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1. INTRODUCCION 

Las drogas de abuso constituyen uno de los problemas más Importantes y 
complejos en la actualidad. El fenómeno se presenta en casi todas las 
sociedades modemas y son los jóvenes quienes conforman los 
conglomerados mayoritarios de usuarios de drogas. Un reporte del National 
JnstJtute on Drug Abuse (NIOA) do los Estados Unidos sei'\ala que en 1991 
aproximadamente 74.1 millones de personas consumieron drogas lllcitas. La 
marihuana es una de fas drogas de abuso usadas con mayor frecuencia: 
19.5 millones usaron esta droga durante 1994 y aproximadamente 9.7 
millones Ja l.flilizan al mes (34). Aunque en México las estadísticas son 
escasas, un informe de 1988 emitido en la primera Encuesta Nacional do 
Adicciones, indica que entre los 12 y 17 anos de edad se adquiero el hábito 
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 detección de 
drogas tanto a nivel gubernamental como en el sector privado. Es así como 
a personas de diferentes ámbitos (deportes. negocios, industria privada, 
fuerzas armadas y, principalmente, los implicados en alguna situación 
delictiva) se les ha practicado Ja prueba para la detección de drogas. La 
mayoria de estos programas involucran el envio de muestras a un 
laboratorio toxicológico donde son procesadas (17, 34). 

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

l. lnmunoqufmico. Basado en el inmunoensayo enzimático (EIA-EMIT y EZ
SCREEN) (3, 7, 8, 13, 15, 17, 22. 31, 34). inmunoensayo de polarización 
fluorescente (FPIA-ADx) (1), radioinmunoensayo (RIA-COAT-A-COUNT) (9, 
26, 34), lnmunoensayo de látex (Ll-ABUSCREEN ON-TRAK) (34) y el 
inmunoensayo de competición enlazante (CBl-TRIAGE) (34). 

11. Cromatográiflco. Basado en la cromatografia de capa fina (TLC-TOXILAB) 
(7, 10, 13, 18, 22, 30, 34), cromatografla de llquidos de alta resolución (HPLC) 
(22), cro,...tografla de gases (GC) (11, 19, 23) y la cromatografla de gases 
..:optado• espectrometrla do masas (GC-MS) (2, 4, 9, 12, 23. 24, 27, 34, 37, .,_ 
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Inicialmente. I•• muestras son ensayadas por algún método Jnmunoqufmfco 
d•d• la facilidad con que se realizan dichas pruebas y 1• alta sensibilid•d 
que permite 1• detección del metaboUto de la droga de abuso en unidades de 
nanogr•mos. Sin embargo, la principal desventaja de estas pruebas es que 
los anticuerpos utHlzados pueden reaccionar en forma cruzada con 
compuestos urinarios endógenos produciendo resultado• falso-positivos 
(17, 34). Por esta razón es aconsejable que la presencia de metabolitos de 
drog•• de abuso sean confirmados por alguna otra técnica basada en un 
principio diferente: la cromatografla (17, 15). 

De los métodos cromatográficos disponibles, el acoplado a la 
espectrometria de masas (GC-MS) es el de elección para la conflnnación de 
los metaboUtos de las drogas de abuso en orina y ros dem.tis 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 manejo. muchos laboratorios toxicológicos no tienen 
acceso a dicha técnica para la confirmación rutinaria de las muestras 
positivas (17, 34). 

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

El propósito de fa presento tesis es identificar la presencia del principal 
metabolito de MARIHUANA. en muestras de orina por cromatografía de capa 
fina. El estudio se realizó 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 MARIHUANA. 
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2. A N T E C E O E N T E S 

El cultivo de MARIHUANA es probablemente uno de los mAs antiguos; se 
realiza con el propósito de obtener fibra (cánamo). aceite, semillas 
utilizadas como alimento por el hombre. para el tratamiento de una amplia 
variedad de enfermedades (por sus propiedades tcrapeútlcas) y por sus 
propiedades alucinógenas (33). 

Los datos actuales scnalan que el cultivo do MARIHUANA con propósitos 
de obtener fibra de cáf\amo es muy remoto. Asi 1 tenemos que existen 
muestras de esta fibra en China. con fechas que datan de 4000 anos a. c •• 
también hilo y cuerda de Turqucstén de 3000 anos a. c. y objetos 
fabricados con cáñamo en algunos lugares do Turquia a finales del siglo 
VIII a. e (28). 

El valor del cáf\amo en la medicina popular es muy dificil de distinguir 
dadas las propiedades alucinógenas 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 elaboró un herbario hace 5000 
anos donde recomendaba el uso do MARIHUANA para el paludismo, beri
beri. constipaciones. dolores reumá.ticos. distracción continua y 
padecimientos femeninos. Hoa-Glio, otro antiguo herbario chino, sugería 
una mezcla de resina de cañamo y vino como analgésico para la cirugía. 
No obstante lo anterior, fue en la India donde la MARIHUANA se utilizó 
eahaustivamente en la medicina popular. Se crela que agilizaba la mente, 
prolongaba la vida, mejoraba el juicio, bajaba ta fiebre, inducia el suei"to y 
curaba la disenteria. En la India. la obra médica Sushruta argumentaba 
que podfa curar la lepra. El Bharaprakasha del ano 1600 d. c., la describe 
como antiflemático, digestivo, capaz de afectar la bilis, astringente. que 
se podla prescribir para estimular el apetito, mejorar la digestión y afinar 
la voz. En este mismo pals, se podfa utilizar tanto para el control do la 
casp• como para el alivio de dolores de cabeza. manías, insomnio, 
enfermedades venéreas. tosferina, dolores de ofdo y tuberculosis. En 
algunas partes de Africa era estimada por aliviar la disenteria. el 
p•ludismo. el ántra• y la fiebre. Aún hoy en dia, los hotentores y los 
mfengu la utilizan contra las mordeduras de serpiente y las mujeres sotho 
alcanzan un estado de estupefaclón parcial fumando marihuana antes de 
dar a luz (28, 32, 33). 
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En la Europa medieval se le concedió un gran valor a la marihuana dentro 
de la medicina y sus usos terapeútlcos so remontan hasta Jos primeros 
médicos clásicos como Dfoscórldos y Galeno. En Jos herbarios 
medievales se distingue entro el cánamo cultivado y el cánamo silvestre. 
recomendándose esto último ºcontra 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. prevenlan contra el uso excesivo. ya que podfa causar 
esterilidad y •·secar las semillas de la roproducclón 00 en el hombre (33). 

El valor do la planta de MARIHUANA en la medicina popular ha estado 
obviamente relacionado con sus propiedades eufóricas y alucinógenas. 
El hombre primitivo en la búsqueda de plantas alimenticias. debe haber 
llegado a conocer los efectos alucinógenos del canamo y su intoxicación 
pudo haberlo inducido a otro plano. conduciendolo a creencias 
religiosas. De esta forma. la planta fue vista como un regalo do los diosos 
o un medio sagrado para comunicarse con el mundo de los espfritus. Una 
preparación llamada bhang era tan sagrada que se consideraba que podia 
disipar el mal, traer buena suerte y apartar al hombro del pecado. 
Aquellos que pisaban las hojas de esta planta sufrirían desastres; en 
cambio. se sellaban juramentos sagrados sobre el canamo. La bebida 
favorita de lndra, dios del firmamento estaba hecha de MARIHUANA. Por 
su parte, Shiva el dios hindú, 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 do MARIHUANA hayan cobrado su 
máxima importancia como alucinógenos en un contexto religioso en los 
Himalayas de la India y en el altiplano del Tibet. Los tibetanos 
consideraban sagrada a la MARIHUANA. La tradición budista mahayana 
sostiene que durante los seis pasos de la vJda ascética que conduce a la 
iluminación. Buda vivió a baso do una semilla de canamo al dfa. También, 
en el budismo tántrico de los Himalayas tibetanos. la MARIHUANA tiene 
un papel muy importante en los rituales para facilitar la meditación 
profunda (28). 
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Aunque I• pl•nl• MARIHUANA es hoy en di• el •luclnógeno m6s 
consumido en todo el mundo. su empleo como n•rcótlco. excepto en 
A•I•. p•rece ••r no muy •ntlguo. Loa efectos paico•ctlvoa de la• 
diferentes prep•raclones de MARIHUANA varlan mucho dependiendo de 
la dosis, la presentación. el tipo de planta utilizada. el modo de 
adminiatr•ción. la personalid•d de quien la consume y loa antecedentes 
cultur•I•• y sociales. Tal vez la caracteristlca m6s frecuente es un estado 
sonador. Se recuerdan eventos olvidados hace mucho tiempo y tos 
pena•mientoa aparecen en secuencias aparentemente sin relación. La 
percepción del tiempo, y a veces del espacio. se ven alteradas. Las 
alucinaciones visuales y auditivas siguen al uso de fuertes dosis. Es 
tiple• la euforia, fa excitación y la felicidad Interior. En algunas ocasiones 
se puede experimentar un estado depresivo al final (33). 

En Jos últimos anos, el uso de la MARIHUANA se ha difundido mucho en 
Ja 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 solución. La opinión parece polarizarse en dos direcciones: aquella 
que considera el uso de Ja MARIHUANA como un peligro social. moral y 
flsico por lo que debe ser prohibida; y aquella que plantea que su uso es 
inocuo. un pasatiempo placentero y que debe de ser legalizado. 

··~ 
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3. CARACTERISTICAS BOTANICAS DEL GENERO CANNAB/S 

En la actualidad existo mucha confusión en cuanto al número de especies 
del género Cannabls (36). No obstante. las especies so pueden Identificar 
por las caracterfsticas botánicas on cada una de las fases de crecimiento 
lndependlentomento del tamano y del sitio donde so desarrolla. En 1974 se 
presentó por parto de los taxonomistas de Estados Unidos (USA) un sistema 
de reconocimiento mortológico do las tres especies distintas: sativa. Indica 
y ruderalis (21, 25). 

En primera Instancia se describirán las caracteristicas botánicas de la 
especie... satlva y posteriormente se indicarán las diferencias entro las 
especies para su identificación. 

Las semillas do Cannabis germinan en un periódo de 3 a 7 dias y su ciclo se 
completa en unos cuantos meses. La plántula poseo dos hojas liger-amcnto 
desiguales en tamal'\o (1.0-1.6 cm) de forma lanceolada (aproximadamnnte 
tr-es veces. más lar-gas que anchas en su parte media). con tres ncrvadur-as 
longitudinales en la cara superior- de las hojas y pelos diminutos sólo 
visibles con aumento de 10X (cada uno con una base parecida a una 
pústula), mientras que en la parte inferior de las hojas existe una menor 
cantidad de. pelos. Las hojas tienen bordes ligeramente dentados 
(aserrados) y están sostenidas por un tallo que llega a medir los 5 cm {21, 
25). 

Las hojas do la segunda generación de la plántula son mucho más grandes 
aunque llenen el mismo aspecto que las anteriores. Cada una tiene un tallo 
mayor (peciolo) con tres hojas radiantes. Las hojas de la tercera generación 
tiene un peciolo con 4 o 5 hojas radiantes por lo quo se describen como 
digitadas, mientras que en la faso adulta de la planta la parte más alta del 
tallo puede tener hasta 11 hojas por peciolo ordenadas en espiral (21. 25). 

El peciolo es angular y ocasionalmente hueco. Se cubro 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 do 
punta agudaª La baso está constituida por cistolitos de carbonato de calcio 
con un• apariencia de peque na protuberancia (21 ). 



···ª 
Las hojas varfan do tamano de acuerdo a la madurez de la planta. A cada 
hoja lo sobresale un peciolo delgado do unos 6 cm do largo con un su..-co en 
la parto superior, mientras quo en la sección del tejldo lenoso so observa 
una fibra en fonna do herradura. Las hojas son delgadas y do textura sua1i1e. 
lanceoladas con los bordes aserrados (do 4-14 por lado) los cuales se 
dirigen hacia la punta de la hoja. Tambión poseo nervaduras que salen 
oblicuamente de la mitad de la hoja hasta la punta de los dientes. Las hojas 
más largas llegan a medir los 15 cm do largo y tienen una gran cantidad de 
pelos diminutos en la parte superior (tricomas). No obstante. también en la 
parto Inferior existen pelos abundantes y largos que miden cntr-c 150·250 
micras. Los tricomas tienen una base esfé..-ica y una punta muy corta que 
sobresale. mientras que la baso de Jos pelos de la parte inferior de las hojas 
no es tan redonda (25). 

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

Las plantas masculinas tienen las hojas mucho más separadas en las 
inflorescencias, además de que mueren más rápidamente que las femeninas 
por Jo que son cosechadas muy tiernas y se utilizan para la producción de 
fibra o resina. Las inflorescencias masculinas crecen entre las ramas de las 
que tienen tallos individuales que llegan a medir los 18 cm de largo; estas se 
encuentran cubiertas de diminutos pelos ásperos. Cada flor consiste do 5 
sépalos, los cuales tienen pelos muy pequeños cuyos colores var-ian 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 las flores femeninas. Los polen son de forrna casi 
circular. ligeramente mt.s anchos que largos midiendo de 25-30 micras. lisos 
con 2--4 poros circulares por polen (21. 25). 
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Las Inflorescencias femeninas no se proyectan más allá do las hojas. son 
compactas, cortas y con pocas nores. La flor Individual tiene un pequeno 
órgano de color verde. llamado bráctea.. y algunas veces cáliz. et. cual cubro 
completamente al ovario formando una funda tubular con dos estigmas. La 
funda está cubierta con pelos pequenos que tienen tallos circulares muy 
cortos cuyas glándulas secretan gotas do r-esina abundante a altas 
temperaturas. La función de dichas glándulas es la do proteger a la planta do 
los animales. La parte femenina de la fto,. (gineceo) consiste de un ovario 
globoso coronado por dos estigmas largos y delgados que capturan el 
polen. El ovario tiene un óvulo del que, despuós do Ja fecundación, los 
estigmas so desprenden rápidamente presentando un incremento en su 
tamano. La fruta so llama aquemo la cual contiene una semilla sencilla 
cubierta con una cáscara IJgeramcnte dura rcvestjda por una pared fina del 
ovario. Los aqucmos so consideran en la práctica como una .. semilla .. la cual 
tiene forma elipsoide, ligeramente comprimida. suave y resbalosa de 2.5·5.0 
mm de largo y de 2.0-3.5 mm de diámetro; su color va del gris al cafó. El 
embrión que contiene la semilla es muy curveado con dos cotiledones 
empacados a lo largo. de un lado, y del otro la raíz junto con un pcquct'\o 
suplemento alimenticio (cndospcrma); estos componentes son ricos en 
aceite (6, 21, 25, 36). 

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

Cannabls Séltiva. Plantas generalmente largas con enramado flojo, aquemos 
planos generalmente faltos del jaspeado en la cubierta externa, adheridos 
con firmeza al tallo y sin articulación definida (25). 

Cannabis indica. Plantas generalmente pequeñas con enramado denso. 
aquemos comúnmente jaspeados en la capa externa. Las plant.ns tienen una 
gran cantidad de ramas. más o menos cónicas, generalmente de 4 pies de 
altura o menos y cuentan con una articulación en Ja base del aquemo (25). 

Cannabis ruderalis. Plantas no enramadas o con ramas generalmente muy 
espaciadas, de 1 a 2 pies de altura (25). 
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4. CONSTITUYENTES QUIMICOS DE LA MARIHUANA 

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

1.-·Los trfcomas (pelos unicelulares) son largos y delgados y terminan en 
punta. Son pocos hasta quo la planta madura, entonces los tricomas 
aumentan en número localizándose especialmente en las ramas quo 
sostienen las flores dando forman una pelusa sedosa (21, 25). 

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

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

Los cannabinoides están constituídos por una parte aromática (C11 o Cu). 
derivado teóricamente do seis unidades acetato y un componente 
tsoprenoide (C10). Al parecer constituyen un grupo natural de tcrpenofonoles 
(Cz.,) de representación única. Muchos cannabinoides son insolubles en 
agua y en la planta probablemente so presentan en fonna de ácidos 
carboxilicos (4, 36). Cuando se aislan de un planta fresca generalmente se 
encuentran en forma do ácido, los cuales no son activos biológicamente. 
hasta que se descarboxilan por acción del calor. Algunos de los principales 
c•nnabinoldes son cannabinol. totrahidrocannabinol, cannabigerol, 
c•nnabidiol, 41cido cannabidiol-carboxllico y cannabicromeno. entre los más 
de 81 compuestos de esta familia (4. 6, 21, 25, 36). 
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La función d• los cannablnoide• en I• planta es desconocida, sin embargo, 
•• cree que al ser constituyente• Importante• de la resina sirven p•r• 
proteger a la planta de agente• patógeno• o herblvoros (21). 

AdemAs de los cannab1noldes, la planta posee una pequefta cantidad de 
aceite escenclal levógiro que contiene terpeno• y un aesqulterpeno 
(cannlbeno), también 1•• bases colina, trlgonelina. espermldlna y un 
alcaloide (Cannablsativlna), 0-heterósldos flavonlodes de la vltexlna, 
orlentlna y carbonato de calcio, entre otros (4, 21 ). 

- . 
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5. FARMACOLOGÍA DE LA MARIHUANA 

Ef delta-9-tetrahidrocannablnol (.t'\-9-THCJ es el principal agente activo de los 
compuestos cannabinoides y de las más de 300 sustancias activas 
presentes en la planta de MARIHUANA. Los efectos del i\-9-THC a nivel 
celular no se conocen con certeza aunquo se sabe que pequeftas dosis 
producen cambios en el Sistema Nervioso Central (SNC) propios de los 
cannabfnoidea. Dosis más elevadas producen efectos del tipo do drogas 
sedantes-hipnóticos; eJ mecanismo parece ser la perturbación o Ja 
fluldización de membranas similares a las producidas por los anestésicos 
UpofJUcos. Algunos de los efectos cannabinoides al parecer son 
estereoespeclficos. debido a que pequenas modificaciones de fa molécula 
dan Jugar a profundos cambios en los efectos. esto implica la probable 
existencia de receptores cspecificos que aún no se identifican o más 
probablemente una reacción cstercoespecJfica con los Jípidos o proteínas 
de Ja membrana (14, 17). 

El .1.-9-THC interactúa con los sistemas neurotransmisores noradrcnérgicos, 
dopaminérglcos, serotoninérglcos, colinérgicos, .. GABAenérgicos·• y con 
varios neuropéptidos. Tiene efectos del tipo barbitúrico, actividad 
anticonvuJsivante, depresión de Jos reflejos polisinápticos, analgésicos. 
aumento de Ja sfntesis de catecolaminas, hipotermia y actividad 
antidlarrélca. Se ha observado que el consumo de MARIHUANA induce un 
aumento en Ja actividad del sistema Hmbico por lo que se cree estimula 
directamente el mecanismo del placer y satisfacción en el cerebro. También 
desarrolla rápidamente una tolerancia tanto para los efectos autonómicos 
como para los psicoactivos presentándose un sindrome do abstinencia 
caracterizado por irritabilidad, anorexia, temblores y signos colinérgicos (17, 
24). 

Los cannabinoides tienen un elevado indice terapeútico por lo que se 
desconocen las dosis letales on el hombre. Los efectos predominantes por 
el consumo de MARIHUANA se dan en el SNC; consisten en una 
eatimuJacfón cerebral con alteración del humor y del razonamiento, de la 
percepción sensorial y temporal con despersonalización. El deterioro de fa 
memoria a corto plazo y de Jos recuerdos disminuyen la capacidad de 
comportamiento dependiente do la memoria orientado en el tiempo y 
dirigido a un objetivo, efecto que se conoce con el nombre de 
••cteaintegrac;ón temporal ... A dosis bajas los efectos motores consisten en 
un• dlaminución de la fuerza, del equilibrio y de Ja estabilidad mientras que 
en dosis mayores la coordinación y la capacidad de seguir un camino se ven 
•ll•r•d••(17,211). 
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Algunos consumidores con dosis bajas pueden estar deprimidos en lugar do 
eufórico•. con ansiedad y confusión en el pensamiento. Con dosis elevadas 
so tJene conocimiento do casos do pánico Intenso, paranoia, Ilusiones. 
alucinaciones y psicosis tóxica. Además do que las enfermedades 
psiquiátricas preexistentes so pueden exacerbar. Otros estudios demuestran 
que no hay deterioro de la función intelectual sino por el contrario. se han 
obtenido califlcacloncs do CI .. superiores·• y .. muy superiores•• en individuos 
que han consumido MARIHUANA en promedio 7 ai"aos. Otros efectos son la 
congestión do los vasos de la conjuntiva y una ligera contracción pupilar. La 
conjuntiva enrojecida es un indicador de los niveles do A-9-THC y del efecto 
de MARIHUANA (17). 

Los efectos cardiovascufares son la taquicardia y el aumento del flujo 
cardiaco con poco o ningún aumento en la presión arterial. Con dosis altas 
se puede observar una vasoconstricción cutánea al parecer mediada por 
receptores alfa que progresa a una vasodilatación periférica con el deterioro 
do tos efectos vasculares simpáticos causando una hipotensión ortostática 
(16, 17). 

Los efectos pulmonares por consumo de MARIHUANA incluyen tos y altas 
irritaciones en las vias respiratorias. asl como una broncodilatación de larga 
duración. La MARIHUANA al ser fumada contiene aproximadamente 1 O veces 
más irritantes respiratorios y más canccrigcnos que el tabaco normal. El 
humo contiene substancias canccrigcnas como las naftilaminas, 
nltrosaminas, benceno, bcnzantrazcno y bcnzopircno en cantidades 
superiores al doble de las del tabaco (4, 17, 25). 

Los efectos gastrointestinales se limitan a sequedad de la boca y náuseas 
ocasionales, pero en pacientes sometidos a algún tratamiento 
quimioterapcútico se ha observado un efecto antihcmético. También se 
presenta retención urinaria lo que probablemente se debe al aumento del 
tono simpático (17). 

Los cambios endocrinológlcos consisten en ginemastia y alteraciones de la 
función reproductiva, que incluyo la disminución del volumen testicular, de 
las concentraciones de prolactina y de la espennatogénesls testicular con 
aumento de las formas anormales. El consumo matemo de MARIHUANA se 
asocia con bajo peso al nacer, nacimientos prematuros, baja calificación 
Apgar y un aumento no significativo de malformaciones fetales (4, 17, 25). 
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6. METABOLISMO DE LA MARIHUANA 

El consumo de la marihuana es principalmente por inhalación (fumada) 
puesto que os un modo sencillo y rápido do suministrarlo al organfsmo. El 
porcentaje de absorción por esta vfa es del 10-50 ºh. Sin embargo. se dice 
que entre los consumidores frecuentes las concentraciones plasmáticas 
alcanzadas son mucho más elevadas que entro los consumidores 
ocasfonales (17). El .t\-9-THC. que es el principio bloactlvo más Importante 
do los cannabinoides en el organismo, so encuentra ampliamente distribuido 
en toda la planta variando en su contenido desdo las tr-azas hasta el 4 ºk (en 
peso) (21, 25). 

Cuando se inhala marihuana. ol A-9-THC entra a los pulmones donde so 
absorbe rápidamente. Los metabolitos producidos en el pulmón son 
hldroxilados en la cadena lateral mientras que cuando so consume /\-9-THC 
en forma oral los mctabolitos generados son derivados hidroxllados dol 
cJclohexeno (26). Una vez que el J\-9-THC llega al plasma se enlaza casi 
totalmente a las protcinas para posteriormente distribuirse al higado y 
tejidos periféricos con alto contenido lipídico donde se almacena para 
liberarse con lentitud (14. 17). 

El .6-9-THC se detecta en el plasma inmediatamente después de la primer 
Inhalación, no obstante, las concentraciones máximas do l\-9-THC 
plasmático oscilan entre los 84 y los 162 ng/ml en un tiempo de 4 a 10 min 
posteriores a fumar un cigarro de marihuana. Después de dos horas. el ~-9-
THC disminuye rápidamente a concentraciones de 5 ng/ml o menos. 
permaneciendo detectable hasta las 12.5 horas. El tiempo do vida media final 
de A-9-THC plasmático es de 4.1 dias, el volumen do distribución (bota) de 
97 litros, el volumen de distribución (en estado estable) de 75 litros (24) y la 
depuración plasmática do 777 ml/min (24). 

En el hfgado, el l\-9-THC se transfonna en ácido 11-nor-D-9-
Tetrahidrocannabinol carboxilico (THC-COOH) a través de la formación 
Intermedia del 11-hidroxl-Tetrahidrocannablnol (11-0H-THC) mediante la 
intervención del citocromo P-450 y una subsecuente oxidación al 
correspondiente ácido carboxlJico. La oxidación del 11-0H-THC al THC
COOH se puede atribuir a la enzima aldehfdo deshidrogenasa o 
recientemente a una isoenzima del citocromo P-450. De esta fonna. los 
principales metabolítos del h-9-THC son: 11-0H-THC y el THC-COOH (libre y 
su •ster-glucurónido) (9). 
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Se creo que et 11-0H-THC es el metabollto activo responsable do muchos do 
los efectos producidos por el 1\-9-THC. sin embargo. en fa actualidad existe 
controversJa dobfdo a la falta do efectos inmediatos dospuós de fa 
administración intravenosa del 11-0H-THC. Aún cuando ol metabollto so 
puedo detectar en plasma dcspuós do la segunda inhalación. el 11-0H-THC 
pi asmático alcanza su concentración m.áxfma do 6. 7 a 7.5 ng/ml en un tiempo 
de 12 a 15 mln. So ha calculado que tos niveles de 11-0H-THC plasmático 
representan del 6 al 10 "h. do la concentración do ,\-9-THC plasmática 
presente hasta 45 min después do comenzar a fumar. El tiempo de detección 
es hasta de 11.2 horas. siendo probable que el 11-0H-THC desaparezca 
antes que ol /\-9-THC plasmático (24). 

Las concentraciones de THC-COOH plasmático se incrementan lenta y 
paulatinamente en un periodo de tiempo prolongado. Este metabolito 
Inactivo se puede detectar en plasma hasta 8 min. después do comenzar a 
fumar la droga. los niveles pico afcanzados son considerablemente menores 
que fos niveles máximos de ¡'\-9-THC detectados pero mayores que la 
concentración pico de 11-0H-THC. Los niveles máxirnos de THC-COOH se 
ubican entre los 24 y los 54 ng/mf en un tiempo promedio de 1.9 horas. La 
vida media del THC-COOH es do aproximadamente 4-6 días y el tiempo en 
que se detecta varia de los 3.5 a 7 días (24, 27). 

En el hfgado el THC-COOH plasmático, es conjugado con el ácido 
gJucurónico para posteriormente criminarse del organismo a través de heces 
y orina (9, 12). Las concentraciones plasmáticas de THC-COOH conjugado 
se pueden cuantificar hasta los 12 dfas después de la ingestión. La vida 
media del THC-COOH conjugado plasmático es. al igual que el de la fracción 
libre del metabofito, de 4 a 6 dias. En Ja orina, el THC-COOH conjugado es el 
principal metabolito presente y tiene concentraciones menores a los 25 ng 
/mi a los 12 días asf como pequof\as cantidades de THC-COOH libre (24, 27). 

No obstante que las concentraciones máximas de :\-9-THC plasmático se 
arcanzan en unos cuantos minutos Jos efectos clinicos máximos (tanto 
cardlovascuJares como en el sistema nervioso central) tardan de 20 a 30 mio 
para presentarse, presumiblemente porque fa droga so distribuye desde el 
plasma hasta el cerebro y otros tejidos. Aproximadamente el 65 ª/o de Jos 
melabolitos se excretan por heces, del 18 al 23 ªk en la orina eliminando en 5 
di•• del 80 al 90 °/o de la droga consumida. El porcentaje restante (10 ó 20 ª/o) 
•• excreta mediante un mecanismo de lenta eliminación apoyado en la alta 
solubJUdad de Upidos. junto con una reclrcufación cnterohepática. una 
elevada distribución en tejidos grasos y la reabsorción renal (17). 
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Absorción 
Inhalación (fumada) 
Oral 

Niveles pico 
Inhalación (fumada) 
Oral 

Concentración pico de .6.-9-THC (fumado) 

Tiempo de detección en plasma de ti.-9-THC 
Tiempo de vida media final de A-9-THC 
Depuración plasmática de A-9-THC 
Volumen do distribución (beta) de ti.-9-THC 
Volumen de distribución (en estado estable) do .tt.-9-THC 
Unión a proteínas de h-9-THC 

Metabolismo de h-9-THC 

Producción de metabolitos 
Pulmón 

Higa do 

Nivel pico del 11-0H-THC en plasma 
Concentración máxima del 11-0H-THC en plasma 
Nivel pico del THC-COOH en plasma 
Concentración máxima del THC-COOH en plasma 
Tiempo de detección del THC-COOH en plasma 
Vida media del THC-COOH conjugado en plasma 
Tiempo de detección del 6-9-THC conjugado en plasma 

Eliminación 
Orina 
Hec•• 

Vida media del THC-COOH conjugado en orina 

Concentración de metabolitos en orina 

4-10 mln 
45min 

12.5 hrs 
hasta 4.1 dias 
777 ml/min 
97Jitros 
75 litros 
mayor a 99 •.t. 

En el hfgado el L\.-9-THC se 
motaboliza por el citocromo 
P-450 produciendo varios 
alcoholes (algunos activos 
11-0H-THC) que después 
son motabolizados por la 
enzima aldehfdo hidrogenasa 
una isoenzima del citocromo 
P-450 a productos finales 
inactivos 

Derivados hidroxilados en la 
cadena lateral 
Derivados hldroxilados del 
ciclohexono 

12-15 mln. 
6.7-7.5 ng/ml 
1.9 hrs 
24-54 ng/ml 
3.5-7.0 dfas 
4-6 dfas 
hasta 12 dlas 

13-16 •/.después de 3 dfas 
30-50 •.t. después de 3 dias 

menos de 25 ng a los 12 dfas 
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7. IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS EN EL LABORATORIO 

La detección de muchos de los constituyentes farmacológicamente activos 
de I• m•rihuana en los fluidos corporales deapu6s del consumo de 
MARIHUANA representa un gran reto para muchos de lo• laboratorios 
toalcológico•. En la marihuana. el A-9-THC es considerado el principal 
agente activo. Asl 1 la presencia de ~-9-THC o sus metabolitoa (11-0H-THC. 
THC-COOH Ubre o conjugado) en los fluidos biológicos sirve para Indicar si 
un Individuo ha consumido marihuana (17 1 34). En el reto de identificar a los 
consumidores de esta droga. se han desarrollado 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 más compatibles con sus recursos. Sin embargo. 
estas variaciones analiticas pueden dar resultados discordantes. to que 
ocasiona gran controversia; por lo tanto en situaciones qulmico-legales. se 
utilizará en alguna acción punitiva el resultado analitico y este deberá estar 
apoyado por dos procedimientos técnicamente independientes de 
sensibilidad y especificidad comparable (17). 

Existen muchas limitaciones para hacer las determinaciones de tos 
metabolitos de MARIHUANA en los fluidos corporales (sangre. plasma y 
orina) (29). De acuerdo a las caracteristicas farmacocinéticas del i\-9-THC 
y 11-0H-THC. la detección es muy dificil. ya que las concentraciones 
pueden ser extremadamente bajas. requiriéndose técnicas más 
sofisticadas que están fuera del alcance de muchos laboratorios (4). 
Además, en las situaciones qulmico-legales no siempre es posible 
obtener sangre sin la autorización del inculpado ya que puede alegar 
violación a las garantlas Individuales. Debido a lo anterior, la orina es la 
muestra analizada con mayor frecuencia para establecer el consumo de 
marihuana. En la orina. niveles de trazas (nanogramos) del principal 
rnetabolito libre o conjugado. pueden detectarse solo por métodos de 
analisls que poseen una alta especificidad y bajos niveles de detección 
(211). 

Generalmente. diferentes m4ttodos se utilizan para la detección de THC
COOH en las muestras urinarias. Estos métodos se basan esencialmente 
en dos principios: tnmunoquimicos y cromatogrAficos. 



••• 21 

INMUNOQUIMICOS 
Actu•lrnente. en el comercio existe una gran c•ntld•d de equipos que 
detectan I• presencia del THC..COOH en la orina por el principio del 
lnmunoen•ayo. El equipo que ae utiliza depende en gran parte da la 
necesld•d de obtener resultados r6pldoa y confi•blea. ••I podemos decir 
que existen equipos para pruebas de campo (pruebas que ae realizan en 
el lug•r donde son recolectadas la• muostr•• de orina) y equipos para 
labor•torto. Loa equipos para pruebas de campo se utilizan con 
frecuencia en Jos centros para el tratamiento de drogas. centros do 
trabajo, servicios de urgencias a nivel hospitalario y de consultorio 
médicos debido a Ja rapidez con quo pueden obtenerse estos resultados 
(17, 34). 

De los equipos para laboratorio. los más utilizados como pruebas de 
tamiz son los inmunoensayos enzJmaticos (EMIT-EIA) (3, 7, 8, 13, 15, 17, 
22, 31, 34), inmunoensayo de polarización fluorescenta (FPIA-ADx) (1), y 
el radloinmunoensayo (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 fof'"ma cruzada durante 
el ensayo. La sensibilidad de los procedimientos de las pruebas de 
detección selectiva pueden cambiarse intencionalmente por calibración y 
habitualmente se ajusta de modo que se limite el número de falsos 
resultados positivos o de aquellos que se consideran debidos a la 
Inhalación pasiva de marihuana (34). Los dos análisis más usados son los 
sisremas EMIT-dau y EMIT-sr:, con lineas de corte para sei"lalar resultados 
positivos a los 20 y 100 nanogramos por mililitro, respectivamente. El 
mtUodo se basa en la competición entre Ja drogil en la muestra y la droga 
marcada con la enzima glucosa-6-fosfato deahidrogenasa (G6P-DH) para 
los lugares de unión del anticuerpo. La actividad disminuye cuando la 
enzima se une al anticuerpo. y aai la concentración de droga en la 
muestra puede medirse en base a la actividad enzimAtica. La enzima 
activa transforma la nicotinamida-adeníndinucleótido (NAO) a NAOH, lo 
que caus• un cambio en la absorbancia que puede medirse 
••pectrofotol'TH&trfcamente. (15. 17) 

LA principal ventaja de estas pruebas inmunoqufmicas de escrutinio es la 
fmciUdad con que las mueslr•• pueden ser ensayadas y la alta 
...,&lbllldad que po•-n permitiendo I• detección del metabollto en 
unid•de• de n•nograrno•. adem6a de dar •• facilid•d de trabajar grandes 
lotea de mueatr••· La principal desventaja de ••••• pruebas es que los 
anticuerpos utilizado• no aon especifico• para el THC-COOH y poseen 
..,. •11• suaceptibllldad a reaccionar en forma cruzad• con compuestos 
urtn.,..oa endógenos o no relacionados con lo• cannabfnoidea, lo cuaf 
produce resultado• f•lsoa-posltlvoa. 
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Por la razón anterior. se recomienda que Jos resultados positivos por 
alguna tt&cnlca inmunoenzlmátJca para fa determinación de los 
metabolitos de ~-9-THC, sean confirmados por otro método químico (1 ,3, 
5, 15, 17, 22, 23, 26, 30). 

La adulteración de las muestras de orina con ffqufdos ácidos. alcalinos o 
con sal de mesa resultan en una alteración de la reacción enzimática de la 
prueba pudiendo producir resultados falsos-negativos. Por otra parte, el 
agregado de jabón liquido (el cual se encuentra en los lavabos en donde 
so obtiene la muestra sin vJgUancla), sangre u otras sustancias pueden 
producir una opacidad causando un cambio en la absort>ancia de la luz 
pudiendo llevar también a un resultado falso-negativo. como puede 
hacerlo tambión la precipitación de fosfatos y oxalatos normales en ras 
muestras refrigeradas. La dilución de las muestras de orina mediante la 
ingestión de grandes cantidades do Uquldos. el consumo de diuréticos y 
el agregado de agua de la llave pueden disminuir la concentración de los 
cannabfnofdes por debajo del nivel de detección do la prueba. Por Jo 
tanto, es importante recolectar Ja muestra bajo supervisión directa o 
comprobar la temperatura de la orina. Ja densidad especifica. el pH. el 
color, la concentración urinaria de creatinina, fa sedimentación, .etc (17). 

CROMATROGRAFICOS 
Los métodos cromatográficos (TLC, GC, HPLC y GC·MS) son los métodos 
de elección para Ja Identificación confinnatoria de las muestras de orina 
positiva por algún método inmunoqufmico. Todos ellos poseen elevada 
sensibilidad y lfmites de detección muy bajos, asf como una excelente 
especificidad por Jo que en Jos laboratorios toxicológicos so utHizan 
frecuentemente. El método cromatográfico recomendado con mayor 
frecuenci• para la confirmación rutinaria de una prueba lnmunoqufmica 
positiva para cannablnoides es el sistema de cromatografla de gases 
acoplado a espectrometrfa de masas (GC-MS). La GC·MS es por su alta 
sensibilidad y selectividad fa metodología do erección para la 
confirmación de la detección del THC-COOH en orina y otros fluidos 
corporales (2, 4, 11. 15, 37, 38). 

Desafortunadamente, debido al alto costo del equipo y a fa necesidad de 
contar con personal altamente especializado en el manejo de éste, 
muchos laboratorios no tienen acceso al sistema de cromatografia de 
11•••• acoplado a espectrometrfa de masas para la confirmación rutinaria 
de las muestras positivas en los ensayos inmunoqufmfcos (4, 11 ). 
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As( mismo, se han desarrollado tócnJcas utilizando la cromatografla do 
gases (GC) (19. 23) y la cromatografla do liquldos de alta presión (HPLC) 
(26), como métodos do confirmación de muestras positivas para 
cannablnoldes en orina con buenos resultados. No obstante. a 
continuación mencionamos algunas do las limitaciones más importantes 
do ostos métodos. 

Para GC debemos considerar la necesidad de contar con una 
derivatizaclón previa a la introducción de la muestra al equipo. con la 
finalidad de mejorar las caracterfsticas cromatográficas y evitar la 
descarboxilación de la molócula; la posibilidad de que la molécula se 
adsorba en las paredes do la columna o la fase estacionaria y la 
necesidad de contar con un detector de captura de electrones (ECO) (23), 
que es mucho más sensible que el de ionización do flama (FID) (19); 
contar con un personal especializado y altamente capacitado para el 
manejo y la interpretación de los resultados (5, 11, 20). 

Cuando so utiliza HPLC como técnica de confirmación do cannabinoidcs 
existen varias ventajas: es innecesaria la derivatización y la muestra 
puede ser introducida al equipo sin tratamiento alguno previo, lo que 
reduce el tiempo del análisis; el uso de columnas fase reversa pcrnlite 
que la fase móvil sea acuosa, que es un medio más apropiado para el 
análisis de los metabolitos do i\-9-THC; no es necesario liberar a la droga 
y sus metabolltos de sus conjugados antes del análisis, además de hacer 
uso de un sistema de partición antes que el sistema de adsorción, por lo 
que la calidad do los cromatogramas obtenidos carecen de tanto coleo. 
La principal desventaja es que muchos laboratorios toxicológicos no 
cuentan con el apoyo logistico para efectuar estos análisis (26). 

Dentro de este marco, se utiliza con fC"ecuencla a la cromatografía de capa 
fina (TLC) como una técnica tamiz o confirmatoda en el análisis de 
metabolitos de drogas de abuso (7. io. 13, 15. 22. 30). Se aplica por igual 
a drogas en estado puro. a tas extrafdas de formulaciones fannacéuticas. 
a materiales manufacturados ilicltamente y a muestras biológicas. Se 
conoce como un método analitico primario debido a su sencillez. 
seguridad. bajo costo y selectividad de detección. aún cuando se recurra 
a diferentes procedimientos do localización (20). 

Es un método de cromatografia en que una fase móvil se mueve por 
capil•ridad a través de una delgada capa de fase estacionaria 
(adsorbente) enlazada a una placa (20). 
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Cuando una mezcla de drogas se aplica a una cromatoplaca y se 
desarrolla con la fase móvil adecuada, las drogas se mueven a través de 
la pf•c•. a diferentes velocidades dependiendo de sus solublfldades. 
valorea de Pk'a, pof•rfdad y capacidad de formar puentes de hidrógeno. 
Aunque la TLC es principalmente una técnica de separación, bajo 
condiciones control•das puedo ser utilizada para identificar y cuantificar 
(20). 

Algunas de las ventajas que tiene la TLC sobre la GC y HPLC son: el 
equipo es pequeno y se utiliza sin ta necesidad de un calentamiento 
previo. varias muestras pueden ser analizadas simultáneamente. no 
requiere de un personal especiaflzado y tiene una gran flexibilidad en la 
elección do la fase estacionaria y la fase móvil. También tiene la ventaja 
que una substancia colocada sobre una cromatoplaca permanece en ella, 
evitando los problemas de detección, asociados con la no...clución y 
enmascaramiento por el frente del solvente (20). Los limites de detección 
para el THC·COOH urinario son de Jos 25 ng/ml utilizando 10 mi de orina, 
20 ng/ml usando 10 mi do orina y 50 ng/ml usando 20 mi do orina con 
cromatoplacas convencionales. También se reportan limites de detección 
de 2 ng/ml utilizando 2 mi de orina: tal sensibilidad puede lograrse sólo 
con cromatopfacas de Cromatografia de Capa Fina do alta resolución 
(HPTLC) (7, 10, 13, 18, 22, 30). 
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8.0B.JETIVO 

Estab•ecer una tltcntca especifica y sencilla para la identificación 
conflnnatorla del principal metabollto de MARIHUANA, 6cido 11-nor-<lelta· 
9-tetrahldrocannabinol carboaHtco. en orina por cromatografia de capa 
fina. 
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9. DISEIQO EXPERIMENTAL 

MATERIAL 
Laa cronuitopl•c•• de 20x20 cm par• cromatograffa de Capa flna est~n 
pre-cubierta• con sllica Gel F-254 se obtienen de Merck Co. 
Tubos de boro silicato de 100x.16 mm con tapón .. 

REACTIVOS 
Metanol grado reactivo. 
H•••no grado reactivo. 
Acetato de etilo grado reactivo. 
Hidróxido de •monlo (20-30 %). 
Cloroformo grado reactivo. 
Ácido clorhfdrico concentrado. 

ESTANCARES V SOLUCIONES 
THC-COOH en una concentración de 200 ng/ml de orina. 
Buffer de fosfato• pH=- 2.4 
Solución de NaOH 10 N 
Solución acuosa de azul rápido BB 0.1 ª/a (p/v). 

MUESTRAS DE ORINA 
Las 30 mueatraa de orina analizadas se obtienen de personas que: 
1 ).- Eat6n en un programa de desintoxicación de drogas de abuso. 
2).- Que las donan voluntariamente para el estudio. y 
3).- Que •• deaconoce si conaumen drogas. 

Preparación del material de vidrio. 

El rnat•ri•I de vidrio •• somete a un trat•miento de limpieza previo al uso 
en el lr•b•jo experimental. Una vez seleccionado. se lava perfectamente 
bien y •• d•J• por una noche en una solución de hipoclorito de sodio •1 5 
%. Al di• algulente se lava con •gua destilada y se deja por una noche en 
HCL at 5 % : po•tertormente •• enjuaga con agua destilada y etanol puro. 
Por último •• ••e• en la estufa. 
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METO DOS 

Procedimiento lnmunoenzimátlco. 
El análisis presuntivo se realizó usando el sistema de reactivos EMIT~au 
Syva en un equipo EMfT-ets con fotómetro integrado que utlUza como 
fuente de luz un bulbo de tungsteno-halógeno proporcionado por el 
fabricante. El ensayo EMIT-cannablnoldes utiliza gfucosa-6-fosfato
deshldrogenasa (G-6-P-0) como una enzima marcadora. Los resultados 
son obtenidos en una aflcuota de la muestra. Los resultados so 
consideran positivos si producen una AOO igual o mayor a Ja producida 
por su respectivo reactivo do caHbracfón de corte (cuttoff) de 100 ng/mJ. 
Después del análisis presuntivo las muestras so almacenan en un 
congelador a -20ºC. Las muestras se almacenan en el mismo contenedor 
en que se proporcionan para su análisis inicial. 

Ensayo confinnatorio por TLC. 
a).- Hidrólisis y extracción. 5 mi de orina se incuban por 30 min a 50-BOºC 
con 1 mi de KOH 10 N y 2 mi de metanoJ. Después so enfrfa a temperatura 
ambiente y so ajusta eJ pH de Ja muestra con HCL concentrado y 1 mi de 
buffer de fosfatos pH= 2.4. La muestra de orina se extrae con 3 mi do 
hexano:acetato de etilo (7:1) agitándose on un vortex por 2 min. 
Poster·iormento se separa la fase orgánica en un tubo limpio y so evapora 
a sequedad con corriente de aire. Ocasionalmente se forma una emulsión 
la cual se rompe fácilmente removiendo el tubo de extracción con una 
pipeta Pastour y retirando la mayor cantidad de faso orgánica con la 
misma pipeta. AJ resto de la emulsión se le agrega 50 uL de nwbutanol y el 
tubo se centrifuga por espacio de 1 min. La emulsión se rompe 
produciendo una capa acuosa debajo do Ja mezcla hexano:acetato de 
etilo. Posteriormente, se lavan fas paredes del tubo con 500 uL de 
cforoformo:metanol (3:1) y se evapora a sequedad con corriente de aire; 
por Ultimo se reconstituye en 20 uL de la misma mezcla. 

b).- Desarrollo cromatográflco. Aplicar 10 uL del extracto de la muestra 
(testigo positivo. testigo negativo o muestra cuestionada) sobre la 
cromatoplaca de 20 x 20 cm recubierta con sUica gel F-254, con un 
apHc.mdor capilar calibrado. Cuando las aplicaciones se tonninan. fa placa - -e•• 90ªC por .5 mfn y se deja enfriar a temperatura ambiente. La fase 
móvil constituida por cloroformo:mctanol:hidróxido de amonio en 
proporción 50:45:5 se adiciona a la cámara de Thomas. Se introduce Ja 
Cl'Om8topl.ac• y se deja correr el solvento hasta las 3/4 partes de Ja 
1111•,,... La pl•c• se retira de fa cámara de Thomas y se seca en una estufa 
• 90"C por 5 mln. 
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Se prepara el agente revelador disolviendo el azul rápido BB (fast blue 
BB) en agua para hacer un• solución al 0.1 º/o. La placa se coloca en una 
campana de extracción y se roela con la solución reveladora en toda la 
superficie. Después se coloca en una estufa a 75°C para secar. El THC
COOH ae presentar:. como una banda rosa·rojo con un Rf de 0.31-0.33. 
Todos los resultados so reportan como positivos o negativos. 

ANALISIS ESTADISTICO 

Una vez obtenidos los resultados del análisis inmunoensayo enzlmatico 
múltiple (EMIT). y aplicada la cromatografia de capa fina sobro las muestras 
sometidas a estudio, se procedió a realizar un ensayo estadfstico (media, 
desviación estándar, coeficiente do variación y correlación de resultados) 
entre ambos procedimientos para las muestras. 

Para el lnmunoensayo onzimatico múltiple (EMIT) so tomaron las lecturas 
correspondientes a las 1\00 de las muestras en los intervalos que se 
especifican en el cuadro siguiente: 

. 600 Número de Media Desviación Coeficiente de 
muestras (AODl estándar(AOD 1 variación º/o . menos 11 722 6.9 0.95 

de739 . 740..SOO 3 758.3 24.5 3.23 . 801-900 13 850.5 27.5 3.23 . 901-929 3 912 12.2 1.33 

Como so puede observar. los parámetros estadísticos son aceptables (Cv< 
5%) aun cuando la prueba lnmunoenzimtltica esta disenada para indicar si 
una muestra de orina contiene o no el metabolito de MARIHUANA por encima 
del limite de detección (linea de corte). en este caso de 100 ng/ml; os decir. 
es un ensayo cualitativo altamente sensible y especifico que depende de la 
concentración del metabolito presente en la muestra. 

cu.ndo determinamos tos mismos parámetros estadfsticos para el método 
cronwtográfico obtenemos los siguientes valores: 



Rf 

0.31-0.33 

Número de 
muestras 

19 

Medla(Rf) 

0.32 

Desviación 
eat.tind•r R 

0.006 
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Coeficiente de 
varf•clón °.4 

0.187 

De loa d•to• anteriores se Infiere que este procedimiento es reproducible 
bajo las condiciones de trabajo en que fue realizado no dependiendo de la 
concentración del metabolito presente en Ja muestra de orfna. 



TABLA DE PROCEDIMENTO DE EXTRACCION 
PARA METABOLITOS DE MARIHUANA 

s mi oe ORINA+ 1 mi OE KOH10 N + 2 mi DE METANOL 

INCUBAR A 50-8~ C 
POR30 mln .. 

AJUSTAR EL pH A 3.0 CON BUFFER FOSFATOS pH• 3.0 
Y HCI CONCENTRADO 

.. 
EXTRAER CON 3 mi DE HEXANO: 

ACETATO DE ETILO (7:1) 

AOITAR EN VORTEX 
P0R2mln .. 

EVAPORAR A SEQUEDAD EN CORRIENTE DE AIRE seco 

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA 
DE AL TA RESOLUCION 
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10. ANALISIS DE RESULTADOS 

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

Usando 100 ng de cannabinoldes por mi de orina como un lfmfte de 
detección (EMIT-ets). 19/30 muestras son positivas y 11/30 tienen 
resultados negativos. Los resultados positivos tienen una L\OD do 740 a 
929 fo que significa que semicuantitatlvamento el 63.3 % do las muestras 
tienen una concentración mayor o igual a 100 ng de cannabinoides 
urinarios por mi. De ellos el 15.B ºk tiene una L\OD mayor o igual a 740-800. 
el 68.4 % tiene entre 801-900 y sólo el 15.8 º/a tiene una AOO mayor a 901. 
Por lo tanto. las muestras de orina positivas (68.4 ºk) tienen lecturas de 
600 mayores a los 100 ng de cannabfnoides/ml de orina. 

Cuando fas muestras se someten a Ja cromatografla como método 
confirmatorio de cannabinoides urinarios. se tienen Jos siguientes 
resultados: 18/30 muestras son positivas y 12130 muestras son negativas. 
Se observa que de las muestras de orina clasificadas como negativas. 
dos tienen una áOD de 741 por ol método inmunocnzimático (EMIT-dau) 
que las clasifica como positivas. Estas muestras están muy cerca de la 
línea do corte por fo que el procedimiento cromatográfico 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 rápido al 0.1 % como agente revelador. No se 
presentan problemas para Ja interpretación del cromatograma ya que el 
color desarrollado revela claramente las muestras de orina positivas de 
las negativas Las aplicaciones marcadas como 1 y 2 son los 
cromatogramas típicos do muestras de orina positivas y negativas. Los 
extractos de las muestras cuestionadas son Umpios en tónninos 
generales, aunque· ocasionalmente generan Unciones no caracterfsticas 
de substancias endógenas urinarias. 

Loa resultados obtenidos do fas muestras de orina analizadas por 
croll'Ultogr•fia de capa fina y vafores de Rf se muestran en la tabla de Ja 
~In• algulente. 
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ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DECAPA FINA 
Mueatr• Rf Re•ulledo 

Control positivo 0.32 poaitlvo 
Control negativo º·ºº negativo 

1 º·ºº negativo 
2 º·ºº neg•tJvo 
3 0.32 poaltlvo 
4 º·ºº negativo 
5 0.32 positivo 
6 º·ºº negativo 
7 0.32 positivo 
8 0.00 negativo 
9 º·ºº negativo 

10 0.32 positivo 
11 0.31 positivo 
12 0.32 positivo 
13 º·ºº negativo 
14 0.32 positivo 
15 0.33 positivo 
16 º·ºº 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 o.oo negativo 
25 0.33 positivo 
26 0.33 positivo 
27 0.33 positivo 
28 0.32 positivo 
211 0.33 positivo 
30 0.00 neg•tlvo 



ANAUSISPOR 
Muestra 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

C.,lbrador 

Nlwel a (negativo) 
~ 1• lfllll(ml (medio) 
~ 200 lfllll(ml (•llo) 

EMIT-DUA 
LECTURA.1\00 Resultado 

AOD 

643 
740 
971 

714 
720 
728 
725 
722 
733 
715 
734 
741 
901 
929 
725 
906 
716 
867 
741 
888 
825 
813 
793 
715 
839 
808 
856 
806 
870 
859 
876 
882 
860 

negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
negativo 
positivo 
positivo 
positivo 
negativo 
positivo 
negativo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
negativo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 
positivo 

CONCENTRACION (ng/ml) 

o 
100 
200 

... 33 



RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EMIT 

1100 

1000 

..... '?~º.r!ll.'.~!.C.~!'-~J ......... T 

900 

800 

......... ~!~.':~.c_:l.«:.'?.<?~~----·--Y 

100 ng/mt (low) 

LECTURAS 600 

DEL 500 

EMIT 400 

300 

200 

100 

5 10 15 20 25 30 
MUESTRAS 



.. 

•.• 35 

11. DISCUSION 

El principal agente psicoactlvo de la marihuana es el h-9-THC. Cuando se 
consume.•• somete a un proceso metabólico que produce el 11-0H-THC 
como producto Intermedio y el THC-COOH (libre o conjugado con ácido 
gtucurónlco) como producto final. Al 11-0H-THC so le confiere cierta 
actlvld•d biológica, aunque esto aún es tema de discusión. El THC-COOH 
libre o conjugado se elimina principalmente por heces fecales y una 
pequena parte se elimina por orina. 

En loa laboratorios toxlcológfcos. se han desarrollado una gran variedad 
de técnicas analiticas encaminadas a determinar la presencia del THC
COOH en su fonna libro o conjugada en la orina. Estas técnicas se 
clasifican en lnmunoquimico y cromatográfico. do acuerdo al principio 
que utilizan. En gene..-al los procedimientos inmunoquimicos se utilizan 
en primor Instancia como métodos de escrutinio o tamiz. ya que son 
fáciles y rápidos de efectuar además de que tienen la caracter(stica de ser 
sensibles. Sin embargo, dado que existe la posibilidad de reacciones 
cruzadas de los anticuerpos utilizados con compuestos endógenos 
urinarios. dichos resultados deben de confirmarse por métodos alternos. 
como los cromatográficos. 

Dentro de las técnicas cromatográficas disponibles (TLC, GC, HPLC. GC
MS). la utilizada po..- parte del laboratorio toxicológico dependerá de 1 "11 

logistica con que cuente, de la infraestructura y personal capacitado y. 
sobre todo. del costo de cada análisis confirmatorio. 

Dentro de este marco. se propuso efectuar el estudio del procedimiento 
lnmunoenzlmático múltiple (EMIT-dau) y la cromatograna de capa fina 
como t.&cnlcas complementarlas para determinar la presencia del ácido 
carboxlUco 11-nor-delta 9-THC en diferentes muestras de orina. El estudio 
nos mueatra que al utilizar el EMIT-<fau con una Unea (cutoff) de 100 ng de 
cannabinolde• por mi de orina. sólo 2/30 muestras tienen resultados 
positivos y que al ser sometidas dichas muestras al procedimiento do 
TLC. producen resultados negativos. Estas muestras tienen una óOD muy 
próaima a la linea de corte (740). Lo• dos rnttodos son faenes de realizar 
y requieren un mlnlmo de tiempo para efectuarse: no necesitan un equipo 
•ofistic9do y estan al alcance de muchos laboratorios. Los costos se 
reducen slgniflcativamente al utilizar en forma complementaria estos dos 
proceclin.ientoa. evitando la necesidad de contar con pruebas tan 
costo-• como la GC-MS . 
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Por otr• parte. cuando se utiliza una concentración de c•nnablnoides de 
100 ng/ml do orina como limite de detección (linea de corto) (cutoff). ta 
probabilldad de conflttnar un resultado positivo por estas técnicas es 
muy alta (aproximadamente del 100 ºlo). Podemos decir que al utilizar el 
ensayo de EMIT-dau seguido por el ensayo cromatográflco propuesto en 
este trabajo. los resultados obtenidos son verdaderos y confiables para 
determinar ta presencia del ácido ca ... boxlllco 11·nor-delta-9-THC en orina. 
Además. el ensayo tiene la característica de ser barato y accesible a la 
mayoria de tos laboratorios to>c.lcológlcos. 

Un aspecto Importante al realizar este tipo de análisis toxicológicos es 
prevenir las pérdidas por adsorción del mctabotito THC-COOH a las 
paredes del material de cristal utilizado. Los laboratorios toxicológicos. 
generalmente utilizan material de cristal silanizado o siliconizado debido 
a que so trabaja en unidades do nanogramos. En el presente estudio, no 
se tuvieron pérdidas detectables del motabolito THC-COOH at utilizar 
material de cristal no silanizado o no siliconizado debido al 
pf"etratamiento al cual fue sometido dicho material y a que se utilizó una 
combinación de solventes do cloroformo y metanol (en proporción do 3:1) 
como solvente resuspendcdor del residuo de la extracción en el tubo de 
evaporación. Asi, la pérdida del metabolito por adsorción a las paredes 
del cristal depende de la capacidad del solvente rcsuspendedor para 
recobC"ar los cannabinoidcs de las pa.-cdcs del tubo de evaporación que 
contiene el residuo del proceso de extracción (18) . Asimismo. el 
pretratamiento al cual fue sometido el material de vidf"iO con la finalidad 
de evitar pérdidas de cantidades significativas del metabolito 
cuestionado, demostró ser adecuado a las necesidades del estudio ya 
que nos permitió efectuar el análisis en tubos no silinizados o 
slliconizados evitando gastos en estos reactivos costosos. El lavado con 
etanol es efectivo para bloquear parcialmente el efecto de perdida por 
adsorción en las paC"edcs del cristal, y se complementa óptimamente con 
la mezcla de cloformo:rnetanol como solvente rcsuspcndedor del residuo 
en el tubo de evaporación. 

En el presente trabajo, el sistema do solventes utilizado como faso móvil 
(clorofonno:metanot:hidróxldo do amonio) y el sistema revelador 
empleado (azul rápido BB al 0.1°/o), muestran claramente la presencia del 
metabollto de MARIHUANA que produce valores de Rf que son estables 
en un rango (0.31-0.33) y en la coloración desarrollada, por lo que es fácil 
diferenciar una prueba positiva o negativa para una muestra de orina .. 
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12. CONCLUSIONES 

1. En la actualidad en humanos se conoco poco de la farmacocfnétlca del 
principal metabolito de la marihuana. el l\-9-tetrahfdrocannabinol, por lo 
que se requiere efectuar mc'ís estudios controlados en sujetos 
consumidores y en los no consumidores para establecer diferencias entre 
ambos. 

2. A nivel de laboratorio. el mótodo inmunoenzimático de escrutinio 
utilizado con mayor frecuencia por su rapidez y facilidad de manejo es el 
EMIT-dau seguido del método cromatográfico de elección para la 
confirmación GC-MS. debido a su alta sensibilidad y especificidad. 

3. Los métodos inmunoenzirnático (EMIT-dau) y cromatográfico (TLC) se 
complementan eficazmente para definir claramente tas muestras de orina 
positivas de las negativas con presencia de mctabolitos de MARIHUANA. 

4. El método cromatográfico aplicado en este trabajo demostró ser 
especifico y rápido para determinar la presencia del ácido 11-nor-dclta-9· 
tetrahidrocannabinol carboxilico. en muestras de orina provenientes de 
personas las cuales se sospecha consumieron marihuan.'l. 

5. El tratamiento pr-cvio al cual se sometió el matcr-ial de vidrio utilizado 
en el procedimiento crornatográfico y la mezcla de solventes 
cloroformo:metanol (en proporción 3:1) aplicada a las paredes del tubo 
de evaporación donde se encuentra el residuo de extracción. resultaron 
efectivos en impedir que el motabolito de MARIHUANA se adhiera a las 
paredes del cristal evitando con ello pérdidas. 

6. Se establece un procedimiento de confirmación del principal 
metabolito producido por el consumo de MARIHUANA. que tiene la 
ventaja de tener un bajo costo comparado con el análisis por GC-MS y ser 
accesible a muchos laboratorios para fa determinación cualitativa do 
dicha sustancia. 
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