas es la de proteger a la planta de
los animales. La parte femenina de la flor (gineceo) consiste de un ovario
globoso coronado por dos estigmas larges y delgados que capturan el
polen. El ovario tiene un 6vulo del que, después de la fecundacidén, los
estigmas se desprenden rapidamente presentando un incremento en su
tamano. La fruta se llama aquemo la cual contiene una semilla sencilla
cubierta con una cascara ligeramente dura revestida por una pared fina del
ovario. Los aquemos se consideran en la practica como una “semilla’ la cual
tiene farma elipsoide, ligeramente comprimida, suave y resbalosa de 2.5-5.0
mm de largo y de 2.0-3.5 mm de diametro; su color va det gris al café. El
embrién que contiene la semilla es muy curveado con dos cotiledones
empacados a lo largo, de un lado, y del otro ia raiz junto con un pequeno
suplemento alimenticio {endosperma); estos componentes son ricos en

aceite (6, 21, 25, 36).

A continuacidén se indican las principales diferencias entre las tres especies
de Cannabis.

Cannablis sativa. Plantas generalmente largas con enramado flojo, aquemos
planos generalmente faltos dcl jaspeada en la cubierta externa, adheridos
con firmeza al tallo y sin articulacién definida (25).

Cannabis indica. Plantas generalmente pequefias con enramado denso,
aquemos comunmente jaspeados en la capa externa. Las plantas tienen una
gran cantidad de ramas, mas aoa menos cdnicas, generalmente de 4 pies de
altura o menos y cuentan con una articulacién en la base del aquemo (25).

Cannabis ruderalis. Plantas no enramadas o con ramas generalmente muy
espaciadas, de 1 a 2 pies de altura (25).



1) Pane supenor de la planta mache. con florcs. 2) parte supcrior de la planta hembra con frutos. 3)
germinaciéon de Ja planta; 4) foliolo de una hoja dividida en once pares. $) porcion de una inflorcscenaia
estaminifcra, con capulios ¥ flor madura; 6) flores hembras, 7) fruto encerrado cn una bractea resistente; )
fruto, vista lateral; 9) fruto, vista posicrior, 10) scllosidad gl:ndul:r oon Ia]la nlulllcclular 11) vcllosidad
glandular con tallo cone, visible, de una sola célula; 12) vell d no un .




.11

4. CONSTITUYENTES QUIMICOS DE LA MARIHUANA

Las plantas hasta antes de florecer sélo tienen dos tipos de pelos:

1.-'Los tricomas (pelos unicelulares) son largos y delgados y terminan en
punta. Son pocos hasta que la planta madura, entonces los tricomas
aumentan en numero Jlocalizdndose especialmente en las ramas que
sostienen las flores donde forman una pelusa sedosa (21, 25).

2.- Los pelos cistoliticos que son cortos y anchos en la base con células
epidérmicas colocadas en forma circular. Terminan en forma obtusa y
contienen cristales de oxalato de calcio. Se encuentran casi en la superficie
de las hojas y en las bracteas y ocasionalmente en la superficie inferior de
tas ramas (21, 25).

Cuando la planta se acerca a la madurez, comienza a cubrirse de pelos
glandulares multicelulares constituidos por una base de dos células cubicas
sostenidas de células epiteliales y una cabeza globular de 4 células estando
cubiertas por una cuticula. En la planta madura, !a cabeza llega a tener hasta
16 células acomodadas radialmente las cuales secretan un aceite rico en
cannabinoides (nombre genérico que se da a las sustancias bioactivas
derivados de MARI/IHUANA) el cual se acumula entre las células y la cuticula.
Cuando se acumula suficiente aceite la cuticula se rompe liberando el aceite
que se seca produciendo una resina (compuesta aproximadamente por el 50
% de cannabinoides); la resina es un semisdlido pardo, amorfo y soluble en
alcohol, éter y disulfuro de carbono (36).

Los cannabinoides estan constituidos por una parte aromatica (Cit o Caz),
derivado tedricamente de seis unidades acetato y un componente
isoprenoide (C10). Al parecer constituyen un grupo natural de terpenofenoles
{C21) de representacién Lnica. Muchos cannabinoides son insolubles en
agua y en la planta probablemente se presentan en forma de Aacidos
carboxilicos (4, 36). Cuando se aislan de un planta fresca generalmente se
encuentran en forma de acido, los cuales no son activos biolégicamente,
hasta que se descarboxilan por accién del calor. Algunos de los principales
cannabinoides son cannabinol, tetrahidrocannabinot, cannabigerol,
cannabidiol, acido cannabidiolcarboxilico y cannabicromeno, entre los mas
de 81 compuestos de esta familia (4, 6, 21, 25, 36).
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Laf i6n de los cannabinoid en ia planta es desconocida, sin embargo,
se cree que al ser constituyentes importantes de Ia resina sirven para
proteger a la planta de agentes patégenos o herbivoros (21).

Ademas de los cannabinoides, la planta posee una pequefia cantidad de
aceite escencial levogiro que contiene terpenos y un sesquiterpeno
{cannibeno), también Ilas bases colina, trigonetina, espermidina y un
alcaloide (Cannabisativina), O-heterésidos flavoniodes de la vitexina,
orientina y carbonato de calcio, entre otros (4, 21).
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5. FARMACOLOGIA DE LA MARIHUANA

El delta-9-tetrahidrocannabinol (A-9-THC) es el principal agente activo de los
compuestos cannabinoides y de las mas de 300 sustancias activas
presentes en la planta de MARIHUANA. Los efectos del A-9-THC a nivel
celular no se conocen con certeza aunque se sabe que pequefias dosis
producen cambios en el Sistema Nervioso Central (SNC) propios de los
cannabinoides. Dosis mas cloevadas producen efectos del tipo de drogas
sedantes-hipndticos; el mecanismo parece ser la perturbacién o la
fluidizacion de membranas similares a las producidas por los anestésicos
lipofilicos. Algunos de {los efectos cannabinoides al parecer son
esterecespecificos, debido a que pequefas modificaciones de la molécula
dan lugar a profundos cambios en Jos efectos, esto implica la probable
existencia de receptores especificos que aun no se identifican o mas
probablemente una reaccion estereoespecifica con los lipidos o proteinas
de la membrana (14, 17).

El A-9-THC interactua con los sistemas neurotransmisores noradrenérgicos,
dopaminérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos, "GABAenérgicos” y con
varios neuropéptidos. Tiene efectos del tipo barbiturico, actividad
anticonvulsivante, depresién de los reflejos polisinapticos, analgésicos,
aumento de la sintesis de catecolaminas, hipotermia y actividad
antidiarréica. Se ha observado que el consumo de MAR/HUANA induce un
aumento en la actividad del sistema iimbico por lo que se cree estimula
directamente el mecanismo del placer y satisfaccién en el cerebro. También
desarrolla rapidamente una tolerancia tanto para los efectos autondmicos
como para los psicoactivos presentandose un sindrome de abstinencia
caracterizado por irritabilidad, anorexia, temblores y signos colinérgicos (17,

24).
Los cannabinoides tienen un elevado indice terapedtico por lo que se
desconocen las dosis letales en el hombre. Los efectos predominantes por
el consumo de MARIHUANA se dan en el SNC; consisten en una
estimulacién cerebral con alteracién del humor y del razonamiento, de la
percepciéon sensorial y temporal con despersonalizacién. El deterioro de la
memoria a corto plazo y de los recuerdos disminuyen la capacidad de
comportamiento dependiente de la memoria orientado en el tiempo y
dirigido a un objetivo, efecto que se conoce con el nombre de
"desintegracién temporal”. A dosis bajas los efectos motores consisten en
una disminucién de la fuerza, del equilibrio y de la estabilidad mientras que
en dosis mayores la coordinacién y la capacidad de seguir un camino se ven

alteradas(17,28).
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Algunos consumidores con dosis bajas pueden estar deprimidos en lugar de
eufdéricos, con ansiedad y confusién en el pensamiento. Con dosis elevadas
se tiene conocimiento de casos de panico intenso, paranoia, ilusiones,
alucinaciones y psicosis téxica. Ademas deo que las enfermedades
psiquiatricas preexistentes se pueden exacerbar. Otros estudios demuestran
que no hay deterioro de la funcién intelectual sino por el contrario, se han
obtenido calificaciones de Cl “superiores™ y “muy superiores® en Iindividuos
que han consumido MARIHUANA en promedio 7 anos. Otros efectos son la
congestion de los vasos de la conjuntiva y una ligera contraccién pupilar. La
conjuntiva enrojecida es un indicador de los niveles de A-3-THC y del efecto
de MARIHUANA (17).

Los efectos cardiovasculares son la taquicardia y el aumento del flujo
cardiaco con poco o ningtin aumento en la presidn arterial. Con dosis altas
se puede observar una vasoconstriccién cutanea al parecer mediada por
receptores aifa que progresa a una vasodilatacién periférica con el deterioro
de los efectos vasculares simpaticos causando una hipotensidn ortostatica
(16, 17).

Los efectos pulmonares por consumo de MARIHUANA incluyen tos y altas
irritaciones en las vias respiratorias, asi como una broncodilatacién de larga
duracién. La MARIHUANA al ser fumada contiene aproximadamente 10 veces
mdas irritantes respiratorios y mas cancerigenos que el tabaco normal. El
humo contiene substancias cancerigenas como las naftilaminas,
nitrosaminas, benceno, benzantrazeno y benzopireno en cantidades
superiores al doble de las del tabaco (4, 17, 25).

Los efectos gastrointestinales se limitan a sequedad de la boca y nauseas
ocasionales, pero en pacientes sometidos a algun tratamiento
quimioterapettico se ha observado un efecto antihecmético. También se
presenta retencién urinaria lo que probablemente se debe al aumento del
tono simpatico (17).

Los cambios endocrinolégicos consisten en ginemastia y alteraciones de la
funcién reproductiva, que incluye la disminucién del volumen testicular, de
tas concentraciones de prolactina y de la espermatogénesis testicular con
aumento de las formas anormales. El consumo materno de MARI/HUANA se
asocia con bajo peso al nacer, nacimientos prematuros, baja calificacién
Apgar y un aumento no significativo de malformaciones fetales (4, 17, 25).

AR i i e £t
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6. METABOLISMO DE LA MARIHUANA

El! consumo de !la marihuana es principalmente por inhalacién (fumada)
puesto que es un modo sencillo y rapido de suministrario al organismeo. EIl
porcentaje de absorcién por esta via es del 10-50 %. Sin embargo, se dice
que entre jos consumidores frecuentes las concentraciones plasmaticas
alcanzadas son mucho mas elevadas que entre Jlos consumidores
ocasionales (17). El A-9-THC, que es el principio bioactivo mas importante
de los cannabinoides en el organismo, se encuentra ampliamente distribuido
en toda la planta variando en su contenido desde las trazas hasta el 4 % (en

peso) (21, 25).

Cuando se inhala marihuana, el A-9-THC entra a los pulmones donde se
absorbe rapidamente. Los metabolitos producidos en el pulmén son
hidroxilados en la cadena fateral mientras que cuando se consume A-9-THC
en forma oral los metabolitos generados son derivados hidroxilados del
cicilohexeno (26). Una vez que el A-9-THC llega al plasma se enlaza casi
totalmente a las proteinas para posteriormente distribuirse al higado y
tejidos periféricos con alto contenido lipidico donde se almacena para
liberarse con lentitud (14, 17).

El A-9-THC se detecta en el plasma inmediatamente después de la primer
inhalacidn, no obstante, las concentraciones maximas de A-9-THC
plasmatico oscilan entre los 84 y los 162 ng/ml en un tiempo de 4 3 10 min
posteriores a fumar un cigarro de marihuana. Después de dos horas, el A-9-
THC disminuye rapidamente a concentraciones de 5 ng/ml o menos,
permaneciendo detectable hasta las 12.5 horas. El tiempo de vida media final
de A-9-THC plasmaitico es de 4.1 dias, el volurmnen de distribucién (beta) de
97 litros, el volumen de distribucién (en estado estable) de 75 litros (24) y la
depuracién plasmatica de 777 mi/min (24).

En el higado, el A-9-THC se transforma en Acido 11-nor-D-9-
Tetrahidrocannabino! carboxilico (THC-COOH) a través de la formacién
intermedia del 11-hidroxi-Tetrahidrocannabinol (11-OH-THC) mediante la
intervencién del citocromo P-450 y una subsecuente oxidacién al
cormrrespondiente acido carboxilico. La oxidacién del 11-OH-THC al THC-
COOH se puede atribuir a la enzima aldehido deshidrogenasa o
recientemente a una isoenzima del citocromo P-450. De esta forma, los
principales metabolitos del A-9-THC son: 11-OH-THC y el THC-COOH (libre y

su éster-glucurénido) (9).
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Se cree que el 11-OH-THC es el metabolito activo responsable de muchos do

los efectos producidos por el A-9-THC, sin embargo, en la actualidad existe
lta falta de efectos inmediatos después de la

controversia debido a

administracién intravenosa del 11-OH-THC. Aun cuando el metabolito se
puede detectar en plasma después de la segunda inhalacién, el 11-OH-THC
plasmatico alcanza su concentracién maxima de 6.7 a 7.5 ng/ml en un tiempo
de 12 a 15 min. Se ha calculado que los niveles de 11-OH-THC plasmatico
representan del 6 al 10 % deo la concentracion de A-9-THC plasmatica
presente hasta 45 min después de comenzar a fumar. EJ tiempo de deteccién
es hasta de 11.2 horas, siendo probable que el 11-OH-THC desaparezca

antes que el A-9-THC plasmatico (24).

Las concentraciones de THC-COOH plasmatico se incrementan lenta y
paulfatinamente en un periodo de tiempo prolongado. Este metabolito
inactivo se puede dectectar en plasma hasta 8 min. después de comenzar a
fumar la droga. los niveles pico alcanzados son considerablemente menores
que los niveles maximos de A-9-THC detectados pero mayores que la
concentracion pico de 11-OH-THC. Los niveles maximos de THC-COOH se
ubican entre los 24 y los 54 ng/ml en un tiempo promedio de 1.9 horas. La
vida media del THC-COOH es de aproximadamente 4-6 dias y el tiempo con
que se detecta varia de los 3.5 a 7 dias (24, 27).

En el higado el THC-COOH plasmatico, es conjugado con el acido
Gglucurdnico para posteriormente ecliminarse del organismo a través de heces
y orina (9, 12). Las concentraciones plasmaticas de THC-COOH conjugado
se pueden cuantificar hasta Jos 12 dias después de la ingestion. La vida
media del THC-COOH conjugado plasmatico es, al igual que el de la fraccién
libre del metabolito, de 4 a 6 dias. En la orina, el THC-COOH conjugado es el
principal metabolito presente y tiene concentraciones menocres a {os 25 ng
/ml a los 12 dias asi como pequeiilas cantidades de THC-COOH libre (24, 27).

No obstante que las concentraciones maximas de A-9-THC plasmatico se
alcanzan en unos cuantos minutos los efectos clinicos maximos (tanto
cardiovasculares como en el sistema nervioso central) tardan de 20 a 30 min
para presentarse, presumiblemente porque la droga se distribuye desde el
plasma hasta el cerebro y otros tejidos. Aproximadamente el 65 % de los
metabolitos se excretan por heces, del 18 al 23 % en la orina eliminandoen 5
dias del 80 al 90 % de la droga consumida. El porcentaje restante (10 6 20 %)
se excreta mediante un mecanismo de lenta eliminacién apoyado en la alta
solubilidad de lipidos, junto con una recirculacién enterohepatica, una
elevada distribucién en tejidos grasos y la reabsorcién renal (17).
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7. IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS EN EL LABORATORIO

La deteccién de muchos de los constituyentes farmacolégicamente activos
de la marihuana en los fluidos corporales después del consumo de
MARIHUANA representa un gran reto para muchos de los laboratorios
toxicolégicos. En la marihuana, el A-9-THC es considerado el principal
agente activo. Asi, la presencia de A-9-THC o sus metabolitos (11-OH-THC,
THC-COOH libre o conjugado) en los fluidos biolégicos sirve para indicar si
un individuo ha consumido marihuana (17, 34). En e} reto de identificar a los
consumidores de esta droga, se han desarroliado muchas técnicas
analiticas. Dichos procedimientos tienen grados de especificidad variable y
niveles de sensibilidad diferente, requieren de una determinada experiencia
técnica y algunos necesitan equipos sofisticados, por lo que el costo de la
prueba es variable. Debido a estas consideraciones, cada laboratorio realiza
aquellos procedimientos mas compatibles con sus recursos. Sin embargo,
estas variaciones analiticas pueden dar resultados discordantes, Io qgue
ocasiona gran controversia; por lo tanto en situaciones quimico-legales, se
utilizarad en alguna accién punitiva el resultado analitico y este debera estar
apoyado por dos procedimiontos técnicamente independientes de
sensibilidad y especificidad comparable (17).

Existen muchas limitaciones para hacer las determinaciones de los
metabolitos de MAR/HUANA en los fluidos corporales (sangre, plasma y
orina) (29). De acuerdo a las caracteristicas farmacocinéticas del A-9-THC
y 11-OH-THC, 1a detecciéon es muy dificil, ya que las concentraciones
pueden ser extremadamente bajas, requiriéndose técnicas mas
sofisticadas que estan fuera del alcance de muchos laboratorios (4).
Ademas, en las situaciones quimico-legales no siempre es posible
obtener sangre sin la autorizacion del inculpado ya que puede alegar
violacién a las garantias individuales. Debido a 10 anterior, la orina es la
muestra analizada con mayor frecuencia para establecer el consumo de
marihuvana. En la orina, niveles de trazas (nanogramos) del principal
metabolito libre o conjugado, pueden detectarse solo por métodos de
anaélisis que poseen una aita especificidad y bajos niveles de deteccién
(29).

Generaimente, diferentes métodos se utilizan para la deteccién de THC-
COOH en las muestras urinarias. Estos métodos se basan esencialmente
on dos principios: inmunoquimicos ' cromatograficos.
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INMUNOQUIMICOS
Actualmente, en el comercio existe una gran cantidad de equipos que

detectan la presencia del THC-COOH en la orina por el principio del
inmunoensayo. El equipo que se utiliza depende en gran parte de |la
necesidad de obtener resultados rapidos y confiables, asi podemos decir
que existen equipos para pruebas de campo (pruebas que se realizan en
el lugar donde son recolectadas las muestras de orina) y equipos para

laboratorio. Los equipos para pruebas de campo se utilizan con
el tratamiento de drogas, centros de

frecuencia en los centros para
trabajo, servicios de urgencias a nivel hospitalario y de consultorio
médicos debido a la rapidez con que pueden obtenerse estos resultados
(17, 34).

De los equipos para laboratorio, los mas utilizados como pruebas de
tamiz son los inmuncensayos enzimaticos (EMIT-EIA) (3. 7, 8, 13, 15, 17,
22, 31, 34), inmunoensayo de polarizacion fluorescenta (FPIA-ADx) (1), vy
el radiocinmunoensayo {RIA-COAT-A-COUNT) (9, 26, 34). El metabolito que
se detecta en estas determinaciones es el THC-COOH, aunque otros
metabolitos y cannabinoides pueden reaccionar en forma cruzada durante
el ensayo. La sensibilidad de los procedimientos de !as pruebas de
deteccién selectiva pueden cambiarse intencionalmente por calibracién y
habitualmente se ajusta de modo que se limite el nimero de failsos
resultados positivos o de aquellos que se consideran debidos a Ia
inhalacién pasiva de marihuana (34). Los dos andlisis mas usados son los
sistemas EMIT-dau y EMIT-st, con lineas de corte para sefalar resuitados
positivos a los 20 y 100 nanogramos por mililitro, respectivamente. E!
método se basa en la competicion entre la droga en la muestra y la droga
marcada con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH) para
los lugares de unién del anticuerpo. La actividad disminuye cuando la
enzima se une al anticuerpo, y asi la concentracién de droga en ia
muestra puede medirse en base a la actividad enzimatica. La enzima
activa transforma la nicotinamida-adenindinucledtido (NAD) a NADH, lo

qQue causa un cambio en la absorbancia que puede medirse

espectrofotométricamente. (15, 17)

La principal ventaja de estas pruebas inmunoquimicas de escrutinio es la
facilidad con que las muestras pueden ser ensayadas y la aita
unﬂbmdad que poseen permitiendo 1a deteccién del metabolito en

de Q de dar {a facilidad de trabajar grandes
iotes de muestras. Ln prlnclpal desventaja de estas pruebas es que los
d no son especificos para el THC-COOH y poseen

pos utili
una alta susceptibilidad a reaccionar en fornma cruzada con compuestos
rinarios dég © no tacionados con los cannabinoides, lo cual
< falsos-positivos.
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Por la razén anterior, se recomienda que los resultados positivos por
alguna técnica inmunoenzimatica para la determinacién de los
metabolitos de A-9-THC, sean confirmados por otro método quimico (1,3,

5, 15, 17, 22, 23, 26, 30).

La adulteracién de las muestras de orina con liquidos acidos, alcalinos o
con sal de mesa resuitan en una alteracion de la reaccién enzimatica de la
prueba pudiendo producir resultados falsos-negativos. Por otra parte, el
agregado de jabén liquido (el cual se encuentra en los lavabos en donde
se obtiene la muestra sin vigilancia), sangre u otras sustancias pueden
producir una opacidad causando un cambio en la absorbancia de la fuz
pudiendo llevar también a un resultado faiso-negativo, como puede
hacerfo también la precipitacién de fosfatos y oxalatos normales en las
muestras refrigeradas. La dilucién de las ruestras de orina mediante la
ingestion de grandes cantidades dc liquidos, el consumo de diuréticos y
el agregado de agua de la llave pueden disminuir la concentraciéon de los
cannabinoides por debajo del nivel de deteccién de la prueba. Por lo
tanto, es importante recolectar !a muestra bajo supervisién directa o
comprobar la temperatura de la orina, la densidad especifica, el pH, el
color, la concentracién urinaria de creatinina, Ia sedimentacién, .etc (17).

CROMATROGRAFICOS

Los métodos cromatograficos (TLC, GC, HPLC y GC-MS) son los métodos
de eleccién para la identificacién confirmatoria de las muestras de orina
positiva por algin método inmunoquimico. Todos ellos poseen elevada
sensibilidad y limites de deteccién muy bajos, asi como una excelente
especificidad por lo que en los laboratorios toxicolégicos se utilizan
frecuentemente. El método cromatografico recomendado con mayor
frecuencia para la confirmacién rutinaria de una prueba inmunoquimica
positiva para cannabinoides es el sistema de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). La GC-MS es por su alta
sensibilidad y selectividad la metodologia de eleccién para la
confirmacion de la deteccién de! THC-COOH en orina y otros fluidos
corporales (2, 4, 11, 15, 37, 38).

Desafortunadamente, debido al alto costo del equipo y a la necesidad de
contar con personal altamente especializado en el manejo de éste,
muchos laboratorios no tienenn acceso al sistema de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas para la confirmacién rutinaria
de las muestras positivas en los ensayos inmunoquimicos (4, 11).
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Asi mismo, se han desarrollado técnicas utilizando la cromatografia de
gases (GC) (19, 23) y la cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)
{26), como métodos de confirmacién de muestras positivas para
cannabinoides en orina con buenos resultados. No obstante, a
continuacién mencionamos algunas de las limitaciones mas importantes
de estos métodos.

Para GC debemos considerar la necesidad de contar con una
derivatizacién previa a la introduccion de la muestra al equipo, con la
finalidad de mejorar las caracteristicas cromatograficas y evitar la
descarboxilacion de la molécula; la posibllidad de que la molécula se
adsorba en las paredes de la columna o la fase estacionaria y la
necesidad de contar con un detector de captura de electrones (ECD) (23),
que es mucho mas sensible que el de ionizacidén de flama (FID) (19);
contar con un personal especializado y altamente capacitado para el
manejo y la interpretacién de los resultados (5, 11, 20).

Cuando se utiliza HPLC como técnica de confirmacion de cannabinoides
existen wvarias ventajas: es innecesaria la derivatizacién y la muestra
puede ser introducida al! equipo sin tratamiento alguno previo, lo que
reduce el tiempo del analisis; el uso de columnas fase reversa permite
que la fase movil sea acuosa, que es un medio mas apropiado para el
analisis de ios metabolitos de A-9-THC; no es necesario liberar a la droga
¥y sus metabolitos de sus conjugados antes del analisis, ademas de hacer
uso de un sistema de particién antes que ¢l sistema de adsorcién, por io
que {a calidad de los cromatogramas obtenidos carecen de tanto colco.
La principal desventaja es que muchos !laboratorios toxicoldégicos no
cuentan con el apoyo logistico para efectuar estos analisis (26).

Dentro de este marco, se utiliza con frecuencia a la cromatografia de capa
fina (TLC) como una técnica tamiz o confirmatoria en el analisis de
metabolitos de drogas de abuso {7, 10, 13, 15, 22, 30). Se aplica por igual
a drogas en estado puro, a las extraidas de formulaciones farmacéuticas,
a materiales manufacturados ilicitamente y a muestras bioldgicas. Se
conoce como un método analitico primario debido a su sencillez,
seguridad, bajo costo y selectividad de deteccién, atin cuando se recurra
a diferentes procedimientos de localizacién (20).

Es un método de cromatografia en que una fase movil se mueve por
capilaridad a través de una delgada capa de fase estacionaria
{adsorbente) enlazada a una placa (20).
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Cuando una mezclia de drogas se aplica a una cromatoplaca y se
desarrolla con la fase mévil adecuada, las drogas se mueven a través de
la placa, a diferentes velocidades dependiendo de sus solubilidades,
valores de Pk'a, polaridad y capacidad de formar puentes de hidrégeno.
Aunque ta TLC es principalmente una técnica de separacién, bajo
condiciones controladas puede ser utilizada para identificar y cuantificar

{20).

Algunas de las ventajas que tiene la TLC sobre la GC y HPLC son: e}
equipo es pequefio y se utiliza sin la necesidad de un calentamiento
previo, varias muestras pueden ser analizadas simultaneamente, no
requiere de un personal especializado y tiene una gran flexibilidad en ta
eleccién de la fase estacionaria y la fase movil. También tiene la ventaja
que una substancia colocada sobre una cromatoplaca permanece en ella,
evitando los problemas de deteccién, asociados con la no-elucién y
enmascaramiento por el frente del solvente (20). Los limites de deteccion
para el THC-COOH urinario son de los 25 ng/mi utilizando 10 m! de orina,
20 ng/ml usando 10 m! de orina y 50 ng/m! usando 20 ml de orina con
cromatoplacas convencionales. También se reportan limites de deteccion
de 2 ng/ml utilizando 2 mi de orina; tal sensibilidad puede lograrse sélo
con cromatoplacas de Cromatografia de Capa Fina de alta resolucién

(HPTLC) (7, 10, 13, 18, 22, 30).
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8. OBJETIVO

Establecer una técnica especifica y sencilla para la identificacion
confirmatoria del principal metabotito de MARIHUANA, acido 11-nor-deita-
9-tetrahidrocannabinol carboxilico, en orina por cromatografia de capa
fina.
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9. DISENO EXPERIMENTAL

MATERIAL
Las cromatoplacas de 20x20 cm para cromatografia de capa fina estén

pre-cubijertas con silica Gel F-254 se obtienen de Merck Co.
Tubos de boro silicato de 100x16 mm con tapén.

REACTIVOS

Metanol grado reactivo.
Hexano grado reactivo.
Acetato de etilo grado reactivo.
Hidroxido de amonio (20-30 %).
Ciloroformo grado reactivo,
Acido clorhidrico concentrado.

ESTANDARES Y SOLUCIONES

THC-COOH en una concentracién de 200 ng/mi de orina.
Buffer de fosfatos pH= 2.4

Solucién de NaOH 10 N

Solucién acuosa de azul rapido BB 0.1 % (p/v).

MUESTRAS DE ORINA
Las 30 muestras de orina analizadas se obtienen de personas que:

1).- Estén en un programa de desintoxicacién de drogas de abuso,
2).- Que las donan voluntariamente para el estudio, y
3).- Que se desconoce si consumen drogas.

Preparacion del material de vidrio.

E1 material de vidrio se a un tr 1to de limpi previo al uso
en of trabajo experimental. Una vez seleccionado, se lava perfectamente
bien y se deja por una noche en una solucién de hipoclorito de sodio al §
%. A) dia siguiente se lava con agua destilada y se deja por una noche en
HCL al 8§ % ; posteriormente se enjuaga con agua destilada y etanol puro.
Por uitimo se seca en la estufa.
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METODOS
Procedimiento inmunoenzimatico.

El andlisis presuntivo se realizé usando el sistema de reactivos EMIT-dau
Syva en un equipo EMIiIT-ets con fotdmetro integrado que utiliza como
fuente de luz un bulbo de tungsteno-halégeno proporcionado por el
fabricante. El ensayo EMIT-cannabinoides utiliza glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G-6-P-D) como una enzima marcadora. Los resultados
son obtenidos en wuna alicuota de !la muestra. Los resultados se
consideran positivos si producen una AOD igual o mayor a la producida
por su respectivo reactivo de calibracién de corte (cuttoff) de 100 ng/ml.
Después del analisis presuntivo las muestras se almacenan en un
congelador a -20°C. Las muestras se almacenan en el mismo contenedor

en que se proporcionan para su analisis inicial.

Ensayo confimnatorio por TLC.
a).- Hidroélisis y extraccién. 5§ ml de orina se incuban por 30 min a 50-80°C

can 1 ml de KOH 10 N y 2 m! de metanol. Después se enfria a temperatura
ambiente y so ajusta e] pH de la muestra con HCL concentrado y 1 ml de
buffer de fosfatos pH= 2.4. LLa muestra de orina se extrae con 3 mi de
hexano:acetato de etilo (7:1) agitadndose en un vortex por 2 min.
Posteriormente se separa la fase organica en un tubo limpio y se evapora
a sequedad con corriente de aire. Ocasionalmente se forma una emulsion
la cual se rompe facilmente removiendo el tubo de extraccién con una
pipeta Pasteur y retirando la mayor cantidad de fase organica con la
misma pipeta. Al resto de la emulsion se le agrega 50 ulL de n-butanol y el
tubo se centrifuga por espacio de 1 min. La emulsion se rompe
produciendo una capa acuosa debajo de la mezcla hexano:acetato de
etilo. Posteriormente, se lavan las paredes del tubo con S00 ul de
cloroformo:metanol (3:1) y se evapora a sequedad con corriente de aire;
por ultimo se reconstituye en 20 ulL de la misma mezcla.

b).- Desarrollo cromatografico. Aplicar 10 uL. del extracto de !a muestra
(testigo positivo, testigo negative o muestra cuestionada) sobre la
cromatoplaca de 20 x 20 cm recubierta con silica ge! F-254, con un
aplicador capilar calibrado. Cuando las aplicaciones se terminan, !a placa
se seca a 90°C por 5 min y se deja enfriar a temperatura ambiente. La fase
movil constituida por cloroformo:metanol:hidréxido de amonio en
proporcion $0:45:5 se adiciona a la caAmara de Thomas. Se introduce la
cromatoplaca y se deja correr el solvente hasta las 3/4 partes de la
misma. La placa se retira de la camara de Thomas y se seca en una estufa

a 90°C por 8 min.
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Se prepara el agente revelador disolviendo el azul rapido BB (fast blue
BB) en agua para hacer una solucidén al 0.1 %. L.a placa se coloca en una
campana de extraccién y se rocla con la solucién reveladora en toda la
superficie. Después se coloca en una estufa a 75°C para secar. El THC-
COOH se presentara como una banda rosa-rojo con un Rf de 0.31-0.33.
Todos {os resultados se reportan como positives o negativos.

ANALISIS ESTADISTICO

Una vez obtenidos los resultados del analisis inmunoensayo enzimatico
maultiple (EMIT), y aplicada la cromatografia de capa fina sobre las muestras
sometidas a estudio, se procedié a realizar un ensayo estadistico (media,
desviacién estandar, coeficliente de variacién y correlacién de resultados)
entre ambos procedimientos para las muestras.

Para el inmunoensayo enzimatico madaltiple (EMIT) se tomaron las lecturas
correspondientes a las AOD de las muestras en los intervalos que se
especifican en el cuadro siguiente:

« AOD Namero de Media Desviacion Coeficiente de
muestras (AOD) estandar(AOD} variacién %
* menos 11 722 6.9 0.95
de 739
e 740-800 3 758.3 24.5 3.23
e 801-900 13 850.5 27.5 3.23
e 901-929 3 912 12.2 1.33

Como se puede observar, los parametros estadisticos son aceptables (Cv<
$%) aun cuando la prueba inmunoenzimatica esta disefada para indicar si
una muestra de orina contiene o no el metabolito de MARIHUANA por encima
del limite de deteccion (linea de corte), en este caso de 100 ng/ml; es decir,
e8 un ensayo cualitativo altamente sensible y especifico que depende de Ia
concentraciéon del metabolito presente en la muestra.

Cuando determinamos [os mismos parametros estadisticos para el método
cromatografico obtenemos los siguientes valores:
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Rf Namero de Media (Rf) Desviaciéon Coeficiente de
muestras estandar (Rf) variacién %
0.31-0.23 19 0.32 0.008 0.187

De los datos anteriores se infiere que este procedimiento es reproducible
bajo las condiciones de trabajo en que fue realizado no dependiendo de ia

concentracion del metabolito presente en la muestra de orina.




TABLA DE PROCEDIMENTO DE EXTRACCION
PARA METABOLITOS DE MARIHUANA

5 m! OE ORINA + 1 mi DE KOH10 N + 2 m! DE METANOL

INCUBAR A 50-80°C
POR 30 min

v
AJUSTAR EL pH A 3.0 CON BUFFER FOSFATOS pH= 3.0
¥ HCI CONCENTRADO

v
EXTRAER CON 3 ml DE HEXANO:
ACETATO DE ETILO (7:1)

AQITAR EN VORTEX
POR 2 min

v
EVAPORAR A SEQUEDAD EN CORRIENTE DE AIRE SECO

i

v

L

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA
DE ALTA RESOLUCION
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

El anéalisis de las 30 muestras de orina para detectar la presencia del THC-
COOH por EMIT-dau arroja los siguientes resuitados:

Usando 100 ng de cannabinoides por ml de orina como un limite de
deteccién (EMiT-ets), 19/30 muestras son positivas y 11/30 tienen
resultados negativos. Los resultados positivos tienen una AOD de 740 a
929 lo que significa que semicuantitativamente el 63.3 % de las muestras
tienen una concentracién mayor o igual a 100 ng de cannabinoides
urinarios por mi. De ellos el 15.8 % tiene una AOD mayor o igual a 740-800,
el 68.4 % tiene entre 801-900 y sé6lo el 15.8 % tiene una AOD mayor a 901.
Por lo tanto, las muestras de orina positivas (68.4 %) tienen lecturas de
AOD mayores a los 100 ng de cannabinoides/m! de orina.
Cuando las muestras se someten a la cromatografia como método
se tienen los siguientes

confirmatorio de cannabinoides urinarios,
resuitados: 18/30 muestras son positivas y 12/30 muestras son negativas.

Se observa que de las muestras de orina clasificadas como negativas,
dos tienen una AOD de 741 por el método inmunoenzimatico (EMIT-dau)
que las clasifica como positivas. Estas muestras estan muy cerca de la
linea de corte por lo que el procedimiento cromatografico las clasifica
mejor como negativas.

El THC-COOH se identifica claramente como una banda rosa en un Rf de
0.31-0.33, al aplicar el azul réapido al 0.1 % como agente revelador. No se
presentan problemas para la interpretacién del cromatograma ya que el
color desarroliado revela claramente las muestras de orina positivas de
las negativas Las aplicaciones marcadas como 1 y 2 son Jlos
cromatogramas tipicos de muestras de orina positivas y negativas. Los
extractos de [as muestras cuestionadas son limpios en términos
generales, aunque ocasionalmente generan tinciones no caracteristicas

de substancias endégenas urinarias.

Los resultados obtenidos de las muestras de orina analizadas por
cromatografia de capa fina y valores de Rf se muestran en la tabla de la

pagina siguiente.
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DE CAPA FINA

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA

Muestra Rf Resultado

Control positivo 0.32 positivo

Control negativo 0.00 negativo

1 0.00 negativo

2 0.00 negativo

3 0.32 positivo

4 0.00 negativo

5 0.32 positivo

6 0.00 negativo

7 0.32 positivo

8 0.00 negativo

9 0.00 negativo

10 0.32 positivo

11 0.31 positivo

12 0.32 positivo

13 0.00 negativo

14 0.32 positivo

15 0.33 positivo

16 0.00 negativo

17 0.32 positivo

18 0.33 positivo

19 0.33 positivo

20 0.33 positivo

21 0.32 positivo

22 0.00 negativo

23 0.00 negativo

24 0.00 negativo

25 0.33 positivo

26 0.33 positivo

27 0.33 positivo

28 0.32 positivo

29 0.33 positivo

0.00 negativo
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ANALISIS POR EMIT-DUA
Muestra ] LECTURA AOD I Resultado

1 714 negativo
2 720 negativo
3 728 negativo
4 725 negativo
5 722 negativo
6 733 negativo
7 715 negativo
8 734 negativo

9 741 positivo
10 901 positivo
11 929 positivo
12 725 negativo
13 906 positivo
14 716 negativo
15 867 positivo
16 741 positivo
17 888 positivo
18 825 positivo
19 813 positivo
20 793 positivo
21 715 negativo
22 839 positivo
23 808 positivo
24 856 positivo
25 806 positivo
26 870 positivo
27 859 positivo
28 876 positivo
29 882 positivo
30 860 positivo

Calibrador AOD CONCENTRACION (ng/mt)
Nivel 0 (negativo, 643 o
Nivel 100 mg/mi (medio) 740 100
971 200

Nivel 200 mg/mi (alto)




RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EMIT
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11. DISCUSION

El principal agente psicoactivo de la marihuana es el A-9-THC. Cuando se
consume, se a un pr o metahdlico que produce el 11-OH-THC
como producto intermedio y el THC-COOH (libre o conjugado con acido
glucurénica) como producta final. Al 11-OH-THC se le canfiere cierta
actividad bioldgica, aunque esto aun es tema de discusién. El THC-COOH
libre o conjugado se elimina principalmente por heces fecales y una
pequefa parte se elimina por orina.

En los laboratarios toxicoléagicos, se han desarrollado una gran variedad
de técnicas analiticas encaminadas a determinar la presencia del THC-
COOH en su forma libre o conjugada en la orina. Estas técnicas se
clasifican en inmunoquimico y cromatografico, de acuerdo al principio
que utilizan. En general los procedimientos inmunoquimicos se utilizan
en primer instancia como métodos de escrutinio o tamiz, ya que son
faciles y rapidos de efectuar ademas de que tienen la caracteristica de ser
sensibles. Sin embargo, dado que existe ta posibilidad de reacciones
cruzadas de las anticuerpos utilizados caon compuestos enddégenos
urinarios, dichos resultados deben de confirmarse por métodos alternos,
como los cromatograficos.

Dentro de las técnicas cromatograficas disponibles (TLC, GC, HPLC, GC-
MS), la utilizada por parte del labhoratoria toxicoldgico dependera de '3
logistica con que cuente, de la infraestructura y personal capacitado y,
sobre todo, del costo de cada analisis confirmatorio.

Dentro de este marco, se propuso efectuar el estudio del procedimiento
inmunoenzimatico multiple (EMiT-dau) y !la cromatografia de capa fina
como técnicas complementarias para determinar la presencia del acido
carboxilico 11-nor-delita 9-THC en diferentes muestras de orina. El estudio
nos mMuestra que al utilizar el EMIT-dau con una iinea (cutoff) de 100 ng de
cannabinoides por ml de orina, sélo 2/30 muestras tiecnen resultados
positivos y que al ser sometidas dichas muestras al procedimiento de
TLC, producen resultados negativos. Estas muestras tienen una AOD muy
préoxima a la linea de corte (740). Loa dos métodos son faciles de realizar
y requieren un minimo de tiempo para efectuarse; no necesitan un equipo
sofisticado y estan al alcance de muchos laboratorios. Los costos se
reducen significativamente al utilizar en forma complementaria estos dos
P tos, evitand la necesidad de contar con pruebas tan
costosas como ia GC-MS.
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Por otra parte, cuando se utiliza una concentracién de cannabinoides de
100 ng/mi de orina como limite de deteccién (linea de corte) (cutoff), ta
probabilidad de confirmar un resultado positivo por estas técnicas es
muy alta (aproximadamente del 100 %). Podemos decir que al utilizar el
ensayo de EMIT-dau seguido por el ensayo cromatografico propuesto en
este trabajo, los resultados obtenidos son verdaderos y confiables para
determinar ta presencia del Acldo carboxilico 11-nor-delta-9-THC en orina.
Ademas, el ensayo tiene la caracteristica de ser barato y accesible a la
mayoria de los laboratorios toxicoldgicos.

Un aspecto importante al realizar este tipo de analisis toxicolégicos es
prevenir las pérdidas por adsorcién del metabolito THC-COOH a las
paredes del material de cristal utilizado. Los laboratorios toxicolégicos,
generalmente utilizan material de cristal silanizado o siliconizado debido
a que se trabaja en unidades de nanogramos. En el presente estudio, no
se tuvieron pérdidas detectables del metabolito THC-CQOQOH at utilizar
material de cristal no silanizado o no siliconizado debido al
pretratamiento al cual fue sometido dicho material y a que se utilizé una
combinacion de solventes de cloroformo y metanol (en proporciéon de 3:1)
como solvente resuspendedor del residuo de la extraccidn en et tubo de
evaporacidn. Asi, la pérdida del metabolito por adsorcién a las paredes
del cristal depende de ia capacidad del solvente resuspendedor para
recobrar los cannabinoides de las paredes del tubo de evaporaciéon que
contiene el residuo del proceso de extraccidn (18) . Asimismo, et
pretratamiento al cual fue sometido el material de vidrio con la finalidad
de evitar pérdidas de cantidades significativas del metabolito
cuestionado, demostré ser adecuado a las necesidades del estudio ya
que nos permitié efectuar e! analisis en tubos no silinizados o
siliconizados evitando gastos en estos reactivos costosos. El lavado con
etanol es efectivo para bloquear parciaimente el efecto de perdida por
adsorcién en las paredes del cristal, y se complementa dptimamente con
1a mezcla de cloformo:metanol como solvente resuspendedor del residuo
en el tubo de evaporacion.

En el presente trabajo, el sistema de solventes utilizado como fase moévil
(cloroformo:metanol:hidroxido de amonio) y el sistema revelador
empleado (azul rapido BB at 0.1%), muestran claramente la presencia del
metabolito de MARIHUANA que produce valores de Rf que son estables
en un rango (0.31-0.33) y en la coloracién desarrollada, por 1o que es facil
diferenciar una prueba positiva o negativa para una muestra de orina.
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12. CONCLUSIONES

1. En la actualidad en humanos se conoce poco de la farmacocinética de!
principal metabolito de !a marihuana, el A-9-tetrahidrocannabinol, por lo
que se requiere efectuar mas estudios controlados en sujetos
consumidores y en {os no consumidores para establecer diferencias entre
ambos.

2. A nivel de laboratorio, el método inmunoenzimatico de escrutinio
utilizado con mayor frecuencia por su rapidez y facilidad de manejo es el
EMIT-dau seguido del método cromatografico de eleccién para la
confirmacidn GC-MS, debido a su alta sensibilidad y especificidad.

3. Los métodos inmunoenzimatico (EMiT-dau) y cromatografico (TLC) se
complementan eficazmente para definir claramente las muestras de orina
positivas de las negativas con presencia de metabolitos de MARIHUANA.

4. El método cromatografico aplicado en este trabajo demostré ser
especifico y rapido para determinar la presencia de! acido 1t-nor-delta-9-
tetrahidrocannabinol carboxilico, en muestras de orina provenientes de
personas Jas cuales se sospecha consumieron marihuana.

5. El tratamiento previo al cual se sometié el material de vidrio utilizado
en el procedimiento cromatografico y la mezcla de solventes
cloroformo:metanol {en proporcion 3:1) aplicada a las paredes del tubo
de evaporacién donde se encucentra el residuo de extraccién, resultaron
efectivos en impedir que el metabolito de MAR/HUANA se adhiera a las
paredes del cristal evitando con ello pérdidas.

6., Se establece un procedimiento de confirmacion del principal
metabolito producido por el consumo de MARI/HUANA, que tiene la
ventaja de tener un bajo costo comparado con el analisis por GC-MS y ser
accesible a muchos laboratorios para la determinacién cualitativa de
dicha sustancia.



..38

13. BIBLIOGRAFIA

ABBOTT LABORATORIES, TDx Abused Drugs Assay Cannabinoids.
Tomo lll. USA. 1987,

A.M. LISI, R. KAZLAUSKAS and G. J. TROUT. Gas Chromatography-
Mass Spectrometric Quantitation of Urinary 11-NOR-D-9-
Tetrahydrocannabinol-9-Carboxylic Acid after Derivatization by Direct

Extractive Alkytation. Joumal of Chromatography; 265-270; Vol. 617;
1993.

AMANDA J. JENKINS, WILLIAM D. DARWIN, MARILYN A, HUESTIS,
EDWARD J. CONE and JOHN M. MITCHELL. Validy Testing accuPINCH

THC Test. Journal of Analytical Toxicology; 5-12; Voi. 19;
January/February 1995._

BENJAMIN J. GUDZINOWICZ and MICHAEL J. GUDZINOWICZ. Analysis
of Drugs and Metabolites by Gas Chromatography-Mass Spectrometry.
Chapter 2: Natural, Pirolytic and Metabolic Products of Marijuana. 271-
479. Marcel Dekker inc., New York and Basel, Vol. 6, 1980.

BERNARD TESTA. Advances in drug Resecarch. Vol 19. 73-86; Academic
Press Inc. San Diego, USA. 1990.

BUNETON D. Elementos de Fitoquimica y farmacognocia. Cuarta parte:
Alcaloides. editorial Acriba. Zaragoza, Espana, 1991.

C A. SUTHIMER, R. YARBOROUGH, B. R. HEPLER ancl! i. SUNSHINE.
Detection and Confirmation of Urinary Cannabinoids. Journal of
Analytical Toxicology; 156-160; Vol. 9; July/August 1985.

DAVID A. ARMBRUSTER, ROBERT H. SCHWARZHOFF, BARBARA L.
PIERCE and EDWARD C. HUBSTER. Method Comparison of EMIT 700

and EMIT Il with RIA for Drug Screening. Journal Analytical Toxicology:
110-117; Vol. 18; March/April 1994.

DAVID E. MOODY, LINDA F. RITTENHOUSE and KIM M. MONTL Analysis
for Forensic Specimens for Cannabinoids. I. Comparison of RIA and

GC/MS Analysis of Blood. journal of Analytical Toxicology; 297-301;
Vol. 16; September/October 1992,



- Ry
fegs T
SO Y
B R ...39

esih
AUk

10. DAVID L. KING, MICHAEL J. GABOR, PATRICIA A. MARTELL, and
MICHEAL O°'DONNELL. A Rapid Samplie-Preparation Technique for
Thin-Layer Chromatographic Analysis for 11-NOR-D-9-
Tetrahidrocannabinol-9-Carboxylic Acid in Human Urine.

11. DAVID. B. JACHK. Dugs Analysis by Gas Chromatography. Chapter 2:
Derivatizationn, 19-47. and Chapter 6: Measurement of Drugs in Body
Fluids. 110-156. academic Press Inc. Orlando, Florida, USA. 1984,

12. DAVID. E. MOODY, KIM M. MONTI and DENNIS J. CROUCH. Analysis of
Forensic Specimens for Cannabinoids. ll. Relationship Between Blood
D-9-Tetrahydrocannabino! and Blood and Urine 11-NOR-D-9-Carboxylic
Acid Concentrations. Journal of Analytical Toxicology; 276-282; Vol. 16.
September/October 1992.

13. DONALD t. FREDERIK, JUDY GREEN and MICHAEL W. FOWLER.
Comparison of Six Cannabonoid Metabolite Assays. Journal of
Analytical Toxiceology; 116-120; Vol. 9; May/June 1985,

14. EDWARD R. GORRET and C. ANTHONY HUNT. Physicochemical
Properties, Solubility, and Propein Binding of D-9-
Tetrahydrocannabinel. Journal of Pharmaceutical Sciences; 1056-
1064; Vol. 63; No. 7; july 1974,

15. EMIT-dau Package Insert. Syva Company, Palo Alto, California, USA.

16. GOODMAN and GILMAN. Las Bases Framacoldgicas de la
Terapedtica. Capitulo 23: Drogadiccién y Abuso de Drogas. Editorial
Médica Panamericana. Séptima Edicién, México 1986.

17. HEALTH CARE GROUP. Cilinicas de Medicina de Urgencia de
Norteamerica. Medicina de Urgencias y Drogadiccién. Capitulo:
Marithuana. 605-620; Vol. {ll. Editorial McGraws-Hill, USA,, 1991,

18. J A. VINSON, and LOPATOFSKY A. Semi-Automated Extraction and
Spotting System for Drug Analysis by TLC. I.- Procedure for Analysis
of de Mayor Metabolite of D-9-Tetrahydrocannabinol in Urine. Journal
of analytical Toxicology; 6-9; Vol. 9; January/February 1985.

19. JOHN D. WHITING and WILLIAM W. MANDERS. Confirmation of
Tretrahydrocannabinol Metabolite in Urine by Gas Chromatography.
Journal Analytical Toxicology; 49-52; Vol. 6; January/February 1982,



20.

21.

22,

23.

24.

2s.

26.

27.

28.

29.

-..40

JOSEPH. CHAMBERLAIN. Analysis of Drugs in Biological Fluids.
Chapter 10: Pitfalls and practical Solutions. C.R.C. Press, INC. Boca

Raton, Florida, USA. 189-204; Cuarta reimpresién 1987.

JOYCE and CURRY. Botany and Chemistry of MARIHUANA. Chapter 1:
The MARIHUANA Plant: Botanical Characteristics. 1- 10; Churchil and
Livinston, Edinburgh, 1970,

K. K. KAISTHA and R. TADRUS. Semi-Quantitative Thin Layer-Mass
Sceening Detection of 11-nor-D-9-Tetrahydrocannabinol-9-Carboxylic
Acid in Human Urine. Journal of Chromatography; $28-533; 237; 1982,

and ALAN B. JONES.

MAHAMOUD A. ELSOHLY, ELSAYED S. ARAFAT,
Analysis of de Mayor Metabolite of D-9-Tetrahydrocannabinol in Urine.

Hl.- A CG/ecd Procedure. Journal of Analytical of Toxicology: 7-9; Vol.

8; January/February 1989.

MARILYN A. HUESTIS, JACK E. HENNINGFIEL and EDWARD J. CONE.

Blood Cannabinoids. I. Absortion of THC and Formation of 11-OH-THC
Journal of

and THC-COOH During and After Smoking Marijuana.
Analytical Toxicology: 276-282; Vol. 16; September/October 1992,
MICHAEL STARKS. Marijuana Chemistry. Ronin Publishing Inc.
Berkeley, CA, USA. 1990,
P. L. WILLIAMS, A. C. MUFFAT and L. J. KING. Combined High-
Performance Liquid Cromatography and Radicimmuncassay Method
for the Analysis of D-9-Tetrahydrocannabinol Metabolites in Human

Urine. Journal of Chromatography; 595-603; Vol. 186, 1979.
PEGGY KELLY and REESE T. JONES. Metabolism of

Tetrahidrocannabonol in Frequent and Infrecuent Marijuana Users.

Journal of Analytical Toxicology; 228-235; Vol. 16; September/October

1992.
PETER T. FURST. Alucinégenos y Cultura. Capitulo ill: MARIHUANA
(SPP.) y Derivados de la Nuez Moscada. 72-77. Fondo de Cultura

Econdémica, Primera Reimpresiéon , México 1992,

R. C. McCOOWALL. Sample Preparation for Biomedical Analysis.
Journal of Chromatography Biomedical Applications. 3-58; Vol. 492;

1989.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

...41

R. C. MEATHERALL and J.C. GARRLOTT. A Sensitive Thin Layer
Chromatography Procedure for the detection of Urinary 11-NOR-D-9-
Tetrahydrocannabinol -9-Carboxylic Acid. Journal of Analytical
Toxicology: 136-140; Vol. 12; May/June 1988.

RAY H. LIU, CINNAMON EDWARAS, L. DIANE BAUGH, J. L. WENG,
MARY Jo. FYFE and AMRIK S. WALIA. Selection of an Appropiate
initial Test Cutoff Concentration for Workplace Drug Analysis-
MARIHUANA Example. Jornal of Analytical Toxicology; 65-70; Vol. 18;
March/April 1994.

RICHARD EVANS SCHULTES. Plantas Alucindégenas., La Prensa
Médica Mexicana, S. A. 1982,

RICHARD EVANS SCHULTES and ALBERT HOFMAN. Plantas de los
Dioses. Origénes del Uso de los Alucinégenos. Ei Néctar de la delicia.
MARIHUANA (Marihuana). pag. 92-101 Primera Reimpresiéon 19383,
Fondo de Cultura Econdmica. México.

FERRARA, L. TEDESCHI, G. FRISON, G, BRUSINI, F. CASTAGNA, B.
BERNARDELLI and D. SOREGAROLI. Drugs-of-Abuse Testing in
Urine: Statiscal Approach and Experimental Comparison of
Immunochemicai and Chromatographic techniques. Journal of
Analytical Toxicology; 278-291; Vol. 18; September 1994,

SALVADOR ALVARADO GARIBALDL. Jovenes y Drogas. Procuraduria
General de |la Republica. México 1994,

TEASE G. E., EVANS W. H. Tratado de Framacognocia. Capitulo 35:
Alucindgenos, Alergénicos, Teratégenos y otras Plantas Toxicas.
Editorial Interamericana. 12ava. Edicién, México, 1987.

37. VANDANA DIXIT and VYAS M. DIXIT. Solid-phase extration of 11-nor-D-

38.

9-Tetrahydrocannabinol-9-Carboxylic Acid from human urine with Gas
Chromatography-Mass Spectrometric Confirmation. Jourmal of
Chromatography; 81-91; 567, 1991.

WILLIAM E. BRONNER and ALLAN S. XU. Gas Chromatographic-Mass
Spectrometric Methods of Analysis for Detection of 11-NOR-D-9-
Tetrahydrocannabinol-9-Carboxylic Acid in Biological Matrices.
Journal of Chromatography; 63-75;Vol. 63-75; 1992,



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Características Botánicas del Género Cannabis
	4. Constituyentes Químicos de la Marihuana
	5. Farmacología de la Marihuana
	6. Metabolismo de la Marihuana
	7. Identificación de los Metabolitos en el Laboratorio
	8. Objetivo
	9. Diseño Experimental
	10. Análisis de Resultados
	11. Discusión
	12. Conclusiones
	13. Bibliografía



