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RESUMEN

El uso de drogas de abuso como lo es la marihuana, nunca dejara de tener
importancia debido al alto consumo en paises latinoamericanos como es el
caso de El Salvador, por lo tanto, en el presente documento se propone un
método de analisis, basado en la investigacion bibliografica, para la
identificacion de A-9-tetrahidrocannabinol (THC), cannabinoide que posee una
alta potencia psicoactiva en el consumidor y esta presente en la marihuana o
cientificamente conocida como Cannabis sativa. Incentivando de tal manera al
Laboratorio de Quimica Forense y Toxicologia en la implementacion de una
practica innovadora, proveyendo informacion acerca de los equipos
necesarios para la deteccion de drogas de abuso en matrices bioldgicas
alternativas como lo es el cabello humano, por muchos factores que aportan

una ventaja al utilizar dicha matriz.

Por sus caracteristicas peculiares, el cabello proporciona informacion que no
se puede obtener mediante el analisis de otras muestras bioldgicas, como el
tiempo de consumo prolongado, siendo posible establecer un perfil cronolégico
de consumo, es decir, determinar si una persona es consumidora crénica o
habitual de marihuana. Al ser una propuesta de método es necesaria la
validacion del mismo, previo a la implementacién en el laboratorio, para poder
obtener resultados confiables, evitando de esta manera falsos positivos en la

determinacion de THC en muestras de cabello.

El trabajo de investigacion fue desarrollado en tres diferentes etapas
basandose en los objetivos especificos planteados, en las cuales se realizé
una investigacion exhaustiva del tema para que de esta manera se pudiera
delimitar la informacioén utilizada para obtener como producto final el disefio de
una practica de laboratorio sobre la identificacion de THC en cabello como
matriz biolégica mediante cromatégrafo de liquidos acoplado a espectrometria



de masas, como producto final del curso de especializacion de Analisis
Quimico Aplicado a la Investigacion Criminal. La investigacion se realizé en un
periodo de seis meses bajo modalidad a distancia, pretendiendo que sea de
utilidad en un futuro en la asignatura de Quimica Forense y Toxicologia,
cursada por los estudiantes de quinto afio de la Licenciatura en quimica y

Farmacia en el Facultad del mismo nombre, de la Universidad de El Salvador.
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1.0. INTRODUCCION

El consumo de drogas ha estado presente a lo largo de la historia de la
humanidad, y continta siendo un grave problema en la sociedad, por lo que el
uso de matrices biologicas alternativas para realizar la deteccion de las
mismas en el &mbito de la Toxicologia y Forense se ha incrementado de forma
significativa en los ultimos afios. Estas matrices complementan la informacion
obtenida con el analisis de las matrices biologicas tradicionales (sangre y

orina), ademas de que la toma de muestra es sencilla y menos invasiva.

La acumulacion de las drogas en el cabello se da a través de la difusion pasiva
desde la sangre, nutriendo la papila dérmica, y a través del sudor y otras
secreciones que bafian el cabello, constituyendo una matriz bioldgica
alternativa adecuada para la identificacion de THC, es muy Uutil debido a su
amplia ventana de deteccién, de meses o incluso afios de consumos
anteriores a la toma de muestra, determinando un historial de consumo
habitual o cronico de marihuana como droga de abuso, lo que permite realizar
el estudio retrospectivo y establecer el perfil cronolégico del mismo. Sin
embargo, se requieren métodos analiticos suficientemente sensibles para su
analisis toxicoldgico, ya que las concentraciones encontradas en esta matriz

biol6gica suelen ser bajas.

A partir de investigaciones anteriores relacionadas a la determinacion de
drogas de abuso en muestras bioldgicas alternativas como lo es el cabello bajo
meétodos similares al seleccionado, se pudo disefiar una propuesta del método
idoneo a utilizar para la identificacion de THC en muestras de cabello.
Mediante dos tipos de estudio bibliografico y documental, investigacién que ha

sido fundamentada en una exhaustiva investigacion bibliografica.



Xiii

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue disefiar una practica de
laboratorio para la identificacion de A-9-tetrahidrocannabinol (THC),
cannabinoide con mayor potencia psicoactiva presente en la marihuana, en
muestra de cabello, mediante cromatografo de liquidos acoplado a
espectrometria de masas, como producto final del Curso de Especializacion
de Analisis Quimico Aplicado a la Investigacion Criminal, con una duracion de
seis meses en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador, bajo la modalidad a distancia.



CAPITULO Il
OBJETIVOS



15

2.0. OBJETIVOS

2.1. Obijetivo general

Proponer la implementacion de un método de identificacion de A-9-
tetrahidrocannabinol (THC) en cabello humano como matriz bioldgica

para el diagnéstico del consumo crénico de marihuana.

2.2. Obijetivo especifico

2.2.1. Buscar fuentes bibliograficas que contengan informacion
relacionada con la identificacion de A-9- tetrahidrocannabinol
(THC) en cabello humano para el diagnostico de consumo de

marihuana.

2.2.2. Seleccionar la informacion a utilizar mediante una lectura y

depuracion del material recopilado.

2.2.3. Disefar una practica de laboratorio para la identificaciéon de THC
en muestra de cabello, mediante cromatografo de liquidos

acoplado a espectrometria de masas.
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3.0. MARCO TEORICO

3.1 Aspectos generales

3.1.1 Concepto de drogas

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define el nombre de droga a toda
sustancia, terapéutica o no, que introducida en el cuerpo por cualquiera de los
mecanismos clasicos (inhalacion de vapores o humos, ingestion, fricciones,
etc.) o nuevos (administracién parenteral, endovenosa, etc.) es capaz de
actuar sobre el sistema nervioso central del individuo hasta provocar en €l una
alteracion fisica o intelectual. La experimentacion de nuevas sensaciones o la
modificacion de su estado fisico. Esa modificacién condicionada por los
efectos inmediatos (psicoactivos) o persistentes (crénicos), predispone a una
repeticion continua en el uso del producto. Su capacidad de crear dependencia
fisica, o psiquica, en el consumidor es precisamente una de las caracteristicas
mas importantes a la horade definir una sustancia como droga. Pero la
dependencia no viene determinada exclusivamente por esa interaccion entre
la sustancia y el sistema nervioso central que, si bien tiene efectos bioquimicos
agudos, persistentes o crénicos a corto, medio o largo plazo, también
intervienen aspectos como la estructura social donde se desenvuelve el
consumidor, sus relaciones dentro de un grupo humano y la “agresividad” en
los mecanismos del mercado del producto. Se entiende como dependencia al
estado psiquico y a veces fisico, debido a la integracién entre un organismo
Vvivo y una sustancia, que, se caracteriza por las modificaciones en el
comportamiento, y por otras reacciones entre las que siempre se encuentra
una pulsion a ingerir por distintas vias esta sustancia con el objeto de volver a
experimentar sus efectos psiquicos y, en ocasiones, evitar la angustia de la

privacion.
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La tolerancia es, por el contrario, un efecto eminente fisico, caracterizado por
la necesidad biol6gica de aumentar continuamente la cantidad necesaria para

obtener el efecto deseado.?

La adiccion supone un estado caracterizado por la necesidad fisica
imprescindible de una adecuada cantidad de droga en el organismo para el
mantenimiento de la normalidad del mismo, llegando la dependencia hasta tal
punto que la ausencia de la droga provoca en el mismo una serie de trastornos
mentales o fisicos que forman lo que se denomina sindrome de abstinencia,

cuyas caracteristicas dependen de la droga que haya creado la adiccion.

3.1.2. Cannabinoides: Propiedades Quimicas y aspectos

metabdlicos

La planta Cannabis sativa es originaria de Asia y su uso para producir fibras y
confeccionar diversos productos textiles, data del 4000 a.C., mientras que su
registro de uso en la medicina tradicional data de 2700 a.C. De acuerdo al
conocimiento popular, se le han atribuido propiedades medicinales tales como:
analgésicas, relajantes musculares, antidepresivas, hipnéticas,
inmunosupresoras, antiinflamatorias, ansioliticas, broncodilatadoras, entre

otras®. Es una de las plantas mas antiguas que producen efectos psicotrépicos.

Cannabis sativa L. es una planta anual que pertenece a la familia
Cannabaceae,fue clasificada botanicamente por primera vez en 1753 por
Carlo Linneaeus. Posteriormente, en 1785, Jean Baptiste Lamarck descubre
otra especie a la cualdenomina C. indica. Actualmente se reconocen trece
especies, incluidas C. sativay C. indica; C. americana, C. chinensis, C. erratica,

C. faetens, C. generalis, C. gigantea, C. intersita, C. kafiristanica, C. lupulus,
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C. macrosperma y C. ruderalis; ademas de una serie de variedades para las

especies C. sativa 'y C. indica®.

C. sativa es una planta herbacea anual de hasta 4 metros de alto, dioica, de
tallo recto y hojas palmadas estipuladas, las inferiores opuestas y las
superiores alternas. Las hojas se encuentran sobre peciolos de hasta 7
centimetros de largo. Cada hoja se compone de 3 a 9 folios angostos, de apice
agudo, con margenes serrados y tricomas glandulares recostados sobre el haz
y el envés de un color méas claro. Los tricomas glandulares producen una
resina como una forma de proteger a la planta contra las agresiones externas.
Tiene inflorescencias en las axilas de las hojas superiores o al terminar las

ramas, con bracteas herbaceas y glandulosas.

Las inflorescencias masculinas son ramificadas, laxas y con muchas flores;
mientras que, las femeninas son densas, pero con pocas flores (de 5 a 8). Las
flores masculinas son pediceladas, con perianto de 5 pétalos; y las femeninas
son sésiles, con perianto entero, membranaceo y pegado al ovario, persistente
en el fruto, ovario con un sélo 6vulo y 2 estigmas. El fruto es un aquenio, con una
sola semilla, ovoide, algo comprimido blanco o verdoso tefiido de purpura,

encerrado en el perianto?®.

La composicién quimica de esta especie se ha estudiado ampliamente. Se han
identificado aproximadamente 500 compuestos, entre los que se encuentran
cannabinoides, terpenos, flavonoides, alcaloides, estilbenos, amidas fendlicas

y lignanamidas®.
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OO U A WN =

Inflorescencia de la planta masculina 7
(estaminada)

Planta femenina (pistilada) con fruto 8

Flor estaminada 9
Estambre (antera y filamento corto) 10
Estambre 11
Granos de polen 12
Flor pistilada con bractea 13

Flor pistilada sin bractea

Flor pistilada en la que se aprecia el
ovario (secciéon longitudinal)

Semilla (agquenio1*) con bractea
Semilla sin bractea

Semilla (vista lateral)

Semilla (secciéon transversal)
Semilla (seccién longitudinal)
Semilla sin pericarpio (pelada)

Figura N°1. Aspectos morfolégicos de Cannabis sativa L.6.
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Los cannabinoides son los metabolitos mas abundantes y exclusivos de esta
especie. Se conocen alrededor de 70, de los cuales el mas estudiado es el A-
9-tetrahidrocannabinol (THC)? (Figura N°2). Son los de mayor importancia
debido a que son capaces de interaccionar con todo un sistema de receptores
endogenos (sistema cannabinoide enddgeno). Ademas, son de naturaleza
terpenofendlica y se concentran generalmente en la resina producida en los
tricomas de la planta, sobre todo en las inflorescencias femeninas. Los
cannabinoides son sintetizados y acumulados como acidos cannabinoides, y
no es sino hasta el proceso de secado y almacenaje, que los acidos se
descarboxila gradualmente hasta alcanzar su forma final como por ejemplo el
THC o el cannabidiol (CBD)".

El efecto psicotropico de estos compuestos se encuentra bien documentado,
aungue también se les han atribuido otros efectos farmacoldgicos, tales como:
antinociceptivo, antiepiléptico, cardiovascular, inmunosupresivo, antiemético,
estimulante del apetito, antimicrobiano, antiinflamatorio, neuroprotector; y
efectos positivos en sindromes psiquiatricos, tales como depresion, ansiedad

y desordenes del suefio.
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El A-9-THC es el cannabinoide con mayor potencia psicoactiva, por lo que
estas propiedades en una muestra de cannabis dependeran de su contenido
en este compuesto. Presenta propiedades hidréfobas por lo que es muy
soluble en lipidos. Esto le confiere unas caracteristicas, en relacion con su
distribucion en el organismo y con su eliminacion, que le diferencian de otras
drogas de abuso. Es bastante inestable, pudiendo ser degradado por el calor,
luz, los &cidos y el oxigeno atmosférico, lo que podria explicar la pérdida de

potencia que se produce durante su almacenamiento.

Las propiedades de los cannabinoides dependen de su estructura quimica.
Variaciones minimas en los componentes de la molécula del THC pueden
provocar cambios importantes en su actividad. La disposicion de sus dtomos
en el espacio y la posible existencia de enantiomeros también puede influir en
las propiedades de la molécula. Diversos estudios realizados desde la década
de los sesenta han servido para caracterizar la estructura de estos

compuestos.

Las diferentes investigaciones han permitido establecer algunas de las
caracteristicas que debe cumplir una molécula para poder presentar actividad
cannabimimética®. Asi que para que un cannabinoide sea psicoactivo debe
contener en su molécula:

- La estructura del dihidrobenzopirano.

- El hidroxilo fendlico debe estar libre, la sustitucion de este hidroxilo
por un amino, disminuye considerablemente esta actividad, mientras
gue la sustitucién por un tiol la elimina.

- La hidroxilacibn en C-11 mantiene la actividad, pero su posterior
oxidacion a carboxilo la elimina.

- La posicion del doble enlace en el anillo de ciclohexeno parece variar

la actividad, siendo la optima para A-9-THC.
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- El grupo metilo en C-9 no es un requerimiento absoluto para el
mantenimiento de la actividad.

- La cadena lateral es de gran importancia para la actividad
cannabinomimética. Cuando el resto alquilico n-pentilo se elonga y

ramifica aumenta la potencia.

El conocimiento de las relaciones existentes entre la estructura y la actividad
de los cannabinoides ha permitido el disefio de analogos que han sido de gran
utiidad en el estudio farmacolégico y fisiologico de estos compuestos.
Ademas, las sucesivas modificaciones de su estructura han permitido la
preparacion de derivados relacionados con alguna de las acciones
farmacoldgicas atribuidas a estos compuestos, evitando las relativas a sus
efectos psicotropicos. En la actualidad, se estan disefiando compuestos a
partir de la estructura de los endocannabinoides que puedan tener una
aplicacion terapéutica y en los que no aparecian los efectos perjudiciales

atribuidos a los cannabinoides de origen vegetal.

Absorcion y distribuciéon

Los cannabinoides pueden ingresar en el organismo de varias formas:

- Por inhalacién del humo procedente de pipas de agua o de cigarrillos,
logue produce una rapida absorcion.

- Por ingestion oral de bebidas o alimentos sélidos, con una absorcion
mas lenta, lo que retrasa la manifestacion de sus efectos.

- Por medio de aerosoles o pulverizadores, para evitar los efectos
perjudiciales asociados al humo.

- Enforma de gotas para el tratamiento ocular.

- Por administracion rectal, para evitar los problemas de absorcion y

las primeras etapas de degradacion asociadas a su ingesta oral.
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Los preparados de C. sativa (hachis, marihuana), se consumen principalmente
en forma de cigarrillos, por lo que son absorbidos por los pulmones,
acompafiados por los otros componentes del humo. El grado de absorcion
depende de diversos factores:

- Deltipo de preparacion utilizada, lo que implica la presencia en mayor
o menor cantidad de diferentes tipos de cannabinoides y de otros
compuestos quimicos.

- De la combustién de la mezcla, como demuestra el hecho de que los
cannabinoides acidos se descarboxilan con bastante rapidez cuando
estan expuesto al calor.

- Del tiempo empleado en fumarlo ya que la duracién de la inhalacion
y de la retencion del aliento tras la aspiracion, dan lugar a diferentes
tiempos de contacto entre las sustancias presentes en el preparado y

las vias respiratorias del individuo que las consume®,

La ingestidbn de los cannabinoides por via oral da lugar a unos niveles
plasmaticos de THC inicialmente mas bajos que cuando se inhala. Por via oral,
su biodisponibilidad se ve reducida por su sensibilidad a la acidez del jugo
gastrico, por el metabolismo hepatico e intestinal, asi como por su acceso a la
circulacién enterohepatica. Por lo tanto, se tiene que ingerir una cantidad
mayor de THC por esta via para conseguir el mismo efecto fisiol6gico que por
la via aérea. Ademas, se ha visto que, tras la ingestion oral de THC, se produce
un aumento gradual de su concentracion en sangre durante un periodo de
tiempo que puede durar varias horas, lo que retarda la aparicion de sus efectos

psicoactivos®.

Los estudios sobre la biodisponibilidad del THC muestran considerables
diferencias entre la via pulmonar y la oral. Fumar parece ser el método mas

eficaz de administrar la droga. La entrada del THC en sangre y la posterior
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distribucion en tejidos son muy rapidas y presentan una cinética muy similar a
la obtenida tras su administracion intravenosa. La administracion oral conduce
a unos niveles plasméaticos mucho mas erraticos que los observados después

de fumar.

Solo un 3% del THC presente en sangre estd en forma libre. Dadas sus
propiedades hidrofobas, se une a diferentes componentes plasméaticos. Un 9%
estd unido a las células sanguineas. Otro 60% lo esta a las lipoproteinas

plasmaticas y el resto a albiimina®.

En cuanto a su distribucidon en los tejidos corporales, el THC es captado del
plasma en un 70% por los tejidos y el resto es metabolizado®. Este reparto
esta limitado por la baja concentracién de su forma libre en sangre, por lo que
depende del flujo sanguineo. Dada su alta lipofilicidad penetra rapidamente en
los tejidos, encontrando altas concentraciones en aquellos que estan
altamente vascularizados. Tras la administracion aguda de THC se observa
una acumulacion apreciable de radioactividad en pulmoén, higado, rifidn,
corazon, estbmago, bazo, tejido adiposo marrdn, placenta, corteza adrenal,
tiroides, pituitaria y glandula mamaria. El marcaje es mas bajo en cerebro,
tejido fetal y testiculos. Posteriormente se redistribuye al tejido adiposo, siendo
este tejido junto con el bazo sus principales depdésitos tres dias después de su
ingesta. La droga puede tardar varias semanas en ser totalmente eliminada

tras el cese de su administracion®.

Como consecuencia de su retencion en estos reservorios hidréfobos se
enlentece la penetracién del THC en el cerebro, donde su concentraciéon y la
de sus metabolitos es relativamente baja (aproximadamente un 1% de la
concentracion plasmatica maxima). La paulatina liberaciéon de THC, desde los

almacenas tisulares a la sangre, enlentece la caida de los niveles plasmaticos
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de este compuesto, tras el cese de su administracion. Esto prolonga su
presencia en sangre y la posterior entrada al cerebro. Esta podria ser la
explicacion de la ausencia de un sindrome de abstinencia, tras la suspension

de su ingesta, a diferencia de lo que ocurre en la adiccién a opiaceos?!?.

Metabolismo y excrecién

Solo una minima cantidad de A-9-THC es eliminada del cuerpo en su forma
original, mientras que la mayor parte aparece en forma de metabolitos en
heces (un 68%) o en orina (12%). La droga esta también presente en otros
tejidos y fluidos biol6gicos como el cabello, la saliva y el sudor. La mayor parte
del metabolismo ocurre en el higado, aunque también puede producirse en

otros 6rganos como el pulmén y el intestino.

En fumadores cronicos de marihuana hay un aumento significativo en la
cantidad excretada por orina. Los metabolitos procedentes de la degradacion
de los cannabinoides son eliminados en forma de acidos libres o conjugados
con glucurénico o con acidos grasos. Para poder realizar esta reaccion de
condensacion es necesario que se produzca una esterificacion entre los
grupos hidroxilo de los cannabinoides y los grupos carboxilo de los
compuestos con los que se conjugan. Los glucuronatos asi formados se
almacenan en el cuerpo durante periodos relativamente prolongados de
tiempo y pueden llegar a ser detectados en la orina varias semanas después

del consumo de los cannabinoides??.

Asi también se ha podido demostrar en ratas prefiadas que los cannabinoides
pueden pasar a través de la placenta desde la sangre materna a la fetal.
Durante el embarazo, los niveles presentes en los fetos corresponden

aproximadamente al 10% de los niveles plasméaticos maternos. La exposicion
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repetida a multiples dosis produce la acumulacion de dichos compuestos en
los fetos, ya que estos no parecen disponer todavia de los mecanismos
necesarios para su degradacion. Los cannabinoides también son excretados
en la leche materna durante la lactancia, lo que implica la exposicién de las

crias a este compuesto®.

3.1.3. Epidemiologia del uso/abuso del cannabis

Al igual que con otras drogas, la mayoria de las personas que han consumido
cannabis no desarrollan un problema de adiccién. Sin embargo, el numero de
personas que en algin momento de sus vidas cumplen los criterios para un
trastorno por consumo de cannabis como se define en el Manual Diagnostico
y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V) es mas del doble de los
que cumplen criterios para cualquier otra droga ilicita'®. Esto refleja el hecho
de que muchas mas personas han consumido cannabis alguna vez en
comparacion con las que han abusado de otras drogas ilicitas. Por el contrario,
el porcentaje de personas que han consumido cannabis alguna vez y que
desarrollan dependencia es menor que con otras sustancias ilicitas; por
ejemplo, el 15% de los que prueban la cocaina y 24% de los que prueban la

heroina desarrollan dependencia.

Resulta preocupante que la prevalencia de los trastornos por consumo de
cannabis ha ido aumentando a pesar de tasas estables de consumo.
Marihuana con una mayor concentracion de THC disponible en las calles y una
edad mas temprana de inicio del consumo pueden haber contribuido a esto. El
inicio temprano del consumo de cannabis (o de cualquier sustancia de abuso)
es particularmente preocupante ya que es un fuerte predictor tanto del
consumo de sustancias como de problemas de salud mental en la edad adulta

joven.
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Los fendbmenos que ocurren a partir de los trastornos por consumo de cannabis
parecen bastante similares a la de otros trastornos por consumo de sustancias
ilicitas en la mayoria de los aspectos. Los adultos en tratamiento por trastorno
por consumo de cannabis que lo han utilizado diariamente durante afios por
término medio, e hicieron varios intentos sin éxito para dejarlo. Experimentan
la gama completa de sintomas de abuso o dependencia. Por ejemplo,
describen que contindan usando cannabis a pesar de experimentar problemas
sociales, psicologicos y fisicos relacionados con su uso; se perciben a si
mismos como incapaces de dejar de consumir y la mayoria experimentan
sintomas de abstinencia cuando lo dejan de golpe. Por otra parte, reconocen
problemas familiares y de pareja y culpabilidad asociada con el consumo, asi
como dificultades financieras, falta de energia y autoestima, insatisfaccién con
sus niveles de productividad, problemas de sueiio y memoria, y baja

satisfaccion en la vida.

A pesar de la similitud en los sintomas por consumo de cannabis y otras
drogas, manifiesta diferencias en su gravedad'*. Por término medio, las
personas con dependencia al cannabis no cumplen con tantos criterios de
dependencia del DSM como aquellas con dependencia al alcohol, cocaina u
opiaceos. La abstinencia causa incomodidad, pero no tiene riesgos
importantes para la salud, y las consecuencias para la salud y relaciones
psicosociales, aungue numerosas, son por término medio, no tan graves. A
pesar de que el sindrome de dependencia es leve, dejar de usar cannabis una
vez que el uso es problematico no parece ser mas facil que dejar de usar otras

sustancias.

Paralelamente al aumento de los trastornos por consumo de cannabis, los
ingresos en los servicios de tratamiento han incrementado draméticamente en

algunos paises (ej. Estado Unidos, Australia) de tal forma que los porcentajes
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de las personas que estan en tratamiento por consumo de cannabis son
comparables a los de las personas en tratamiento por consumo de cocaina y
heroina. Esto se puede deber al aumento del niumero de individuos que
desarrollan trastornos por consumo de cannabis, al creciente reconocimiento
y aceptacion de la necesidad de tratamiento, y a la disponibilidad de
tratamientos especificos. Por otra parte, la propia existencia de programas de
tratamiento puede facilitar la admision del potencial adictivo del cannabis, lo
gue puede dar lugar a que mas consumidores de cannabis contemplen la

posibilidad de que podria ser un problema significativo para ellos.

Entre los adolescentes que se someten a tratamiento, el cannabis es, por
mucho, la sustancia mas comunmente utilizada (administracion de servicios
de salud mental y abuso de sustancias, 2008). En Estados Unidos, mas del
40% de los que inician tratamiento son personas menores de 20 afos. Los
adolescentes parecen ser mas vulnerables que los adultos a desarrollar un
trastorno por consumo de cannabis: el uso precoz lleva mas rapidamente al

desarrollo de problemas.

3.1.2. Efectos farmacolégicos de los cannabinoides

Segun los efectos farmacoldgicos que los cannabinoides producen en los
distintos 6rganos y sistemas, se puede describir el resultado de todos estos

efectos en el humano.

Sintomatologia aguda:

- Sistema cardiovascular: se han observado taquicardias sinusales
(120 -140lpm), aunque a dosis elevadas pueden producir bradicardia,
hipotension ortostatica, alteraciones electrocardiograficas

inespecificas.
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Aparato respiratorio: los cannabinoides producen broncodilatacion,
sobre todo en personas con cierto grado de broncoconstriccion,
aunque, por lo general, este efecto se ve enmascarado por el efecto
irritante del humo: laringitis, traqueitis y bronquitis.

Aparato digestivo: la administracion de THC puede producir diarrea,
aungue se supone que es debido a la contaminacion por E. coli o
Salmonella.

Ojo: aunque la irritacién de los ojos es el efecto caracteristico, debido
al humo, los cannabinoides producen dilatacion de vasos
conjuntivales y enrojecimiento ocular caracteristico. En algunos casos
puede evidenciarse ptosis y disminucién de la presion intraocular.
Efectos psicologicos: En cuanto a los efectos psiquicos subjetivos,
estos se inician a los pocos minutos de la inhalacion y duran 1- 1.5
horas (si la administracion es oral, se inician mas tarde y duran mas).
En resumen, comienzan con un periodo excitatorio, con una
sensacién de euforia y bienestar. La percepcion temporal esta

alterada, lo mismo con la percepcién de la musica y de los colores.

Tras una exposicion aguda del compuesto aparece la segunda fase de la

secuencia bifasica que es un estado de relajacion:

Las funciones motoras complejas se ven también alteradas. Esto
genera riesgo al conducir vehiculos bajo los efectos de los derivados
de Cannabis,y hay estudios que demuestran que hay una alteraciéon
en la percepcion de las distancias y un aumento del tiempo de
reaccion. Sin embargo, otros estudios no llegan a datos tan
concluyentes, por lo que hasta la fecha no se puede establecer esta
relacion.

Efectos psicoldgicos y psiquiatricos: los fumadores crénicos de estas
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sustancias pueden desarrollar cuadros de reacciones de panico,
impresiones retrospectivas, reacciones psicéticas, ansiedad,
depresion y trastornos de la memoria inmediata.

- Hormonas y reproduccion: aunque en una primera fase estos
compuestosaumentan el interés sexual, en fumadores crénicos se
demuestra una disminucion de la libido. En mujeres, ciclos
anovulatorios, y en varones anomalias estructurales y/o en la
movilidad de los espermatozoides y oligospermia.

- Otros efectos: sequedad de boca, sed y aumento del apetito (con una
predileccion especial por los dulces, sin que esto se haya podido
relacionar con alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono).

Efectos del consumo de cannabis durante el embarazo y la lactancia

Los efectos de la exposicion in Gtero a varias sustancias psicoactivas, en
particular alcohol y cocaina, han sido ampliamente estudiados; sin embargo,
el conocimiento del impacto del consumo de cannabis en el embarazo y en el
desarrollo fetal es menor'®>. La edad donde se da la mayor frecuencia de
consumode cannabis y otras drogas de abuso, es en la edad reproductiva. Los
cannabinoides poseen caracteristicas cinéticas y mecanismos de accién que
suponen riesgo de exposicion fetal y en la lactancia debido a que en el

embarazose presentan cambios fisioldgicos que facilitan la exposicion fetal.

Existe evidencia de que los cannabinoides y otros componentes del cannabis
atraviesan la placenta y se excretan a través de la leche materna, y de esta
formatanto el feto como el recién nacido y el lactante pueden verse expuestos
a éstos. Se ha detectado la presencia de A-9-THC en la sangre fetal,

representando entreun tercio a una décima parte del nivel en sangre materna.
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El THC puede acumularse en la leche materna en concentraciones hasta ocho

16
veces mayores que en el plasma’ .

- Durante el embarazo existen cambios fisiolégicos que pueden alterar

la cinética de la marihuana en el organismol7: Aumento del volumen
corriente respiratorio y la disminucién del volumenresidual pulmonar
pueden incrementar su absorcion inhalatoria.

- La eliminacién de reservas lipidicas al final del embarazo puede
favorecerla liberacion de cannabinoides acumulados en el tejido

adiposo.

El consumo habitual o crénico en mujeres embarazadas puede provocar un
bajo peso en neonatos y existe un mayor niumero de ingresos a unidades de
cuidados intensivos. Los principios activos del cannabis pueden alterar el

intercambio placentario y el transporte de nutrientes a través de la placenta.

El consumo de marihuana fumada altera el flujo sanguineo de la arteria
uterina, pudiendo comprometer el aporte transplacentario de nutrientes. Los
altos niveles de monéxido de carbono que se alcanzan en la embarazada que
fuma marihuana limita ain mas el transporte de oxigeno a través de la
placenta. Por otra parte, el consumo de cannabis se ha asociado con mayor
prevalencia de anemia durante el embarazo. Entre las complicaciones
neonatales mas estudiadas, no se encuentra asociacion con muerte perinatal,
ni con la aparicién de sindrome de abstinencia en el nacimiento o cambios

comportamentales neonatales?®.

Si bien algunos estudios experimentales y clinicos han evidenciado que la
exposicion a cannabis durante el embarazo y la lactancia puede alterar el
neurodesarrollo, no existe un consenso en relacion con diferencias

significativas de trastornos a largo plazo en nifios y nifias expuestos, en
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comparacion con aquellos no expuestos. Las alteraciones neuroldgicas y
cognitivas en nifios y nifias que tienen mayor evidencia de asociacion con
expuestos a cannabis antes del nacimiento son: alteraciones de la agudeza
visual, del razonamiento y de la comprension verbal, asi como de la memoria

a corto plazo.

Cannabis y lactancia

Se conoce que los cannabinoides pasan a la leche materna y que los lactantes
estan expuestos a través de esta via. Se detecta A-9-THC y su metabolito (11-
hidroxi-delta-9 tetrahidrocannabinol), asi como el cannabidiol en la leche
materna de consumidoras de cannabis con una relacion 8:1 en comparacion
con los niveles hallados en sangre. Se ha encontrado el metabolito del A-9-
THC en las heces de lactantes en concentraciones significativamente mayores
gue en la leche materna, lo que sugiere que este principio activo se metaboliza
en el nifo. El A-9-THC puede tardar dos a tres semanas en eliminarse a través
de la orina del recién nacido. Es altamente lipofilico y se acumula en el cerebro
y tejido adiposo de nifios y nifias, sobre todo en los dos primeros afios de vida.
Varios autores muestran que el A-9-THC puede alterar el normal crecimiento
y desarrollo cerebral en la primera infancia. Se han evidenciado efectos
neuroldgicos en lactantes hijos de madres consumidoras de cannabis, tales
como depresion de conciencia, disminucion del tono muscular y dificultad en
la succion. Ademas, el consumo de cannabis durante el primer mes posparto
se ha relacionado con alteraciones del desarrollo motor al afio de vida. La
mayoria de las madres que consumen cannabis en ese periodo también lo han
hecho antes del nacimiento, por lo que es dificil atribuir este efecto negativo

Unicamente al periodo posnatal®®.
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El consumo de sustancias en esta etapa puede conducir a dafios irreversibles,
gue son 100% prevenibles si se plantea y se ofrece atencion para mantener la
abstinencia durante el embarazo. El conocimiento actual sobre las
caracteristicas del cannabis, las formas de consumo y los efectos adversos
potenciales sobre la madre y su hijo, permiten orientar pautas especificas para
la identificacion del riesgo y su manejo en el caso de consumo de marihuana
durante el embarazo y la lactancia. Hasta el momento, el principio precautorio
establece la necesidad de recomendar la abstinencia del consumo durante

este periodo.

3.2. Matrices bioldgicas clasicas y alternativas en Toxicologia

Cada matriz biologica proporciona una informacién diferente de interés en los
analisis, de tal manera que es necesario seleccionar correctamente la matriz
a analizar en funcién del propésito para el que se realizara dicho analisis™®.

Las matrices bioldgicas que tradicionalmente se conocen son la sangre y la
orina en las cuales se han realizado andlisis de rutina debido a su
disponibilidad y caracteristicas. Por lo cual a estas dos matrices biolégicas se
les conoce como clasicas. La sangre (y por similitud el plasma y el suero)
permite establecer una correlacion entre la concentracion hallada para una
sustancia con los efectos o sintomas producidos sobre el individuo en el
momento de la toma de la muestra. No obstante, la vida media de la mayoria
de las sustancias en sangre es inferior a las 24 horas, lo que limita su utilidad
cuando la toma de muestra se efectla con retraso o0 se requiere conocer un
consumo pasado. Ademas, la toma de muestra es invasiva y por ello requiere
personal especializado para su recoleccion, cuando se realiza fuera del &mbito

hospitalario.
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La orina es producida continuamente por el rifion como un ultrafiltrado de la
sangre, y mediante su produccion son eliminados el exceso de agua y
productos de desecho producidos por el cuerpo. La composicion y cantidad
diaria producida pueden variar considerablemente en funcion de la cantidad
de liquidos ingeridos, la dieta, el estado de salud, el uso de ciertos
medicamentos y las condiciones ambientales. La orina es la muestra mas
utilizada para el screening en los analisis toxicolégicos debido a sus
caracteristicas: las concentraciones de los compuestos diana y sus productos
de biotransformacion (metabolitos) son mayores; el volumen de muestra
disponible suele ser mayor y su ventana de deteccidén es superior (dias en
lugar de horas). Se debe de tener en cuenta que su adulteracion es sencilla y,
por ello, la toma de muestra debe ser realizada bajo supervisién, lo que

conlleva una invasion de la intimidad del individuo.

En las ultimas décadas otras matrices, denominadas matrices biolégicas
alternativas, han aportado una nueva herramienta para la interpretacion de los
resultados toxicologicos. En general, estas matrices alternativas presentan
como ventaja sobre las matrices clasicas una toma de muestra menos invasiva
y mas sencilla, aportando ademas informacién no suministrada por las
matrices clasicas, debido a sus diferentes ventanas de deteccibn. Como
desventaja se debe destacar las bajas concentraciones que suelen presentar
en ellas los compuestos y sus metabolitos, por lo que requieren el empleo de
equipos analiticos con una alta sensibilidad para su analisis. Las principales
matrices alternativas son el cabello, el fluido oral, el sudor y el meconio; pero
también pueden incluirse en este grupo matrices menos utilizadas como los

dientes, las uias, la placenta, el cordén umbilical, la vérnix caseosa, etc?°.

El cabello fue la primera matriz alternativa en ser empleada en el campo de la

Toxicologia, siendo Baumgartner el primero en utilizarla en 19792, La principal
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aportacion que supone la utilizacion del cabello en el campo de la Toxicologia,
frente a las matrices tradicionales, es su amplia ventana de deteccion, ya que
las drogas, una vez incorporadas al cabello, no son eliminadas por el lavado
del cabello y, por tanto, permanecen en el interior del mismo, meses o incluso
afios. Consecuentemente, la ventana de deteccion de esta matriz bioldgica

s6lo se ve limitada por la longitud del mechén de cabello a analizar.

Esta caracteristica otorga la posibilidad de realizar estudios del patrén
cronoldgico de consumo, es decir, conocer si el consumo disminuye, aumenta
o0 cesa durante un periodo de tiempo que sélo depende de la longitud del
mechon, mediante el andlisis de segmentos continuos y sucesivos de cada
uno de estos. Ademas, la toma de muestra es sencilla, ya que no requiere
personal médico para su realizacion, y es no invasiva, pudiendo ser facilmente
supervisada para evitar la manipulacion o adulteracion de la muestra. De igual
manera si es necesario recoger una segunda muestra de caracteristicas
similares a la inicial, esta puede ser obtenida sin ningiin problema de la misma
persona. Por ultimo, otra ventaja del uso del cabello como matriz biolégica es
gue tanto su almacenaje como su transporte se realiza de una forma sencilla,

sin necesidad de ninguna medida de conservacion especial.

3.3. El cabello como matriz biol6gica
3.3.1 Formacioén y estructura

El cabello es un tejido s6lido muy complejo que se origina en los foliculos
pilosos (FP) esta formado por multiples estructuras. Tiene un segmento inferior
y uno superior, ambos se encuentran dentro de la piel (epidermis y dermis)
(Figura N°3)

El segmento inferior posee dos secciones las cuales son bulbo y tallo. El bulbo
se extiende desde la base de la papila folicular, también llamada papila

dérmica, hasta el area conocida como franja de Adamson (donde termina la
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zona queratogena del pelo); el tallo abarca desde la franja de Adamson hasta
el sitio de insercién del musculo erector del cabello (Figura N°3). En el interior
del bulbo se encuentra la papila folicular, y en ella se encuentran células
madres como lo son los melanocitos, melanosomas, capilares arteriales y
venosos que nutren al cabello. EI segmento superior se divide en dos
porciones: istmo e infundibulo. El primero, se extiende desde el sitio de
insercibn del musculo erector del pelo hasta la glandula sebacea y el

infundibulo.

! :
— Foliculo

papila dérmica

Figura N° 3. Division del foliculo piloso.?*

Las capas de células concéntricas que recubren al bulbo y al tallo desde su
interior hacia el exterior son el tallo (que lo forman las células medulares),
corteza del tallo y cuticula del tallo (Figura N°4). La médula es la capa central
y la que proporciona el diametro final al cabello en funcién de su tamario,
puede llegar a no estar presente en aquellos cabellos de menor diametro, las

células que forman la médula estan queratinizadas y deshidratadas.
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La capa intermedia esta formada por la corteza del tallo, esta se encuentra
fuertemente adherida a la médula y la rodea, esta capa es la que compone la
mayor parte del tallo piloso y estd compuesta por largas células
queratinizadas, aqui es donde se acumulan los granulos de pigmentos que
proporcionan al cabello su color, la melanina es el principal pigmento del
cabello y se forma en unas células especiales llamadas melanocitos. La ultima
capa estd conformada por la cuticula del tallo, esta es la que recubre a las
capas anteriores y se encuentra fuertemente adherida a la corteza, consta de
5 a 7 capas de células alargada, la cual poseen la funcién de anclar el tallo

piloso el foliculo y proteger las fibras interiores de las agresiones externas.

CORTEZA

Contiene pigmento natural
(melanina) y humedad

~—+& — MEDULA

Nucleo de pelo

Incluso puede
estar ausente

CUTICULA

Capa externa del tallo del pelo
( se superpone a las células de queratina )

Funciona como costra protectora

Cuticula es transparente

Figura N° 4. Seccion de las capas concéntricas (médula, corteza y cuticula) que forman el

tallo piloso.2!

Tanto el bulbo como el tallo estan rodeados por las capas antes mencionadas;
sin embargo, el tallo no tiene capilares. Las células mas importantes del
cabello son melanocitos, queratinocitos y células madre. Los melanocitos se

encuentran en la papila folicular, matriz del cabello y vaina radicular externa
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(VRE). Los queratinocitos se encuentran en la capa mas externa del cabello
(estrato basal). Aqui también se encuentran células madre que producen
queratinocitos y melanocitos, asi como en la papila folicular. La papila folicular
produce células que se diferencian hasta transformarse en el tallo piloso, el
cual crece progresivamente y forma el cabello terminal. El diametro del tallo
piloso mide entre 50 y 120 um. En las personas de ascendencia asiatica es
mas grueso, y en las caucasicas, mas delgado. La longitud del cabello va de

1 mma50cm.

3.3.2. Incorporacion de las drogas y farmacos al cabello
Las diferentes drogas y farmacos pueden incorporarse al cabello en distintos
sitios, por multiples mecanismos y en varios momentos del ciclo de crecimiento
del cabello (Figura N°5), en la que se aceptan tres mecanismos diferentes los

cuales son:

- Incorporacioén por difusién pasiva: La papila dérmica es un tejido con alta
proliferacion celular, por lo que se encuentra altamente irrigado, de tal forma
qgue las drogas presentes en la sangre difunden principalmente por difusién
pasiva incorporando la droga desde la sangre que nutre la papila dérmica
hacia las células en crecimiento en el foliculo piloso o durante la formacion del
eje piloso, a través de la membrana celular, incorporando las drogas presentes

en la sangre en el interior de los queratinocitos y melanocitos en formacion.

La distribucion de drogas a través de las membranas celulares es facilitada
generalmente por la alta solubilidad lipidica, ya que al aumentar su lipéfila
puede penetrar con mayor facilidad las membranas y por lo tanto difundir a
favor de gradiente hacia el interior celular. Por otra parte, los factores fisico
guimicos como la forma no ionizada de las drogas en la sangre difundiran con

mayor facilidad a través de la membrana y dado que el pH intracelular de los
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queratinocitos y de los melanocitos es mas acido que el del plasma (de 3 a 6
en los queratinocitos y melanocitos, frente a 7.3 del plasma), las moléculas
bésicas penetran con mayor facilidad en el interior celular. La difusion de
drogas desde capilares de sangre arterial a las células de la matriz en la base
del foliculo piloso es considerada la causa principal de deposicion de drogas
en el cabello que presumiblemente se unen a pigmentos y otros componentes
de la matriz, que permiten obtener un perfil cronolégico del consumo de drogas
de abuso, mediante el andlisis de segmentos continuos y sucesivos de un

mechon de cabello?l.

- Incorporacién por difusién desde el sudor y las secreciones sebaceas:
Debido a que el cabello es muy poroso, este puede aumentar hasta un 18%
de su peso al absorber liquidos y, por lo tanto, las sustancias presentes en el
sudor y en las secreciones sebaceas pueden ser transferidas hacia el cabello
y retenidas en él. Si la droga esta presente en el sebo puede depositarse en
el cabello através de un intimo contacto de éste con la piel del cuero cabelludo.

El sudor juega un rol importante en la incorporacion de drogas en el cabello.
Los analitos predominantes generalmente encontrados en cabello son las
drogas intactas, 0 sea sin metabolizar en vez de los metabolitos mas polares
que preferiblemente predominan en orina. La gran variabilidad interindividual
en la produccion de estas dos secreciones puede explicar la gran dispersion
de concentraciones encontradas en individuos que han recibido la misma
dosis, asi como la dispersion de las drogas por una larga zona del tallo piloso,

gue no se corresponde con la dosis y tiempos administrados.

- Incorporacion por exposicion pasiva a las drogas en el ambiente: esta
exposicion puede llevarse a cabo a través de la suspension de las drogas en

el ambiente, del humo producido al fumarlas, del contacto con las manos
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contaminadas, etc. Como el cabello es una matriz porosa, si se ve expuesto a
ambientes con elevadas concentraciones de contaminantes, estos pueden
incorporarse a sus capas mas externas, como lo puede ser un ambiente
cerrado donde se fuma cannabis. Esta exposicion no indica consumo activo, y
es por ello que las proporciones entre los compuestos y sus metabolitos suelen
presentar unos valores diferentes a los encontrados en aquellos casos en los
que, si se produce dicho consumo activo, y por lo tanto si ha existido una
incorporacion desde la sangre. Una de las formas que se sugieren para
distinguir la droga proveniente de una contaminacion externa, del uso
voluntario de la misma seria encontrar metabolitos de la droga en la estructura
intima del cabello. Este tipo de exposicion debe ser eliminada mediante la
realizacion de procedimientos de lavado previos a la realizacion de los analisis,

para minimizar su aportacion y evitar resultados falsos positivos.

La disposicion de las drogas incorporadas al cabello dependera, por lo tanto,
de una combinacion entre la velocidad a la que crece y el tiempo que
permanece cada foliculo en cada una de las fases del ciclo de crecimiento.
Estos dos factores varian, a su vez, en funcion de diferencias interindividuales
como la raza, el sexo y la edad, del tipo de cabello del que se trata y de la
localizacion anatémica del mismo. Debido a esta gran variabilidad, el cabello
de la region del vértex posterior fue seleccionado como el indicado para la
realizacion de los analisis de drogas, ya que en esta zona la cantidad de
foliculos en fase anagena es mayor y la ratio de crecimiento es mas estable.
Diferentes estudios han observado que la velocidad de crecimiento en esta
zona varia entre 0,6 a 1,4 cm al mes; y aproximadamente el 85% del cabello
se encuentra en fase anagena, mientras que 15% restante esta en una de las
otras dos fases??23. Como simplificacion, se establecié que la velocidad de

crecimiento del cabello en esta region es de 1 cm al mes?“.
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ES Drug from external source

@ Ingested drug

Figura N° 4. Modelo de incorporacién de las drogas al pelo mediante tres mecanismos de
incorporacion a través de la sangre que nutre la papila dérmica, incorporacion a través del
sudor y del sebo que bafian la fibra capilar e incorporacion a través de la exposicion pasiva

al ambiente (polvos, vapores o humos con drogas). Modificado de Kronstrand et al.?5.
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3.1.2. Aplicaciones del andlisis de cabello en el ambito de la

Toxicologia Clinica y Forense

El cabello es una parte muy compleja de nuestra anatomia, se forma en el
foliculo piloso y en un adulto se estima que hay unos 5 millones de foliculos,
de los que un millon estan en la cabeza. Las primeras aplicaciones del cabello
como matriz biolégica para el estudio toxicolégico datan de 1858, cuando
Casper publica un articulo sobre el hallazgo de arsénico en un cadaver
exhumado 11 afios después de su muerte. También es muy conocido el caso
de Napoledn a quien se le encontré arsénico y otros compuestos 125 afios
después de su muerte; en el cabello de Beethoven se encontré plomo cuando

habia transcurrido un tiempo largo desde su fallecimiento.

El cabello es un anexo de la piel caracteristico de los mamiferos, que esta
formado fundamentalmente por proteinas (65-95%, mayoritariamente
gueratina), agua (15-35%), lipidos (1-9%) y minerales (< 1%). Constituido por
una serie de células superpuestas que forman la cuticula y células corticales
que forman la corteza, en cuyo centro, las células condensadas forman la

médula.

La investigacion toxicolégica de drogas de abuso en distintas matrices
biolégicas ha sido siempre objeto de estudio y se ha desarrollado
enormemente en los udltimos afos. El analisis de cabello es una importante
herramienta en el campo de la Toxicologia, tanto clinica como forense, debido
a sus caracteristicas diferenciadoras en relacion con las demas muestras

disponibles.

Las muestras biolégicas mas empleadas para evaluar la presencia de drogas

de abuso han sido tradicionalmente sangre, orina y otros fluidos corporales.
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Mientras el analisis de sangre sOlo permite extrapolar los valores de drogas
existentes en el momento en que se recogieron las muestras, es decir poco
tiempo después de su administracion, en el analisis de orina las cantidades
encontradas no se correlacionan necesariamente con el estado clinico del
sujeto, pues al ser el riidbn una de las vias de eliminacion, las drogas se pueden

acumular en ella.

El analisis de otras matrices no convencionales como cabello y ufias
estableceria el conocimiento de una drogadiccion durante largos periodos de
tiempo hasta un consumo cronico. Otras caracteristicas y ventajas del cabello,
si se compara con la sangre y la orina, son por un lado la posibilidad de
establecer un perfil cronoldgico del consumo de drogas, es decir, conocer si el
consumo disminuye, aumenta o cesa durante un periodo de tiempo que sélo
depende de la longitud del mechdn; y, por otro lado, el cabello nos permite

conocer la asiduidad en el consumo de drogas.

Este tipo de andlisis tiene un gran interés en la resolucion de casos forenses
donde el cabello es el Unico espécimen obtenido de un cadaver, debido a
factores externos donde no se han podido obtener, debido al estado de
putrefaccion, otras matrices bioldégicas. También puede proporcionar
informacion atil, por ejemplo, en situaciones de conduccién bajo el efecto de
las drogas, renovaciones de licencias, evaluacion de cumplimiento con terapia
de sustitucion de drogas para documentar abuso de alcohol. Otros casos de
analisis de drogas en cabello en el ambito de la Toxicologia Forense se utilizan
en forma rutinaria, en casos de divorcio y de custodia de hijos, en cadaveres
en avanzado estado de putrefaccion para establecer consumo de drogas
previo a su muerte, en casos de agresiones sexuales o crimenes provocados
por sumision quimica, control de sustancias dopantes (de forma rutinaria en

orina).
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3.4.Protocolos generales de analisis

En el afio 2012 la Society of Hair Testing (SoHT) establecié una guia de
buenas practicas para aquellos laboratorios que realizan analisis toxicoldgicos
de cabello'®. Esta guia se utilizara para el andlisis de muestras de cabello,
debido a que a comparacion de otras matrices bioldgicas, el cabello necesita
una proceso de pretratamiento de la muestra complejo, incluyendo de igual
manera una correcta toma de muestra, una serie de procesos destinados a
minimizar la posible contaminacion externa, una adecuada extraccion de los
analitos incorporados en la matriz sélida y el uso de métodos instrumentales
suficientemente sensibles para conseguir detectar y cuantificar correctamente

las bajas concentraciones de los analitos encontrados en esta matriz.

3.4.1. Recogida de la muestra y almacenamiento
La toma de muestra o recogida de muestras de cabello puede realizarse de
diferentes regiones anatomicas como del cuero cabelludo, pubis, axila, o
cualquier zona corporal con pelo. Esta investigacién tiene como objeto el

analisis de cabello en cuero cabelludo.

El pelo capilar es incluso el més util por su crecimiento regular de 0.33 a 0.60
milimetros por dia, la toma de la muestra debe realizarse en la parte posterior
de la cabeza conocida como vértex posterior, debido a que es en esta zona
donde existe menor variabilidad, por razones de edad o sexo, en el crecimiento
de los foliculos pilosos. Se debe recolectar la mayor cantidad posible de
foliculos en la fase anagena, ya que la papila esta en estrecho contacto con el
resto del organismo, a través de la circulacidbn sanguinea, linfa y fluido
extracelular. En general, se recomienda un mechoén del diametro de un lapiz.
Por ultimo, es recomendable realizar un segundo analisis de confirmacion

sobre el mechoén de cabello cuando los resultados de la primera son positivos,
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para corroborar el resultado del primer analisis.

El cabello no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Las
muestras deben ser conservadas a temperatura ambiente, introducidas
simplemente en un sobre de papel, en papel de aluminio, o bien en un tubo de
cristal o plastico, indicando donde se encuentra la raiz y donde la punta, por si
se quiere realizar a posteriori un estudio secuencial del consumo de una droga
a lo largo del tiempo. Es aconsejable almacenarlas en un lugar seco y oscuro,
evitando la luz directa del sol, y no es recomendable guardarlas en la nevera

o el congelador.

3.4.2. Segmentacion del mechén

Dependiendo del tipo de caso, se pueden seguir diferentes estrategias para la
segmentacion. Se pueden cortar segmentos medidos de entre 10 y 30 mm con
ayuda de una regla o papel milimetrado que permita medir correctamente la
longitud del segmento, seguidas en algunos casos por accibn mecanica como
trituracion o pulverizacién, para proporcionar un historial mas detallado sobre
el perfil de la exposicion a la droga de un individuo. La precision del andlisis
segmentario depende tanto del muestreo como del procedimiento de
segmentacion en el laboratorio. Ademas, las concentraciones de drogas en el
cabello pueden disminuir desde la raiz hasta el extremo distal, a través del
lavado. Durante la toma de muestra es fundamental evitar que las fibras de
pelo se desalineen durante el corte. Cuando el mechon de cabello se sujeta
para ser cortado forma un cono, y puede producirse el desalineado de las
fibras de pelo; ademas, debe tenerse cuidado con el &ngulo de las tijeras que
se use durante el corte, ya que si es demasiado oblicuo dejara muestra
residual en el cuero cabelludo. Se recomienda no recoger mas de 60 fibras de

pelo por mech6n?®.
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Ademas, el proceso de eliminacion de la contaminacion externa debe
realizarse siempre después de la segmentacién para que el mechdén no se

desalinee durante el mismo.

3.4.3. Eliminacion de la contaminacion externa

La contaminacién externa se compone de una combinacion de contaminantes
de origen exdgeno y contaminantes de origen enddgeno que recubren la parte
externa de la fibra pilosa. Los contaminantes exdégenos engloban restos de
drogas a los que se expone pasivamente el cabello en contacto con ambientes
contaminados. Mientras que los contaminantes enddgenos son segregados
por las glandulas sebaceas y las glandulas sudoriparas, y bafan la parte
externa de la fibra pilosa en formacion®. La eliminacién de esta contaminacion
externa es un paso previo a realizar antes de cualquier analisis de cabello,
tanto para evitar resultados falsos positivos por la posible existencia de
contaminantes exdgenos, como para evitar interferencias en la interpretacion
de los resultados que puedan causar los contaminantes enddgenos. En la
practica, no es posible diferenciar entre ambos componentes de la

contaminacion externa.

La eliminacion de la contaminacién externa se realiza mediante la aplicaciéon
de lavados sucesivos en el mechon de cabello o segmento con uno o varios
disolventes durante un tiempo determinado. Ademéas de eliminar la
contaminacion externa propiamente dicha, estos procesos de lavado del
cabello también eliminan restos de productos cosméticos como champdus,
ceras, lacas, etc., que pueden interferir en la posterior determinacion analitica
de los compuestos de interés, al disminuir la relacion sefal/ruido del

cromatograma obtenido?®.
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Los disolventes organicos como el diclorometano y la acetona solo eliminan la
contaminacion superficial de la fibra de pelo, mientras que las disoluciones
acuosas y el metanol también extraen parte de las drogas incorporadas en el
cabello.

3.4.4. Extraccion de los analitos de la matriz

El cabello es una matriz sélida y, debido a ello, las drogas que han sido
incorporadas desde la sangre hacia su interior se encuentran firmemente
unidas a las proteinas, a la melanina y/o a los lipidos que forman su estructura.
Por ello es necesario realizar previamente al andlisis un procedimiento de
extraccion de estos analitos de la matriz sélida, que libere las drogas y permita
su analisis. El proceso de extraccion incluye un primer paso de
homogeneizacion de la muestra (pulverizacion del segmento hasta obtener un
polvo fino maximizando la extraccion de analitos debido a que de esta manera
se aumente la superficie de contacto entre el cabello y el disolvente utilizado)
y un segundo paso de extraccion mediante la solubilizacion de los analitos con
un disolvente que penetre en el interior de la fibra pilosa, o mediante la
digestion de la matriz del cabello. Ya que en esta investigacion el analito de
interés es el THC, se podran utilizar disolventes como tampones basicos que
son disoluciones a pH basicos (generalmente disoluciones acuosas de NaOH)
permiten la completa digestién de la matriz sélida del cabello. Esto permite
obtener una mayor recuperacion de la extraccion, pero no todas las sustancias
son estables a pH basicos, ya que, por ejemplo, la cocaina se hidroliza
espontanea y completamente. Por lo tanto, a una de las sustancias en que su

aplicabilidad se ve reducida es al THC?®,

La solubilizaciéon suele realizarse acompafiada de una extraccion con

ultrasonidos causando una alta degradacion de la estructura del cabello y por
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ello, favorece el proceso de extraccion. El proceso de extraccion de los analitos
debe durar como minimo 4 horas y 6 como maximo, de tal manera que se
asegure la total recuperacion de las sustancias de interés presentes en la

muestra.

3.4.5. Analisis Instrumental

El andlisis de cabello requiere el empleo de técnicas instrumentales que
permitan determinar las sustancias de manera inequivoca, cuantificarlas con
una adecuada precision y exactitud, y con suficiente sensibilidad para alcanzar
concentraciones en el rango del picogramo por miligramo de cabello. Por ello,
la metodologia de eleccion en el andlisis cuantitativo de cabello es la
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas en tandem (LC-
MSMS). (Ver anexo N°1)

El empleo de la técnica de LC-MSMS es una alternativa para compuestos
polares y termolabiles, sin el paso previo de la derivatizacion, siendo por tanto
un andlisis mas rapido y barato. Las aplicaciones de la LC-MSMS en la
Toxicologia Forense han sido mdltiples, desde anfetaminas, cocaina, THC,
opiaceos, LSD, benzodiazepinas, neurolépticos, etc., tanto para la
identificacion como la cuantificacion de estas sustancias. Como inconveniente,
cabe destacar el alto precio de los equipos empleados de LC-MSMS por lo que

no estan disponibles en todos los laboratorios de Toxicologia.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0. DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo de estudio

Bibliografico: A partir de fuentes confiables que fueron utilizadas como
referencias bibliograficas se obtuvo la informacion respecto a la identificacion
de THC, en cabello humano como matrizbioldgica, para el diagnéstico de

consumo crénico de marihuana.

Documental: Este proyecto de investigacion se baso en la obtencion y analisis
de datos provenientes de fuentes bibliograficas provenientes de bases de

datos encontradas en internet que se mencionan mas adelante.

4.2. Investigacion bibliogréafica

Se realiz6 la busqueda en bases de datos disponibles en internet como lo son:

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador, campus central

- Biblioteca Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de
la Universidad de El Salvador

- Reuvistas cientificas

- Base de datos encontradas en internet

- Biblioteca digital de la Universidad de El Salvador y base de datos

pertenecientes al sistema bibliotecario universitario.

4.3. Desarrollo

Debido a que la investigacion desarrollada fue completamente de caracter
bibliografico esta se ejecutd mediante etapas, con la finalidad de seleccionar
el material bibliografico que fue de mayor utilidad para los fines de esta

investigacion, estas etapas fueron divididas de la siguiente manera:
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Busqueda del material bibliografico y analisis exhaustivo del material
consultado para su seleccién y aprovechamiento en el trabajo de
investigacion.

Seleccionar el material idoneo para la estructuracion del Informe Final
Disefio de la propuesta de Practica de Laboratorio, con base a la guia
proporcionada para su estructuracion (ver Anexo N°2), dicha
propuesta se trabaj6 como producto final del Proyecto de

Investigacion y se presenta a continuacion en el capitulo V.



CAPITULO V
PROPUESTA DE PRACTICA DE LABORATORIO
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

PRACTICA DE LABORATORIO:

IDENTIFICACION DE A-9-TETRAHIDROCANNABINOL EN CABELLO
COMO MATRIZ BIOLOGICA PARA EL DIAGNOSTICO DE CONSUMO
CRONICO DE MARIHUANA
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Objetivos:

Aplicar las técnicas adecuadas para la toma de muestras y su

adecuado almacenamiento.

- Realizar el retiro de contaminantes externos presentes en la
muestra de cabello obtenida.

- ldentificar A-9-tetrahidrocannabinol (THC) en muestras de cabello,
mediante cromatografo de liquidos acoplado a espectrometria de
masas.

- Determinar un perfil cronolégico del consumo de marihuana

mediante la segmentacion del mechon.

Fundamento tedrico:

La principal aportacién que supone la utilizacién del cabello en el campo de
la Toxicologia, frente a las matrices tradicionales, es su amplia ventana de
deteccion, ya que las drogas, una vez incorporadas al cabello, no son
eliminadas por el lavado del cabello, dificil de adulterar y, por tanto,
permanecen en el interior del mismo, meses o0 incluso afios.
Consecuentemente, la ventana de deteccion de esta matriz bioldgica solo
se ve limitada por la longitud del mechon de cabello a analizar. Esta
caracteristica otorga la posibilidad de realizar estudios del patrén
cronolégico de consumo, es decir, conocer si el consumo disminuye,
aumenta o cesa durante un periodo de tiempo que so6lo depende de la
longitud del mechén, mediante el andlisis de segmentos continuos y

sucesivos de cada uno de estos.

Ademas, la toma de muestra es sencilla, ya que no requiere personal
meédico para su realizacion, y es no invasiva, pudiendo ser facilmente
supervisada para evitar la manipulacién o adulteracién de la muestra. De
igual manera si es necesario recoger una segunda muestra de
caracteristicas similares a la inicial, esta puede ser obtenida sin ningun

problema de la misma persona. Por ultimo, otra ventaja del uso del cabello
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como matriz biologica es que tanto su almacenaje como su transporte se
realiza de una forma sencilla, sin necesidad de ninguna medida de

conservacion especial.

La Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria, ofrece una poderosa
técnica analitica que combina la cromatografia (de liquidos) como técnica
de separacion, y la espectrometria de masas como técnica de deteccion,
identificacion y cuantificacion para compuestos organicos/organometalicos.
La Espectrometria de Masas es una potente técnica instrumental de
analisis, de alta sensibilidad, basada en la ionizacién de las moléculas y en
la separacion y registro de los iones producidos segun su relacién
masa/carga (m/z) en un sistema a vacio. Los iones que llegan al detector
producen una sefial eléctrica que es ampliada, procesada y registrada en
un ordenador, dando lugar al correspondiente espectro de masas que no
es mas que una representacion grafica de la abundancia de los iones

detectados en funcién de su relacién m/z.

Esta técnica puede aplicarse tanto al analisis cualitativo como al analisis
cuantitativo de una muestra, siendo especialmente potente cuando se
acopla a una técnica de separacion previa como es la cromatografica. Las
moléculas presentes de un analito deben ser analizadas segun sus cargas,
en donde inicialmente la muestra se calienta, es vaporizada (mediante el
uso de camara de alto vacio) para obtener asi los iones del analito en fase
gaseosa (ionizacion), seguidamente es bombardeada con electrones para
cargar las moléculas mediante la pérdida de un electron de los &tomos, por
un acelerador de iones y pasan por un tubo curvo, entran a un campo
magneético, que determina la trayectoria de los iones ya que los iones con
carga son desviador y separados en funcion de su relacion masa/carga
(m/z) mediante la aplicacién de campos eléctricos, magnéticos. Si la masa
del ion es mas grande la velocidad del paso por el tubo es menor; asi que
los iones mas pequenios llegaran mas rapido al detector (ver figura N°1), en

el cual los iones que pasen por el detector producen una sefial eléctrica que
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es enviada a un ordenador generando asi un grafico (picos
cromatograficos) permitiendo asi analizar el compuesto mediante los
patrones de fragmentacién y sus relaciones m/z apropiadas cuantificando
al analito.

Iman

Entrada de Calor vaporiza
la muestra la muestra

lones acelerados

Fuente de
corriente de electrones

Campo magnético
desvia mas los
iones ligeros

Detector

Figura N°1. Proceso de muestra dentro del equipo espectrémetro de masas

En lo que respecta al analisis cuantitativo, la intensidad ionica detectada se
puede correlacionar con la cantidad de sustancia presente en la muestra,
aunque para llevar a cabo una cuantificacion absoluta de calidad es
necesario disponer de patrones de referencia y llevar a cabo una

separacion cromatogréfica previa.

La segmentacion del mechdn proporciona mayor informacion sobre el perfil
de consumo. El andlisis por segmentos implica efectuar una toma de
muestra adecuada, siguiendo los criterios previamente sefialados para ello,
resaltando la importancia de alinear correctamente las fibras de cabello
durante la toma de muestra e indicar la zona mas proxima al cuero

cabelludo, para diferenciar la zona proximal de la zona distal del mechén.
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Equipo, materiales y reactivos:

Equipos:
Sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MSMS)
Incubadora
Cémara de gases
Sistema de extraccién liquido-liquido
Centrifugadora

Balanza analitica digital

Materiales:
Equipo de proteccion personal
Tijeras de cabello
Regla
Pulverizador
Cuadernos de notas y marcadores
Pipetas
Micropipetas
Beakers

Reactivos:
Metanol grado HPLC
Hexano grado HPLC
Diclorometano AR
Agua grado HPLC
Acetato de etilo AR

Conocimientos previos:

El estudiante debe poseer conocimientos previos sobre analisis
instrumental, uso de LC-MSMS, sobre extraccion liquido-liquido y sobre
buenas practicas de laboratorio
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Nota: Dicha practica de laboratorio podra ser aplicada solamente en
personas con cabello largo (longitud de mechén minimo de 5cm)
independientemente del género, debido a que se necesita cierta longitud
minima de muestra, para cumplir con el objetivo de determinar el perfil de
consumo cronico de la droga de abuso mediante la segmentacion del

mechon.

De forma general:

1. Recogida de la muestra y almacenamiento.

2. Segmentacion del mechon.

3. Eliminacion de la contaminacion externa del mechon.
4. Extraccion de los analitos de la matriz.

5. Andlisis instrumental.

Toma de muestra:

El mechdn debe ser cortado lo méas cerca posible al cuero cabelludo y se
debe de tomar aproximadamente 1cm de mechdn por cada muestra.
Introducir la muestra en un sobre de papel e identificarla correctamente, el
cabello no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Las
muestras deben ser conservadas a temperatura ambiente, en un lugar seco
y oscuro, evitando la luz directa del sol. Es recomendable recoger una
segunda muestra de cabello y analizarla cuando los resultados de la

primera son positivos, para corroborar el resultado del primer analisis.

Pre-tratamiento de la muestra:

- La eliminacién de la contaminacién externa se realiza mediante la
aplicacion de lavados sucesivos en el mechdn de cabello, estos procesos
de lavado del cabello eliminan restos de productos cosmeéticos que pueden
interferir en la determinacién analitica del compuesto en interés. Este
proceso se debe realizar con 2 mL de diclorometano por 2 minutos,

realizando 3 lavados consecutivos.
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- Se procede a descontaminar la muestra de cabello mediante el secado a
70°C por 40 minutos.

- Se debe realizar una segmentacion del mechén de aproximadamente 2-
3cm de longitud para poder determinar el consumo habitual o crénico del
THC debido a que en los diferentes segmentos del mechdén se deberan
encontrar diferentes concentraciones del analito de interés conociéndose el
crecimiento habitual que tiene el cabello.

- Cuando la muestra ya esté seca y segmentada se procede a pulverizar
para facilitar el proceso de extraccion posterior, dejando de tal manera una
superficie lo mas grande posible para la penetracion del solvente. Se debe
de tener cuidado para no perder parte de la muestra en este proceso.

- Se deben de obtener 50mg de muestra por segmento para poder realizar

las determinaciones.

Extraccion de THC de las muestras de cabello:

- El objetivo de este procedimiento es extraer selectivamente vy
cuantitativamente el analito de interés del cabello sin modificarlo
quimicamente.

- Afadir ImL de metanol a la muestra a 40°C por 16 horas. Este mecanismo
de extraccion prevé que el metanol hidrofilico penetre en el cabello,
provocando el hinchamiento y la liberacion de la sustancia por difusién y la
disolucion de compuestos neutros y lipofilicos.

- Puede existir un alto grado de contaminacion de la matriz del cabello, por
lo que se recomienda un paso de purificacion adicional, realizando una
extraccién liquido-liquido.

- La extraccion liquido-liquido se llevara a cabo con 4 mL de
hexano:etilacetato (90:10, v:v), la muestra se centrifuga durante 15 minutos
(4000rpm, 4°C) y la fase organica se recoge y se evapora a sequedad con
nitrdgeno a 35°C. El sobrenadante se reconstituye con 20 pyL de metanol y

se procede a cargar la muestra en el equipo.
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(Condiciones: Columna XTerra MS C18 (2.1x100mm, 3.5um) a 26°C, eluida
en modo isocratico utilizando acido férmico al 0.1% en acetonitrilo (15:85),

y administrado a un caudal de 0.25 ml/min).?

Recoleccion de resultados:

Se debera recolectar los resultados por cada 2-3cm de longitud de cabello
(comenzando los segmentos de la raiz a puntas), obteniéndose una lectura
del equipo por cada segmento del mechdn, y la cantidad de estos
dependera de la longitud del mismo. Para la recoleccion de estos datos se
propone un cuadro para poder establecer el perfil cronoldgico del consumo

de THC de la persona de la que se obtuvo la muestra.

Cuadro N°1. Recoleccion de datos

Lectura de mechdn de cabello para laidentificaciéon de THC

Seccién del mechon Lectura de equipo en (m/z)

Segmento #1 de 2cm

Segmento #2 de 2cm

Segmento #3 de 2cm

Segmento #4 de 2cm

Segmento #5 de 2cm

Segmento #6 de 2cm

Segmento #7 de 2cm

Segmento #8 de 2cm

Segmento #9 de 2cm
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6.0. CONCLUSIONES

El estudio realizado beneficiard la asignatura de Quimica Forense y
Toxicologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador, para innovar en las metodologias de analisis realizadas

utilizando equipos mas actualizados dentro del campo laboral.

El cabello es la matriz bioldgica de eleccion cuando se trata de diagnosticar
una drogadiccion crénica o en un tiempo anterior, cuando se requiere
conocer el perfil cronoldgico del consumo de drogas o se trata de estimar

el grado de asiduidad en el consumo.

El uso de cabello como matriz biol6gica es una excelente opcidén por sus
amplios beneficios que presenta al momento de obtener de manera mas
sencilla y menos invasiva la muestra, sin requerir de condiciones

especiales de almacenamiento.

Los tratamientos cosméticos realizados en el cabello pueden inducir a
cambios en las concentraciones de las drogas presentes, repercutiendo en

la interpretacion de los resultados.
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7.0. RECOMENDACIONES

. Ala Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador que
en un futuro participe de proyectos en los que se pueda gestionar la
adquisicion de equipos que permitan mejorar asi la sensibilidad y la calidad

de los analisis.

. A'la coordinacién del Curso de Especializacién de la Facultad de Quimica
y Farmacia, considerar futuros proyectos de investigacion en los que se
implemente un método de identificacion en la matriz biolégica de cabello

para el diagnéstico de otro tipo de droga de abuso.

. A futuros investigadores es necesaria la validacion del método previo a la
implementacion en el laboratorio para poder obtener resultados confiables,
evitando de esta manera obtener falsos positivos en la determinacion de

THC en muestras de cabello.

. A los lectores que tengan interés en investigar mas sobre el tema
llevandolo a la practica y poder demostrar analiticamente la sensibilidad del
método propuesto.
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ANEXO N°1

Figura N°5 Cromatoégrafo liquido acoplado a espectrometria de
masas.?%



ANEXO N°2
ESTRUCTURA DE LA PRACTICA DE LABORATORIO



UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

, ~ CURSO DE ESPECIALIZACION
“ANALISIS QUIMICO APLICADO A LA INVESTIGACION CRIMINAL”
ESTRUCTURA DE LA PRACTICA DE LABORATORIO

El presente documento establece el contenido a ser considerado para la
estructuracion de la propuesta de practica de laboratorio, que presentaran los
egresados al concluir el Curso de Especializacion y contendra los siguientes
apartados:

Portada:

Nombre de la Facultad (Centrado)
Nombre de la Practica (Centrado)
Imagen alusiva a la tematica (Centrado)

Objetivos:
Establecer un minimo de tres Objetivos, no es necesario diferenciar entre objetivo
general y especificos.

Fundamento Tedrico:
Debera incluirse el fundamento quimico, puede incluirse reacciones quimicas que
ayuden a la comprension del tema.

Equipo, Materiales y Reactivos:

Debe desglosarse cada uno de estos requerimientos para el desarrollo de la
practica.

En cuanto del equipo deben ser incluidas las especificaciones.

Los materiales deben ser detallados, de igual manera se deberan incluir las
especificaciones.

Los reactivos, deben detallarse los que se utilizaran en estado puro y los
preparados, incluyendo informacibn como concentraciones, en caso de ser
necesario.

Conocimientos Previos:

Plasmar cualquier conocimiento previo que sea necesario para que el estudiante
comprenda de manera integra la practica que va a desarrollar y que no se contempla
en el fundamento tedrico.

Procedimiento:
Debera ser presentado paso a paso de manera secuencial, podra incluir un
esquema que permita visualizar mejor el proceso.



Referencias Bibliogréficas:
De acuerdo a Normas VANCOUVER

Anexos:

Principalmente los que complementen al apartado de Equipo, Materiales y
Reactivos; para este Ultimo se deberd incluir la forma de preparacion de aquellos
gue no se utilicen en forma pura.

La practica disefiada, constituira un capitulo del informe final, como producto de
haber concluido el Curso de Especializacién, como modalidad de trabajo de grado.



