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INTRODUCCION

En diversos paises del Mundo, como son Inglaterra, - 

Suecia, Escandinabia, etc..., el análisis de orina en casos de dro

gas de abuso se ha utilizado para distintos tóxicos, como narcóti-- 

cos, anfetaminas y barbitiricos, éstos han sido detectados por la - 

técnica de cromotografía, pero la inmunología ha tenido mayor im- 

portancia debido a su especificidad con los cannabinoides que no - 
pueden ser detectados por otros métodos. 

1_ a introducción de un método exquisitamente sensi- 

ble y de gran especificidad para derivados de Cannabis, en espe— 

cial el 11 - OH - THC y el delta 9 THC en líquidos corporales es el - 
Radioinmunoensayo, que puede darnos resultados positivos con solo - 

nanogramos de los metabolitos mencionados. Este método, que a - 

continuación se mencionará, es utilizado para cuantificar hormonas - 

corporales y fármacos ya sean de abuso o no, en México se ha uti

izado y se utiliza para Difenilidantoina y se espera que pronto - 
se pueda poner en práctica para los metabolitos de la marihuana; - 
asi pues esta tesis servirá para referencia y bibliografía, para los - 

futuros investigadores. 

Esta tesis tiene por objeto mencionar los adelantos - 

que hay en diferentes paises para la detección de metabolitos de - 
Marihuana, teniendo en cuenta que dentro del panorama estudian= 

ti¡ actual, se considera que algunos de los problemas más graves - 
que confrontan el alumnado de secundarias, preparatorias y univer— 

sitarias, es el hábito de fumar o ingerir la Cannabis sativa. 

En diversos paises del Mundo, como son Inglaterra, - 

Suecia, Escandinabia, etc..., el análisis de orina en casos de dro

gas de abuso se ha utilizado para distintos tóxicos, como narcóti-- 

cos, anfetaminas y barbitiricos, éstos han sido detectados por la - 

técnica de cromotografía, pero la inmunología ha tenido mayor im- 

portancia debido a su especificidad con los cannabinoides que no - 
pueden ser detectados por otros métodos. 

1_ a introducción de un método exquisitamente sensi- 

ble y de gran especificidad para derivados de Cannabis, en espe— 

cial el 11 - OH - THC y el delta 9 THC en líquidos corporales es el - 
Radioinmunoensayo, que puede darnos resultados positivos con solo - 

nanogramos de los metabolitos mencionados. Este método, que a - 

continuación se mencionará, es utilizado para cuantificar hormonas - 

corporales y fármacos ya sean de abuso o no, en México se ha uti

izado y se utiliza para Difenilidantoina y se espera que pronto - 
se pueda poner en práctica para los metabolitos de la marihuana; - 
asi pues esta tesis servirá para referencia y bibliografía, para los - 

futuros investigadores. 
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GENERALIDADES DE LA PLANTA. ( 1- 4) 

HISTORIAS La Marihuana fué conocida desde el - 

siglo XV a. c., encontrándose mencionada en un tratado de Botáni- 
ca chino llamado " Rhy- ya" el cual hace notar el hecho de que - 

existen dos variedades de Marihuana, una productora de granos y - 
otra únicamente de flores. Se ha pensado que se trata del macho - 

y la hembra de la planta y no de dos variedades diferentes. Otros

autores remontan su origen a 900 a . c ., diciendo que el Nephentes

de quien habla Homero, tenia como base dicha planta y por últi- 
mo que su antigüedad se remonta a la India donde se cultivo des- 
de 800 6 900 a . c ., Posteriormente se menciona como medicamento— 

en los escritos de " Susmuta", sobre la medicina Hindú. Herodoto- 

mencionó que la planta crece en Seyhia y que los Tracios hacían - 
trajes con él la . Dioscórides le reconoció propiedades benéficas - 

y perjudiciales al hombre. Es descrita como hilarante en el " Zend

Avesta" . En los tratados hindúes se le atribuye origen divino y - 
es designada con el nombre de Vijahia y Ananda; productora de - 

vida . En Grecia, Galeno la citó como carminativa y afrodisiaca; 
pero no como embriagante. Los escritos sánscritos mencionan las - 

Pi1doras de la alegría" formadas de marihuana y azúcar, también

Marco Polo detalla la Marihuana como un embriagante. 

Parece ser que no fué sino hasta la edad media, - 
cuando se difundió su empleo, siendo los árabes los encargados de - 

ello, ya que la conocían de la India o Persia. Se considera que- 

fué en el año 658 de la Egira, cuando un jefe Cheich llamado - 

Haider la popularizó entre los árabes que la denominaron " Haschis- 

ch". Al tomar la carta de las ciudadanía entre las razas nómadas - 
del desierto, algunos investigadores piensan que fué usada como - 

arma politica por el llamado " Viejo de la Montaña" ( Hasam- Ben - 

Sabah- Homairi que fundó la secta de los Hashishinos, a los cua- 

les sometió a su voluntad gracias al empleo de la Marihuana. La - 

campaña de Napoleón en Egipto di6 múltiples enseñanzas respecto - 

a los efectos de la planta, no obstante lo cual, sus propiedades - 
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terapéuticas fueron empleadas hasta el siglo pasado. Se presume - 

fue introducida en Europa por el naturalista Sonnerat, siendo utili— 

zada terapéuticamente por vez primera en Tours ( Francia), como - 

auxiliar en algunos casos de alteraciones mentales por el profesor - 
Moreau, consecutivamente a los trabajos de O' Sanghenesy de Cal- 
cuta. Otras personas opinan que fue despues de las observaciones - 
de García de Orta en 1809 cuando se introdujo en Europa. Esto - 

contradice a los datos obtenidos en " Reconsideraciones de la Ma- - 

rihuana" ( 3) que menciona que el Rey Enrique VIII estimuló su - 
cultivo en las granjas inglesas, para el uso en cordelería y la fa- 
bricación de velas para la flota inglesa. El clima de las colonias

de América fue considerado ideal para el cultivo del Cáñamo ( nom

bre común de la planta) y el lino, los ingleses tuvieron motivos - 

para esperar una cosecha abundante. El Rey Jacobo 1 ordenó a - 

los colonos producir " Hierro, jarcias, cáñamo, lino y agave...)". - 
Un gran productor de la Marihuana fue George Washington, en sus

anotaciones menciona: " 12 a 13 de Mayo -Sembré cáñamo en la - 
cañada cenagosa, junto al pantano. l o . de agosto. Comencé a - 

separar ( sic) al cafíamo masculino del femenino... muy tardíamente, 
esto sucedió en el año 1 765 ( 4) . Si por lo que vemos, el proble— 

ma histórico universal de la Marihuana es tan complicado, en lo - 

referente al nacional encontramos muchas mas opuestas opiniones. - 

Múltiples investigadores han creido que nuestras razas aborígenes - 

conocieron y utilizaron la planta, sin embargo, el padre Sahagún - 

no hizo alusion a ella al describir las plantas de la Nueva España. 
Don Francisco Hernandez, médico de Felipe II, que fue enviado - 

por éste a estudiar las plantas medicinales de la nueva colonia, - 
no cita ningún vegetal que tenga semejanza, remota siquiera, con - 

la Marihuana. Algunos autores quizá interpretando mal las citas - 
de las plantas que embriagan, creen ver en las mismas alguna re- 

lación con la Marihuana. Asi, la planta llamada Coatlaxaxouqui- 

y su semilla Olol inqu i, citada por Sahagún, han querido identif i- - 

carla con nuestra planta en estudio y posiblemente fundándose en - 
algunos de estos errores F. Flores en la " Historia de la medicina _, 

en México" ( 2) cita a la Marihuana como conocida por los Azte— 

cas y empleada como anestésico. Despues de muchas tesis, la mas
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aceptable es que la planta no se conocía antes de la conquista - 

y que no fue introducida por los europeos ni como planta textil ni - 
como inhalante, sino que fue introducida por Acapulco en el siglo

pasado, viniendo de China o la India y debe su nombre a la - 
unión de las palabras " Maria" y " Juana", posiblemente porque al- 

guna mujer de nombre Maria la había empezado a propagar entre - 
los soldados, que como sabemos se les llama vulgarmente " Juanes" . 

La primera evidencia que tenemos del uso de la planta como inha- 
lante, es en la Revolución con una canción ferrocarri lera que mo— 

difica sus estrofas en canto guerrero " La Cucaracha". 
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DESCRIPCION BOTANICA ( 5- 3) 

ASPECTO MACROSCOPICO : Algunos autores dicen
que pertecene a la familia de las Moraceas ( 5) y otros a la fami-- 
I la de las Cannabinaceas ( 6) . Esta última esta formada por tres - 
especies, que son el Humulus lupulus ( lúpulo común) el Humulus - 
japonicus ( Lúpulo japones o chino) y Cannabis sativa ( Cáñamo - 
indico) . Estas plantas son hierbas aromáticas cc, e hojas palmeadas - 
mas o menos divididas, alternas, sencillas, raramente opuestas, con

bordes dentados, la estipula es caduca ( 5) y persistente ( 6) . Am— 

bos generos son normalmente dioicos, pero la condición de monái-- 

cos puede ser incluida en ambos. Las flores son pequeñas, solita— 

rias o frecuentemente en cabezuelas o en receptáculos planos o glo
bosos y de colores variados;, k las flores masculinas poseen un perian
tio de cinco hojas y cinco estambres, mientras que las femeninas - 

tienen un pequeño periantio en forma de cáliz ( perigonio), un ova- 

rio unilocular, dos estigmas manifiestos y un solo óvulo. El fruto - 
puede ser un aquenio ( fruto seco, indehiscente y con pericarpio - 
separable con facilidad del tegumento de la semilla) ( 7), encerra- 

do por el perianto y es una nuez que contiene un embrión curvado
Cannabis) o enrrollado ( Humulus) con escaso endospermo. ( ver fo- 

tograf las) . 

CARACTER MACROSCOPICO : Es una planta herbá_ 
cea, anual, dióica, áspera, que se da bien en tierras cultivadas - 

y en suelos abandonados. El tallo es angular, pudiendo alcanzar - 

alturas de 4. 5 m., estos se hallan longitudinalmente asurc.zRdas, con

un diámetro interior menor a 3 mm., son pubescentes y tienen un - 
color pardo claro o amarillo verdoso obscuro. Los tallos cortos - 
ramas) llevan brácteas fol iáceas, éstas abrazan las braceol¡as que - 
incluyen las flores pistiladas. Las bracteas son estipuladas y la - 
lámina puede ser simple o tri lobulada . Las hojas son plameadas y-- 
compuestas, teniendo de 5 a 7 folios que, cuando se mojan con - 

agua y se extienden, aparecen lanceoladas lineales, con ápices

acuminada y borde aserrado. Las hojas de las brácteas son ace- - 
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cado- lanceoladas, pubescentes, encerrando cada una de ellas una - 
o dos flores pistiladas o frutos más o menos desarrollados. El cáliz

es de color verde olivo o pardo amarillento, pubescente y un poco
doblado alrededor del ovario o del fruto. El ovario es únilocular- 

y contiene un solo óvulo campilótropo, adheridos a el, se encuen— 

tran dos estilos flexibles y pubescentes. El fruto es de color verde
claro o pardo amarillento, de forma elipsoidal ancha, un poco - 

aplastada, hasta de 5 mm de longitud y finalmente arrugado o mo— 
teado. El olor es aromático muy marcado en la droga fresca. 

CARACTERES MICROSCOPICOS: Se encuentran - 

abundantes pelos cónicos, curvados, unicelulares, muchos de los - 

cuales contienen cistolitos de Carbonato de Calcio en sus bases en- 
sanchadas, ( pelos cistoliÌicos); drusas de Oxalato de Calcio hasta - 
de 5 a 30 micras de diámetro, masas resinosas y pelos de bracteas- 
de tipo glandular, de unos 130 a 250 micras de longitud, cada - 

uno de ellos con un tallo multicelular, largo y en forma de lengua
y una cabeza globosa constituida por 8- 16 células que contienen - 
resina y aceite. ( ver figura No. 1) 





ES9UEMA DE UNA RAMA DE LA PLANTA FEMENINA
B y C FLOR FEMENINA
D EPIDERMIS DE LA HOJA 1 EJE FLORAL

E TRICOMAS CON CISTOLITOS 2BRÁCTEA

F PARENgUIMA CON DRUSAS 3 ESTÍPULA

4 BRACTEOLA

S PE RI G ONI O

4 PARED DEL OVARIO

7 ESTIGMA
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PRINCIPIOS ACTIVOS Y SUS PROPIEDADES FARMACOLOGICAS
3) . 

NOMBRE : Acido Cannabidiolico. 

PROPIEDAD FARMACOLOGIA: Posee actividad sedante, antibacte

riano y acelera el pulso. 

FORMULA : 

c\ µ3

OR o

0 ic oH

NOMBRE : Cannabidiol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : 

ca . 

FORMULA : 

Carece de actividad psicometri-- 
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NOMBRE : Delta 1 Trans- tetrahidrocannabinol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : Actividad euforigena, acelera - 

el pulso y es el principal principio activo que produce los transtor- 
nos mentales, como son pérdida de la distancia, alucinaciones, - 

verborrea, ilusiones, delirio, etc... ( 9) . 

FORMULA : 

NOMBRE : Delta 6 trans- tetrahidrocannabinol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : Actividad euforigena, probable— 

mente acelera el pulso. 

ti43

o cc

i

c` 3



NOM BRE : Cannabicromeno . 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : Poca o ninguna actividad eufori

gena . 

FORMULA : 

c.N3

C

Ci43 Ct 3

NOMBRE : 11- 01- 1- Tetrahidrocannabinol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : No se ha reportado su actividad, 
pero es uno de los principios activos que mas se encuentran en las
sustancias de excresión, como son orina y heces, se cree que se - 

forma dentro del organismo, asi como otras sustancias mas polares. 

FORMULA : 
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NOMBRE : Cannabinol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : Carece de actividad psicométrica. 

FORMULA :' 

C - i43

fi 0

143 C a --- 

NOMBRE : Cannabigerol. 

PROPIEDAD FARMACOLOGICA : Carece de actividad psicométrica. 

FORMULA : 

i

i
i

c
C

Ff

1

C' 43
c. g



SINTOMAS Y SIGNOS DE INTOXICACION

AGUDA, CRONICA Y DE ABSTINENCIA. 

ALUCINOGENOS Y PSICOMETRICOS ( 9) 

1 . Agudo l , Cron ico

13

Síndrome de Abstinen

cia . 

Agresividad Recurrencias No se' ha reportado

Irritabilidad Temblores
Desorientación Alteración en Memoria
Alucinaciones Desorientación

Despersonalización Sueño sobresaltado
Delirio Somnolencia
Ilusiones Apatía

Ansiedad, pánico Verborrea

Euforia Psicosis

M edriasis

Alteración coordinadora de movimientos
H iperref1ex¡ a

H iperfag la
Dolores musculares
Taquicardia
Taqu isf igmia
Sueño alterado
Somnolencia

Nausea
Vómito
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GENERALIDADES DEL RAD10INMUNOAL.ISIS. 

10- 25) ( 3 7) 

Desde su introducción hace mas de una década ( 10) - 

el Radioinmunoanalisis ( RIA) ha sido desarrollado considerablemente, 

Sus aplicaciones, que inicialmente fueron a la medición de solo - 

unas cuantas hormonas poiipeptidicas naturalmente antigenicas, se - 

ha extendido a un numero grande de sustancias de interés médico - 

y biológico, incluyendo hormonas, vitaminas, y drogas que no son- 
antigenicas por si solas. 

El RIA es una técnica de análisis fisicoquímico que - 

deriva del análisis por saturación establecido en 1960 por Ekins - 
1 1) . Aunque ambas técnicas utilizan hormonas marcadas con iso— 

topos y una proteina que sirve de receptor a una hormona X ( radio

activa y no radioactiva), el término radioinmunoanal isis o radioin— 

munoensayo se emplea para técnicas que utilizan anticuerpos como- 

proteinos receptoras. El proceso está regido por la ley de acción - 
de masas y dependiendo de la naturaleza química del elemento - 
saturable, derivan además los procedimientos por competencia de - 

unión proteica ( CPBA), los ensayos radioenzomaticos ( REA) y los - 
anal isis por radioreceptores ( RRA), todos ellos tienen en común el - 

hecho de que emplean antígeno, o bien su equivalente ( agente satu

rante) radioactivo, ( ver cuadro No. 1). 

Se han realizado muchas variaciones de la técnica - 
original, pero el principio que fundamenta el RIA ( 11- 15), ha - 

permanecido igual y se basa en la reactividad entre un anticuerpo - 
Ac), cuya concentración fija en el sistema in vitro, limita el nu- 

mero de sitios de acoplamiento por los cuales compiten fisicoquimi- 

camente : el antígeno radiactivo ( también a concentración limita- 

da y escasa masa) y el antígeno no radioactivo, que se agrega - 

en cantidades conocidas ( estandares), o bien en cantidades variables

en las muestra problemas. A medida que se incrementa la masa de



FRACCION

LIBRE ( L) 

FRACCION

UNIDA ( U) 

S `  PS* 

S* PS . 

CUADRO # 1. El análisis por competencia de unión proteica ( CPBA), se basa en

que una proteica ( P), que se sabe transporta por configuraci6n complementaria

a una hormona ( S), forma con ésta un complejo ( PS). Esto se usa experimental- 

mente para unir a la misma hormona o sustancia marcada isot6picamente ( S*), 

formando también con ésta un complejo ( PS*). Si la concentraci6n de las sustan- 

cias ( S y S*) excede a la,.capacidad de uni6n de la proteina, entonces S y S* 

competirán por los sitios de unión en forma proporcional a su concentración, 

quedaddo una fracción unida ( U) y otra libre ( L). 
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antígeno no radiactivo en el sistema, disminuye la posibilidad de - 

que el antígeno radioactivo se acople al anticuerpo, lo que se ma- 

nifiesta por una menor radioactividad medible en la fracción del - 
anticuerpo, que es proporcional a la concentración de antígeno no
radioactivo fig. 12). Esto se expresa en la reacción de competen_ 
cia

Ag * Ag -Ac

Ac

Ag Ag -Ac

En donde, * Ag = antígeno radioactivo ( hormona o - 
sustancia marcada isotópicamente); Ag = antígeno no radioactivo - 

o " frío" ( hormona usada como estándar o problema a medir); - 
Ac = anticuerpo receptor; * Ag -Ac y Ag -Ac = comple` os antígeno- 

acticuerpo radioactivo y no radioactivo respectivamente. En el €a, - 

deben hacerse notar los siguientes aspectos : 

A . El antígeno en concentraciones desconocidas puede - 
ser determinado tomando en cuenta la observación - 

de que las moleéulas de anti'genos radioactivos o mar
cados (* Ag), compiten fisicoquímicamente con las m_o

leculas de antígeno no mareado ( Ag), es decir, - 

con los estindares o con los problemas, por ¡ os si- - 

tios limitados de unión que ofrecer, los anticuerpos - 
Ac) en el sistema . 
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ó

AS No 0/ 4RCADo

11

A9 No HAQCADo

FIGURA # 2. Representación esquemática del desplazamiento porcentual de la

radioactividad unida al antígeno, al agregar dosis crecientes del antfgeno no

maracdo. La primera curva de desplazamiento corresponde a una gráfica en papel

milimétrico. La segunda es en papel semilogarftmico. 
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B. Ademós, el ensayo requiere que el comportamiento - 

entre el estándar y el antígeno en concentración - 
desconocida o problema, sea semejante; es decir, - 

que ambas sean igualmente capaces en su capacidad

para desplazar a las antígenas marcadas de los com— 

plejos antígeno -anticuerpo marcado y no un compor— 

tamiento idéntico entre el antígeno marcado y el es
tandar o desconocido. 

C. Los reactantes * Ag y Ac se agregan en cantidad - 
fija. El Ag no marcado, se agrega en concentración

conocida ( estándar) o en cantidad variable dependie_n

do del volumen o " alícuota" del problema utilizado - 

para su medición. La reacción debe proceder en - 
condiciones ópticas para que la unión sea estable. - 

Aunque ésta puede efectuarse rápidamente a tempera_ 
tura ambiente, o bien, a 37° C, muchas veces se - 

prefiere realizarlo a baja temperatura ( 4° C), por - 

periodo mas prolongado, a fin de obtener una mejor

ofinidad y estabilidad de la reacción. 

D. La solución de anticuerpo o antisuero, está diluida - 

de tal forma que permita unir un 50% de ésta * Ag - 
en ausencia del Ag no marcado. 

E. Después de la incubación de los tres componentes - 

Ag, Ag y Ac), es indispensable separar las fraccio

nes Ag -Ac y * Ag -Ac de Ag y * Ag, para medir - 

así, la radioactividad de la fracción unida ( U) al - 

Ac, o bien aquella en forma libre ( L), o ambas. - 

En esta forma, se elabora posteriormente una curva - 

dosis respuesta con los resultados obtenidos a partir - 
de estardares. La separación de la fracción unida - 
al Ac ( Ag -Ac +` Ag -Ac), de la unida ( Ag + * Ag), - 
es crítica y de fundamental importancia. 
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Esta se logra mediante varios procedimientos que - 

se mencionarán más adelante. 

F. La proporción resultante de la radioactividad unida - 

entre la radioactividad total ( U/ T), que presentara - 

dentro de cierto intervalo una relación " dosis res- - 

puesta" respecto a la concentración de antígeno es

tándar, permite graficar e interpolar a éstas las pro- 

porciones U/ T observadas en los problemas y calcu- 
lan así la concentración del antígeno o sustancia a - 

determinar como se verá más adelante. 

BASES CINETICAS DEL RIA

Puesto que toda la cinética de las reacciones en el - 

RIA está regida por la primera ley de acción de masas, es conve-- 

n iente recordar los fundamentos de ésta. 

La ley de Acción de Masas se refiere a los esfuer- 
zos aplicados a equilibrios mediante cambios en masa o cantidades- 

reactantes. Dichas masas se expresan en términos de concentración - 

molar, es decir, en moles por litro de las reactantes en solución . - 

EI equilibrio consiste en una situación en la cual dos reacciones, - 

opuestas entre sí, ocurren simultaneamente y cuyas velocidades, - 
opuestas, son de igual valor ( 11). 

V
A + B- = C + D. donde V = - V

La ley de acción de masas establece que las veloci- 

dades de reacción, son proporcionales a los productos de las concen_ 

traciones activas de los . reactantes, elevadas a una potencia igual

a su coeficiente en la ecuación balanceada de la reacción ( 11, - 

12) . Así para la reacción géneral antígeno- anticuerpoen el equilibrio
suponiendo que la reacción es mol a mol), se tienen las siguien- 

tes expresiones . 
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Ag + Ac Ag - Ac

La velocidad hacia la derecha : 

R, k CAgj CAc] 

y la velocidad hacia la izquierda : 

R2 d [ Ag - Ac) 

en donde los paréntesis significan la actividad de - 
los reactantes, que por ser casi igual a la concentración en moles - 
gramo por litro, se tomará como la concentración y el símbolo « 
significa proporcionalidad. 

Para convertir estas proporciones en ec-,sacionezy - 
se introducen las constantes de velocidad KI y K2. Estas constan— 

tes representan los efectos de la naturaleza de los reactantes, de - 

los catalizadores, la temperatura y todos los otros factores, con - 

excepción de las concentraciones, que afectan a las velocidades - 
de reacción . En estas condiciones : 

RI = K [ Ag] LAcj
R2 = K2 [ Ag - Ac] 

Puesto que en el equilibrio RI y R2 son iguales - 
y dos cantidades iguales a una tercera son iguales entre s , se - 

puede expresar como sigue : 

KI A93 [ Ac]= K2 [ Ag - Ac] 
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Pasando todas las constantes de un lado de la igual- 
dad y todas las variables del otro, tenemos : 

KI/ K2 = CAg- Ac, / [ Ag, [ Ac] 

Ya que la relación entre dos constantes es a su vez- 
otra erotraconstante, la relación Kl / K2 se sustituye por Ke, resultan— 

do que : 

Ke = CAg- AcJ / [ Ag] Ac] ( Ec . # 2) 

Esta es la forma general de la constante de equ i I i- - 
brio en el caso de una reacción inmunológica antígeno -anticuerpos
la cual fundamenta y proporciona las bases de la cinética en los - 
procedimientos del RIA . 

Una vez que la reacción ( ec. 11) haya alcanzado - 
el equilibrio, podemos definir a la constante de equilibrio ( Ec. 12) 
de la siguiente forma : 

Ke [ Ag] [ Ac] = [ Ag -Ac] 

La relación del antígeno unido ( U) y el anfiaeno - 
libre ( L) en el equilibrio es : 

U/ L = CAg- Ac] / [ Ag] Ec. # 3) 

En este caso se supone que las constantes de equili- 
brio para los antígenos marcados, así como para los est6ndares y - 
problemas son iguales ( 11, 13). 

Bajo las condiciones dei RIA, los componentes Ag y
Ac están relacionados a la constante de equilibrio observando que: 
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Ag] = [ Agi - Ag -Ac] ( Ec . # 4) 

en donde Agi es la concentración inicial del anti- - 
geno, 

y : [ Ac] = [ Aci - ( Ag -Ac)] ( Ec. # 5) 

en donde Aci es la concentración inicial del anti- - 
cuerpo. Entonces, la relación entre el antígeno unido y el libre - 
es : 

U/ L = tAg-Ac] / [ Agi - ( Ag -Ac)] 

que puede arreglarse de la siguiente forma : 

U/ L [ Agi - ( Ag- Ac)j = [ Ag -Acj

o CAg Ac' = LAgi] U/ L / ( U/ L + 1) ( Ec # O

combinando las ecuaciones 2, 4, 5 y b resulta : '
4

Ke ([ Agi3 - 
CAgj U L /!

4cij -[ Agi] U/ L - 
U/ L + 1) C ( U/ L + 1) 

Agi U/ L

U/ L + 1) 

que arreglandose nos dará : 

U/ L) 2 + U/ L 11 + Ke Agi - Ke Aci] - Ke Aci=O
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Esto representa la ecuación de una hipérbola, como - 

se muestra en la Fig. # 3 La relación entre U/ L y la concentración
del antígeno se describe por medio de la curva PQRque se aproxi— 
ma en su extremo superior, a la asintota STU, cuya pendiente es - 

Ke. Un cambio en la relución U/ L es proporcional a un cambio - 
en la concentración del antígeno unido, siendo la constante de pro
porcional¡ dad - K . La relación del anticuerpo unido ( U) al antíge- 

no marcado ( L) disminuye a medida que la concentración del an— 

tígeno no marcado aumenta. Por lo tanto, los cambios en la rela- 

ción U/ L son mayores cuando la concentración del antígeno es pe- 
queña comparada con la concentración del anticuerpo. En el pun- 

to Q, U/ L = Ke [ Aci3 y en el punto T, U/ L = ( Ke Aci - 1) 

ver ( Fig. # 3). 
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FIGURA # 3. Relación entre U/ L y la concentración de la hormona. 
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ASPECTOS TECNICOS DEL RADIOINMUNOANALISIS. 

Los procedimientos del RIA requieren de la obten- - 
ción, purificación y radiomarcaje del antígeno que se pretende - 
medir; de la inducción de anticuerpos específicos y con afinidad - 
por dicho antígeno y de una técnica adecuada para la separación - 
del antígeno libre del unido. ( Cuadro # 2). 

ASPECTO INMUNOLOGICO DE RIA

EL ANTICUERPO : Los anticuerpos son proteinas - 

séricas del tipo de las gamma globulinas o inmunoglobulinas ( Ig) - 
de peso molecular elevado mas de 200, 000. La mayoria de estas - 

inmunoglobulinas pertenecen a la clase IgG, pero todas ellas - 

1gA, 1gM, 19D, e 19E), tienen la misma estructura básica ( 14); - 

compuesta por dos tipos de cadenas polipeptídicas llamadas cadenas

igéras ( L) y las cadenas pesadas ( H) . Estas cadenas están unidas - 

por puentes disulfuro covalentes y por enlaces no covalentes de va- 
rias clases, de tal modo que forman unidades básicas de cuatro - 

cadenas como se muestra en la figura # 4. Mediante el empleo - 

de la papaina, enzima proteolítica que rompe a la 19G en presen- 

cia de cisteina ( agente reductor), se ha demostrado la presencia - 

de tres fragmentos, dos de ellos designados Fab y el otro Fc ( fig.- 
1

fig.- 
5), siendo el Fab el fragmento que contiene los sitios de unión - 

del anticuerpo, mientras que el fragmento cristalino Fc es necesario

para permitir la activación y fijación del complemento ( 15, 16). 

En todos los animales superiores que se han estudia— 
do ( vertebrados) hasta la fecha, los sistemas de inmunoglobulinas y
del complemento constituyen los mecanismos humorales de resisten— 

cla inmunológica más importante ( 17). El sistema de complemento - 

consiste en un grupo de globulinas séricas del cual actualmente - 

se conocen 11 proteinas. Los componentes del sistema del comple- 

mento se han designado C1, C2, C3, C4, C57 C6, C7, C31 C9. 



ANTIGENO PARA INMUNIZAR

ANTICUERPO

ANTIGENO

PURO

MARCAJE

ANTIGENO RADIOACTIVO

CONCENTRACIONES ESTANDAR

CONOCIDAS

CUADRO # 2. REQUISITOS PARA EL DESARROLLO DEL RIA. 

ANTIGENO ESTANDAR

Se señalan las tres condiciones o elementos que deben reunirse para desarrollar e imple- 

mentar un procedimiento de RIA. Obsérvese cano todo tiene corno punto de partida el dispo- 

ner de un antígeno puro. 

NO, 
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El componente Cl es un complejo de tres proteinas- 
Cl , Cl y Cl ) unidas por un ión Ca++. Algunos sistemas - 

del c -Implemento ion termolábiles; por ejemplo, Cl, C2, C5, C8 y
C9, que se inactivan al calentar el suero a 56° C por 30 minu- - 
tos. ( 16). El complemento puede activarse y unirse por medio - 
de anticuerpos IgM e IgG unidas a un antígeno especifico. 

La unión del complemento ( C) se lleva a cabo por una secuencia - 
de reacciones enzimáticas que ocurren en un orden especifico a - 
37° C y que requiere la presencia de iones Ca++ y Mg++. 

Aunque el titulo o concentración del anticuerpo es - 
importante, el principal criterio para establecer si un antisuero es - 

adecuado, es la energía de interacción que exista entre el antíge- 

no y el anticuerpo, así como la afinidad y especificidad que pre- 
senta éste por el antígeno ( 18) . 

El método general para la inducción de anticuerpos, 
llamado inmunización, se efectúa inyectando a un grupo de ani- - 

males de determinada especie, el antígeno ( sustancia que debe ser - 
pura, en este caso es el extracto purificado de lig THC) provienen

de una especie diferente, llamado antígeno heterólogo. Las espe— 

cies animales generalmente utilizadas por su facilidad de manejo - 

incluye a los cuyos, conejos, carneros, pollos y monos. Las téc-- 
nicas de inmunización, varían de acuerdo con las rutas de adminis- 
tracion del antígeno ( intraperitoneal, intravenosa, subcutonea, in— 

tradermica o directamente en los nódulos linfáticos), así como la - 

dosis y la frecuencia de su administración. ( 18, 19, 20). 

Debe recordarse que las moléculas que son demasiado
pequeñas, como es en este caso, para inducir la formación de anti
cuerpos, son tratadas como haptenos, es decir, son unidas o acopla

das a moléculas acarreadoras como proteinas o polipeptidos sinteti-- 
cos, antes de ser inyectadas, ( 20, 21) . 

En la primera inmunización debe usarse una prepa- - 
raci6n de antígeno de gran calidad. Las siguientes inmunizaciones



FIGURA # 4. ESTRUCTURA ESQUEMATICA DE LA IgG

L = cadenas ligeras; H = cadenas pesadas; CHO = unidades de carbohidratos. 

Las porciones variables y constantes de la cadenas, con respecto a la secuencia de amino- 

ácidos, están indicadas por las letras V y C, respectivamente. No se sabe si V es de la

misma longitud en las cadenas H y L. 
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FIGURA # 4. ESTRUCTURA ESQUEMATICA DE LA IgG

L = cadenas ligeras; H = cadenas pesadas; CHO = unidades de carbohidratos. 

Las porciones variables y constantes de la cadenas, con respecto a la secuencia de amino- 

ácidos, están indicadas por las letras V y C, respectivamente. No se sabe si V es de la

misma longitud en las cadenas H y L. 
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Puente disulfu o ( CH 20) Carbohidratos

FIGURA # 5. Modelo de R. R. Porter ( 1962) pare la molécula de IgG. 
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X ZiWcióu dal ani-suEeo

u11lix" o . ara e( ensayo. 

X- 

405 40Y
405 401

403

Recíproco de la dilución

del antisuero. 

FIGURA # 6. Curva producida con varias diluciones de un antisuero

para buscar un título adecuado. 
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debe usarse una preparación de antígeno de gran calidad. Las si— 

guientes inmunizaciones pueden hacerse con antígeno menos puro, - 

en un periodo o varios no muy cortos de tiempo, tomando muestras - 

de sangre para titular. El tiempo total de inmunización será varia

ble según el titulo obtenido. ( 19) . 

La concentración óptima o titulo del antisuero se de
termina por un ensayo especifico como el que se ilustra en la figu
ra # 6. En este caso se mide la unión del antígeno al anticuerpo

en varias diluciones. La dilución donde aproximadamente la mitad

del antígeno marcado sea unido por el anticuerpo ( U/ L = 1) es la

mas apropiada. 

SEPARACION DEL ANTIGENO MARCADO LIBRE M- 
UNIDO : Otro requisito para el desarrollo y estandarización de - 
un procedimiento de RIA, es disponer de un método adecuado para - 

la rápida y completa separación del antígeno marcado unido al - 
anticuerpo, de aquel que se encuentra libre ( 22), de tal forma que

la radioactividad de una o ambas fases pueda ser correctamente - 

medida . 

Existen diversos métodos de separación que se encue_n

tran esquematizados en la fig. # 7. De todos éstos, los que se - 

han impuesto en el uso, dada su practibilidad, son la utilización - 

de antiglobulinas gamma de conejo, obtenida generalmente en ove- 

jas, cuando se trata de partícu las de peso molecular mayor de - 

5, 000 y el empleo de carbón cubierto de dextranas para adsorber - 
estructuras con pesos moleculares habitualmente menores a los 5, 000
25) . 

No existe ningún método de separación que sea - 

superior a los demas. Sin embargo, deben considerarse las cualida

des generales para los sistemas de separación y elegir un sistema - 
adecuado valorando los siguientes factores ( 23) : 



Fig. No. 7. Métodos de uso común para separar complejos antrgeno- ant¡ cuerpo de
ontrgeno libre. 
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METODC DEL DOBLE ANTI CUERPO

Se attade al sistema un segundo anti- Los complejos Ay -Ab o Fracción unido l.l, 
cuerpo dirigido contra el primero, es / son precipitados. La fracción L se loca - 

decir, un anti - I G. / liza en e' sobrenadonte. 

Ag- Ab 2 Ab

METCDO DE ABSORCI CN A MATERIAL 1 NSOLQUE

Los materiales mas comunes son; carbón, 
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rido, poro disminuir su afinidad por Tos 9 - Ab , 
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Carbón
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1 . La separación completa de las fracciones libres y
un ¡das. 

2. El volumen de incubación que pueda ser maneja— 
do. 

3. El efecto de las variaciones en la concentracion- 
de proteínas. ( 22) 

4. El comportamiento del antígeno radioactivo daña- 
do. 

5. El efecto de factores no específicos presentes en

los diferentes fluidos biológicos que contienen la
sustancia por medir. 

6. La rapidez de la separación. 

7. El tiempo y facilidad de operación. 

S. El costo de los materiales utilizados. 

ESTANDARIZACION Y CONTROL DE CALIDAD - 
DEL RIA : La estandarización del RIA es un gran problema para - 
el caso de hormonas que no pueden obtenerse en forma pura. - 
Aún cuando se tienen estándares puros, la validez de la especifici- 

dad y exactitud del ensayo en varias muestras, puede ser dificil. 

Existen cinco criterios principales que se utilizan - 
para valorar la seguridad de los procedimientos del RIA. Estos - 
son : Precisión, sensibilidad, especificidad, exactitud y reproduce
bilidad. ( 24). 

LA PRECISION : En este método, se define como - 
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la capacidad del sistema de ensayo para distinguir entre dos conce_n
traciones de antígeno en cualquier posición de la curva de inhibi— 
ción . La precisión del ensayo se valora cuantitativamente, por me

dio del coeficiente de variación ( 23), definido por la fórmula - 
CV = S/ 7-, donde S es la desviación estándar y X es el prome- 
dio de las mediciones. 

LA SENSIBILIDAD : En éste método, se define co— 

mo la cantidad más pequeña de antígeno no marcado que puede - 
ser detectado. La sensibilidad máxima depende de la afinidad del

anticuerpo y se obtiene cuando la concentración del * Ag es in- - 
significante y la concentración del Ag se aproxima a cero. La - 

concentracion del Ac en el ensayo o dilución final utilizada, está

definida como el bulo ( 19), de éste, así como de la actividad - 
especifica del antígeno marcado, depende Én forma directamente - 
proporcional la sensibilidad del ensayo. 

Una de las grandes ventajas del RIA sobre otros - 
procedimientos cuantitativos, es la alta sensibilidad que resulta de - 

la naturaleza de la interacción Ag -Ac, la cual hace posible medir
concentraciones de antígeno tan pequeñas como micro, nano- y - 

p icogramos . 

LA ESPECIFICIDAD : Es el grado de interferencia - 
creado por otras sustancias que sean diferentes a las que se quiere - 
medir. La especificidad del Ac por el Ag está influenciada por :- 
Heterogeneidad de anticuerpos especiTicos, reactividad cruzada con

antígenos similares o moléculas que puedan ocupar los sitios inmu-- 

noreactivos y la interferencia de la reacción debida al bajo peso - 

molecular del material que altera el medio o las condiciones de - 
la reacción, ( 19, 22) . 
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LA EXACTITUD : Se refiere al grado en el cual - 

la medición de una sustancia coincide con el valor de la medición
estándar de dicha sustancia. Un método para evaluar la exacti- 
tud relativa, consiste en comparar los resultados obtenidos en un - 
número diferente de ensayos semejantes. ( 23). 

LA REPRODUCIBILIDAD : Puede definirse como la - 
repeticion de los resultados dentro de los parámetros establecidos, - 
tanto entre ensayos, ' como durante un mismo ensayo. Un método - 

para limitar los resultados a parámetros establecidos es minimizar - 
las variables utilizables en el ensayo. 

Esto incluye todos los lotes de reactivos que se - 
usan en el ensayo. También se deben reducir al mínimo las dife- 

rencias en las variaciones técnicas de cada personas que pueda rea
izar un RIA ( 24) . 

son : 

Los parámetros mas útiles es el control de calidad - 

a) EI porciento total de * Ag unido en ausencia de - . 
Ag y en ausencia de antisuero especifico, es de- 

cir, e! % de union inespeci fica . 

b) La pendiente de la curva estandar a una concen— 

tración cero M antígeno y el 50 % de! punto - 

de inhibición. 

c) La dosis de estandar en el 50010 del punto de - 
inhibicion . 

d) La variación intraensayo, que es la variación - 

observada en determinaciones múltiples de mues- 
tras " corridas" en el mismo ensayo. 
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e) La variación interensayo, que es la variación de - 

determinaciones múltiples de la misma muestra en - 
diferentes ensayos. 

Es esencial el desarrollo de un sistema de control de - 

calidad para poder evaluar la estabilidad y reproducibilidad de un - 
RIA . 
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TRABAJOS REALIZADOS

BRIOTRANSFORMACION Y ELIMINACION DE - 
á9 THC. ( 26- 30) : Los estudios realizados acerca de ésto, nos - 

dicen que las vias de eliminación son la orina, principalmente y las he
ces, teniendo una transformación en el organismo, que pasa de ni.. - 
THC a 11 - OH -THC, esta biotransformacion es poco cuantitativa pero - 
debe tomarse en consideración, otra transformación es el paso de - 

A '") THC a Cannabinol, de la cual no hablaremos. La vida me_ 
dia de los metabolitos es de 56 horas, para el caso de Q5 THC - 

en plasma, es importante hacer notar que en la primera hora des -- 
pues de aplicada la dosis, declina considerablemente la cantidad - 
de dicho metabolito, pero la desaparición a partir de ese momento

es muy lenta . Se puede explicar este rápido decremento por una - 
redistribución del metabolito por los compartimientos intravasculares
en los tejidos, incluso el cerebro, y por el metabolismo intrinseco- 
del individuo; otra explicación es que se forman rápidamente los- 
metabolitos mas polares, durante el drecremento rápido del 0g - 
THC, ya que dichos metabolitos aumentan su concentración al dis— 
minuir la de 9 THC. En el hombre los efectos de la marihua- 

na se presentan a los 15 minutos y empieza a declinar a los 30 mi
nutos, desapareciendo totalmente a las tres horas, despues de la - 
ingestión. Las rutas metabólicas que siguen las dos vías de salida - 
son; para la orina, se puede decir que es directa ya que pasa de
plasma a conductos renales, sin ninguna transformación aparente; - 

para el caso de las heces, es diferente el mecanismo de eliminación
ya que tiene que pasar primero por hígado, pasar a los conductos - 

biliares y entrar al aparato digestivo a nivel de duodeno, para que

posteriormente pase a las heces, es lógico pensar que el primer dia
no se encuentren los metabolitos en esta ruta, va a,ue ' tarda mas - 

tiempo este metabolismo. ( 36) Las cantidades de á9 THC en - 
orina son mayores que en heces ( 28), no así para el caso de - 

11 - OH -THC que es todo lo contrario. Los datos experimentales - 
nos dan esa evidencia, pero no se ha logrado esclarecer el mecanis
mo que sigue el

02' THC para pasar a 11 - OH -THC y los demas
metabolitos mas polares. La eliminación de los metabolitos es de - 



un 67 % para personas no fumadoras y 71% para personas que

tienen el hábito de fumarla. ( 26) ( Ver figura # 3) . 
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OBTENCION DEL Ac ANTI 2 THC, PARA USO - 

EN RADIOINMUNOENSAYO. ( 31- 35). 

Después de haber explicado de una forma general - 

como y que es un anticuerpo, procederemos a explicar como los di
ferentes autores han podido obtenerlo, bajo que condiciones y que - 
resultados han obtenido. 

Basándose en el artículo # 31 y complementando - 
con los otros mencionados con antelación se describe esta obten- - 
cion así : 70 mg de 49 THC y 172 mg de anhidrido succinico - 
se disuelve en 5 ml de piridina. 20 u CGT ( 10 11 g) de 3H - THC - 
se añaden con el objeto de conocer el grado de incorporación del - 
THC dentro del conjugado. La mezcla es calentada a reflujo en - 
obscuridad durante 4 horas. Se remueve la piridina por vacío a - 
45° C y el residuo se disuelve en cloroformo, se lava varias veces

con agua destilada y se seca con sulfato de sodio anhidro. El clo_ 

roformo es removido con vacío a 35° C y el residuo se disuelve - 
en N - N Dimetil- formamida ( 5 ml). 

Se añaden 100 ml de agua destilada con amortigua— 
dor de fosfatos pH 5. 5, conteniendo ésta, 250 mg de Albúmina de
suero de borrego ( ASB). 120 mg de Etil CDI ( Clorhidrato de 1 - 
etil ( 3, 3 dimetil amino propil) Carbodiimida) ( Edil CDI), se agre- 

gan inmediatamente a la mezcla que se agita constantemente a tem_ 
peratura ambiente. Despues de 30 minutos se agregan 40 mg más - 
de etil CDI y se deja la solución en agitación toda la noche a - 
temperatura ambiente. La mezcla de reactivos se extrae 3 veces - 
con 100 ml de eter ( para remover cualquier THC no conjugado) y - 

el remanente acuoso se dializa con agua destilada por tres días a - 
4° C, para remover otras pequeñas moléculas que interfieren en la - 
inmunización. La solución dializada contiene 49 THC -ASB conju- 
gada que se liofiliza. La cantidad de las marcas presentes de

H - THC en el conjugado es, en promedio, de 25 THC por cada
molécula de Albúmina de suero de borrego. ( 32) 
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PROCESO DE INMUNIZACION : Para obtener - 
el Ac se inmunizaron 6 borregos con diferentes conjugadores de - 
THC -ASB; 5 mg de as THC -ASB fueron disueltos con 2 ml de agua
destilada y filtrada libre de pirógenos, se emulsifico con 4 ml de - 
adyuvante de Freund, que es una mezcla de aceite mineral, ceras - 

y bacilos de My_cobacterium tuberculosis muertos, que aumentan y - 
prolongan la respuesta antigenica. La mezcla se inyectó en 6 lu— 
gares del muslo de los borregos. Se le pusieron tres refuerzos de - 

2. 5 mg del conjugado a intervalos de un mes cada uno y se san- - 
gró de 7 a 10 días después de la última inyección. Un borrego - 

produjo antisuero capaz de captar 3H - THC y este material fue el

utilizado para el RIA posteriormente, la dilución utilizada fue de - 
1/ 12. Los niveles de radioactividad usados en el proceso son de - 
3H - THC ( 2 e¿ c/ fa g), para fijar la capacidad de unión del anti -- 
suero . Un ng de THC marcado es incubado por una hora en una - 
mezcla conteniendo una dilución de antisuero de 112. El amorti- 

guador eluyente es preparado con 0. 4 M de fosfato. pH 7. 4, con- 

teniendo

on-

teniendo 0. 15 M de cloruro de sodio y 0. 2% de gammaglobulina - 
de borrego. La separación de la fracción libre de la unida, se - 

efectúa con 5% de Carbón activado con dextranas ( UCC) . AI icuo_ 
tas del sobrenadante contienen anticuerpos marcados y son detecta- 
dos por medio de un contador de centelleo liquido. ( ver tabla - 

1). 

La tabla # 2 muestra el incremento del grado de - 
enlace de 3H - THC marcado, hechas con la solución 112 después - 
de los sucesivos refuerzos de inmunización. Los resultados se ex- 
presan en porciento de marcas presentes en la fracción del anticuer
po unido (, o unido). El decremento en las marcas, es producido - 

por el incremento de las M THC no marcados. La figura # 9 - 

nos muestra la curva de calibración obtenida con la solución de - 
antisuero 1/ 12. La menor cantidad de THC no marcado que produ- 
ce una inhibición de captación de 3H - THC es de 2 ng. Core la ma
yor marca de actividad especifica, puede ser posible la detección - 

del limite más bajo de apreciación. Tal marca puede ser utilizada
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en el sistema de incubación, conteniendo menor cantidad deananti-- 

suero y puede constituir la base para un ensayo inmunológico para - 
THC, con igual o mayor sensibilidad que algunos métodos físico -qui

mico que todavía están en uso. 
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TA BLA # 1

PROTOCOLO PARA EL ENSAYO

Los valores indican volumen en ml. El suero es dilui
do con amortiguador eluyente. 3H - THC es almacenado en dioxano
y una al icuota de amortiguador antes de usarse. El tiempo de in- 

cubación es de una hora a 4` C. EL UCC es 5%o de carbón acti— 
vado con dextranas en solución salina con amortiguador de fosfatos. 

TA BLA # 2

INCREMENTO DEL GRADO DE UNION DE 3H - THC MARCADO, - 
DESPUES DE LOS SUCESIVOS REFUERZOS DE INMUNIZACION. 

REFUERZO % DE UNION

ler 15. 2
2o. 21. 0

Ser 51. 5

100 % CERO BLE- 

AMORTIGUADORELUYENTE 0. 5 0. 4 0. 4

SUERO NORMAL 1/ 2) --- 0. 1

ANTISUERO 1/ 2) --- 0. 1

3H - THC 1 ng) 0. 1 0. 1 0. 1

UCC 5 %) --- 0. 2 0. 2

Los valores indican volumen en ml. El suero es dilui
do con amortiguador eluyente. 3H - THC es almacenado en dioxano

y una al icuota de amortiguador antes de usarse. El tiempo de in- 

cubación es de una hora a 4` C. EL UCC es 5%o de carbón acti— 
vado con dextranas en solución salina con amortiguador de fosfatos. 

TA BLA # 2

INCREMENTO DEL GRADO DE UNION DE 3H - THC MARCADO, - 
DESPUES DE LOS SUCESIVOS REFUERZOS DE INMUNIZACION. 

REFUERZO % DE UNION

ler 15. 2
2o. 21. 0

Ser 51. 5
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RADIOMARCAJE DEL ANTIGENO

4114,',2). 

De este método se pudieron obtener solo pocos da- - 
tos, ya que el reporte original de la técnica está en el " Svensk - 

Farm. Tidskr. 72, 662 ( 1968)". escrito originalmente en sueco, los

recursos que se tienen no son suficientes para obtener esta informa- 

ción. La técnica que a continuación se escribe es del mismo autor
de la cita mencionada : 

De los diferentes cannabinoles presentes en la resina

solo el Z THC y Q8 THC son aparentemente psicoactivos. Pues

to que el isómero delta 9 es el componente predominente en el - 

Haschisch, sus pro1¡ edades psicotomimetricas pueden atribuirse en - 

gran parte al ( THC. 

Materiales marcados : Se preparó un estracto puri- 

ficado que consistía de aproximadamente : 70% de cannabinoles - 

que contenían THC ( 71%); cannabidiol ( 24%) y cannabinol ( 50/6) , 

por cromatografia fraccionada con alúmina. 

Los cannabinoles se marcaron calentando 150 mg - 
de éstos, 0. 5 ml de ácido fosfórico al 100%, 2. 5 ml de tetrahidro

furano y 0. 25 ml de agua tritiada ( 50 mC) a 80° C durante dos - 

horas en atmósfera de Nitrógeno, la mezcla de reacción se disolvió
en éter ( 25 ml), se lavó una vez con un volumen igual de una so- 

lución saturada de NaHCO 3y 2 veces con un volumen igual de - 
agua, después de secar con sulfato de sodio anhidro. El éter se = 

extrajo por vacio. Los hidrógenos intercambiables se quitaron disol

viendo el residuo en 2 ml de metanol y evaporándolo bajo una co- - 
rriente de nitrógeno, esto se repitió por dos veces más. Se obtuvie

ron preparados conteniendo THC ( 84%), cannabidiol ( 11%) y canna
binol ( 3%) con actividad especifica de 1 . 2 - 3. 5  C/ mg. Con
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á9

THC puro y agua tritiada de alta actividad específica
5 C/ ml, se obtuco 97% de delta 9 THC tritiado con actividad es— 

pecífica

s— 

pecífica de 41 m C/ mg . 

La radioactividad fue determinada por un contador - 

de centello líquido, marca Pachard Tri- Carb mcdelo 3375; de solu- 

c ion acuosa en solvente XDC . Los átomos marcados fueron encon- 

trados en las posiciones 2, 5, 7 del anillo. ( 29) 

C143
11

Q5 i, o

H; C

03C  . 
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DETECCION DE PRODUCTOS DE Cannabis sativa en

orina por RIA . ( 33, 38, 39, 40) . 

En este caso se hará como en los casos anteriores, - 

se tratará un articulo y se completará con las demás referencias, - 
este es el 38. 

Introducción : El análisis de orina para drogas de - 

abuso es común en muchos laboratorios, el mayor énfasis en la - 

U. K., está dado para narcóticos como anfetaminas, barbituratos, - 

etc ... De vez en cuando se estudiaron también otras drogas como - 

la metacualona . La cromatografia en placa constituye la base me- 

todologica de la detección de la mayoría de las drogas, pero las - 

tecnicas inmunologicas están teniendo importancia en la actualidad. 

Actualmente ( 1975) ningún método en orina es capaz

de detectar el uso de Cannabis sativa . Asi pues, no hay ningún - 
método que nos de resultados confiables que presenten en lo futuro - 

una base para la legislación policiaca de esta droga. 

Material y métodos : THC reacción cruzada con - 

cannabinoides ( THC - CRC) en orinas fueron medidos por la técnica - 

de RIA especifica para núcleos cannabinoides de tres anillos. Los - 

casos fueron seleccionados. Todas las orinas fueron seleccionadas - 

y obtenidas en los laboratorios de Drogas, entre diciembre de 1974

y febrero de 1975. Fueron analizados por THC -CRC a intervalos - 

regulares y codificados. De las 475 orinas examinadas, 82 prove— 

nian de pacientes de hospital que no eran drogadictos. Ninguno - 

de ellos tenia reacciones cruzadas con los trata hidrocannab¡no¡ es, - 

Las otras 393 muestras provenían de pacientes que sabian o sospe— 

chaban que habían fumado varias veces y varias drogas. De éstos, 

319 provenian de dos hospitales de tratamiento ( A y B) y una cl i - 
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nica de tratamiento independiente, las otras 74 muestras provenían - 

de diferentes personas que se sospechaba que habían fumado la - 
planta . 

Resultados de este estudio fueron congruentes y por - 
tanto se puede tratar de aplicar para la legislación de la prueba, - 

a continuación se dan los resultados que se obtuvieron y algunos - 
detalles de las técnicas que siguieron ' estos autores. 

TABLA # 3

TOTAL POSITIVOS PORCEN-- 

CI mica A 162 51
TAJE. 

31

CI in ica B 50 19 38

Clínica C 107 71 66

M iscelaneos 74 13 18
Control hospitalizados) 82 0

Este mismo autor en el articulo # 33, nos demues- - 

tra que la prueba por RIA es confiable para detectar metabolitos de

marihuana en orina y plasma, ya que puede llegar a detectar 1 - 

ng/ ml en orina y 7. 4 ng/ ml en plasma. En la tabla 4 podemos - 

observar las reacciones cruzadas y que compuestos requiere para - 
reducir la marca de 3H - THC de 50%. 
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TABLA # 4

Cannabinoides naturales y sintéticos que presentan reacción cruzada
con el antisuero. La constante de avidez de esta reacción y la - 
cantidad de cada compuesto que requiere para reducir la unión de - 

50010 de 3H -THC. 

CANNABINOIDE

CONSTANTE DE

AVIDEZ

litro mol - 
1) 

Delta 9 THC 6. 0 x 109

Delta 8 THC 6. 0 x 109

11 - OH -THC 6. 0 x 109

Cannabinol 6. 0 x 108

11 - OH -Cannabinol 2. 2 x 107

8 alfa- OH- HHC 6. 0 x
109

Cannabinol - II -al acetato 6. 0 x
109

de

THC- 11- oic ácido metí¡ éster 6. 0 x 106

g

THC- 11- oic ácido metí¡ éter 9. 8 x 106

8- acetoxi- 9- 0H- HHC 8. 8 x 106

HHC = hexahidrocannabinol Sintético

CANTIDAD - 

EN ng PARA - 
REDUCIR LA - 

MARCA 50%. 

0. 4

0. 4

0. 4

0. 4

35. 0

0. 4

0. 4

100. 00

100. 00

100. 00
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TA BLA % 5

COMPUESTOS QUE NO PRESENTAN REACCION CRUZADA CON

EL ANTISUERO. 

Cannabidiol * 4- Carbometoxi- e T HC
Cannabicromeno * d THC- 11- oic ácido metil éster

Cannabiciclol metil e"ter

Compuesto que no son cannabinoides

Morfina Difenilhidramina

Codeina N icotina
Heroina Trifluoroperacina

Metadona Efedrina

Aminoglutetimida Am i tri pti 1 ¡ no

Fenobarbiton Acido Lisérgico

Fenitoin Salicilato

Tetraciclina 2- OH- bifenil Carveno

Anfetamina alfa pineno

Lignocaina Piperitono Terpenos

Promacina Piperitono

Pu legono

Sinteticos. 
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COMENTARIOS

Esta técnica que ha sido desarrollada a lo largo de - 
esta tesis, presenta muchos inconvenientes para su manejo y obten- 
ción de reactivos, un ejemplo de esto es el marcaje del antigeno,- 

pero en cambio nos da gran ayuda para la detección de cantidades
infinitesimales de metabolitos de la Marihuana, que por otros meto

dos seria imposible de obtener. Tomando en cuenta ésto y su grarr
especificidad hacia los anillos cannabinoides, podemos concluir que

este es el metodo de elección para buscar e identificar los metabo- 
litos de la marihuana. 

Los resultados obtenidos por los diferentes investiga- 

dores son elocuentes y por demas satisfactorios para darnos una idea
clara del buen resultado de la tecnica. Esta técnica parece a pri- 

mera vista muy sofisticada y complicada, pero una vez que se - 

aprende a hacerla es una técnica de rutina como cualquier otra; - 

la presencia de isótopos radioactivos es un tabú para los ¡ abarato-- 
rios, pero es solo eso, ya que su manejo solo requiere mas cuidado

dentro de los pasos de la rutina, para no contaminar todo el am- - 

biente, pero con esmero y cuidado se puede llegar a realizar la - 
tecnica sin mayores contratiempos. 

El Instituto de Energía Nuclear presta toda la aseso- 
ría técnica e imparte cursos para el manejo de isótopos radioacti- 
vos, así pues, en mi particular opinión, el metodo es rápido, bue- 

no y muy especifico para la sustancia en estudio, yo recomendarla

que los laboratorios de drogas de abuso, como son la Procuraduría - 

General de la República y los Centros de Integración Juvenil, - 

tuvieran este método como el de elección. 

Otra de las ventajas que presenta este metodo es la
versatilidad, ya que se puede usar para Marihuana, pero también - 
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es posible usarlo para otras drogas como son : Morfina, Heroina, - 

Codeina, Ac . Lisérgico, etc ... Solo es cuestión de buscar al - 

donador del anticuerpo especifico, es decir, encontrar al animal - 

ideal para cada caso y tratar de obtener el anticuerpo, así como - 

el radiomarcaje de cada antígeno que se trate de estudiar o identi- 
ficar. 
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