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Resumen

La revision bibliogréfica es de caracter narrativa de la literatura actual sobre métodos y test forenses para la
determinacién de cannabinoides, siendo el principal objetivo de investigacion el proporcionar métodos y técnicas
instrumentales forenses adecuadas para el analisis de estos metabolitos, las fuentes utilizadas han sido localizadas
mediante los buscadores en internet, utilizando bases de datos tales como: PubMed-Medline, Scielo y Lilacs. Para
el sistema de busqueda de los articulos 6ptimos se tomd en cuenta la actualizacién de estos datos no mayores a
5 afos, desde su fecha de publicacion y su contenido se encuentre estrechamente relacionado con el tema. Los
cannabinoides por ser altamente retenidos en los tejidos del organismo, se pueden detectar en orina durante dias
o semanas después de su consumo, que depende de la cantidad, via de ingreso y frecuencia, siendo el biomarcador
11-nor-9-carboxi-tetrahidrocannabinol cominmente encontrado en la muestra por métodos y técnicas especificas.
El test de inmunoensayos, cromatografia en capa fina y espectroscopia infrarroja, son pruebas cualitativas
comunmente empleadas para determinar el metabolito, sin embargo, la cromatografia gaseosa, liquida de alta
resolucidn y estas técnicas acopladas a la espectrometria de masas, son aquellas que nos proporcionan mayor
confiabilidad y exactitud de los resultados.
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Forensic methods and tests to determine
cannabinoids bibliographic review

Abstract

The bibliographic review is of a narrative nature of the current literature on forensic methods and tests for the
determination of cannabinoids, the main research objective being to provide suitable forensic instrumental me-
thods and techniques for the analysis of these metabolites, the sources used have been located by Internet search
engines, using databases such as: PubMed-Medline, Scielo and Lilacs. For the optimal article search system, the
update of these data not older than 5 years, from its publication date, and its content is closely related to the sub-
ject, was taken into account. Because cannabinoids are highly retained in the body's tissues, they can be detected
in urine for days or weeks after consumption, which depends on the quantity, route of entry, and frequency, with
the biomarker being 11-nor-9-carboxy-tetrahydrocannabinol. commonly found in the sample by specific methods
and techniques. The immunoassay test, thin layer chromatography and infrared spectroscopy are qualitative tests
commonly used to determine the metabolite, however, high resolution gas and liquid chromatography and these
techniques coupled with mass spectrometry are those that provide us with greater reliability and accuracy of the
results.
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INTRODUCCION

En general, los sistemas de medicidon de
respuesta rdpida son una herramienta
importante para que los cientificos forenses y
los funcionarios encargados de hacer cumplir
la ley detecten la presencia de cannabis sativa
de manera oportuna y precisa. Estos métodos
pueden ayudar a garantizar la integridad de
las investigaciones penales y de esta manera
contribuir a que se haga justicia (1,8).

En el afio 2016, segun el informe mundial de
la Oficina de las Naciones Unidas contra las
Drogas y el Delito (UNODC), se estima que 85
millones de personas consumen sustancias
psicoactivas ilicitas en la region de las Américas,
principalmente cannabis, con aproximadamente
50 millones, opiaceos (15 millones) y los
estimulantes de tipo anfetamina y cocaina (10
millones cada una) (1).

La marihuana, cuyo nombre cientifico es
Cannabis sativa L, en 1753 fue clasificada
botdnicamente por Carl Linnaeus, quien
reconocid y nombrd la especie que se ha
convertido en el blanco de investigaciones,
debido a sus potenciales efectos terapéuticos,
impulsando la innovacién de métodos y técnicas
analiticas rapidas y confiables, que permitan su
identificacién y cuantificacion (2, 5).

Los cannabinoides son definidos como
sustancias quimicas, independientemente de su
origen o estructura, que se enlazan con proteinas
receptoras especificas (CB1, CB2 y otras), las
gue estan distribuidos por todo el organismo y
ejercen un amplio espectro de accidn sobre la
actividad neuro-inmuno-endocrina, las pruebas
de drogas poseen implicaciones personales,
profesionales y juridicas (6,7).

En la planta, los cannabinoides se encuentran en
sus formas acidas, acido tetrahidrocannabindlico
(THCA) y acido cannabididlico (CBDA). En este
estado, el THCA no presenta efecto psicoactivo,
y mediante una reaccidon fisica, como |la
aplicacion de calor, se descarboxilan y pasan
a su forma neutra o fendlica, que si presentan
psicoactividad (9).

Para el proceso de descarboxilacion se requiere
temperaturas altas (180-210°C) durante
tiempos cortos y mas bajas en prolongados
(9). El aislamiento de estos compuestos es
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relativamente reciente, siendo los cannabinoides
el grupo de bioactivos mas importantes
presentes en el Cannabis sativa L. (3,4).

En esta revisiéon bibliografica se analizaron
los diferentes aspectos que intervienen en
la génesis de métodos y test forenses para la
determinacion de cannabinoides, con el fin
de puntualizar conocimientos, aplicar buenas
practicas en el diagndstico, mismas que
corroboren en mejores resultados en relacion a
su correcta aplicacion. De esta manera se estara
beneficiando a la sociedad con conocimiento
sobre el tema y aportando aplicabilidad de los
mismos, minimizando de cierta forma los riesgos
al usar o poner en practica un test teniendo
bases que fundamenten su uso.

METODOLOGIA

Se realizd una revisién narrativa teniendo en
cuenta la situacion actual a nivel mundial sobre
métodos y test forenses para determinacién de
cannabinoides.

Las fuentes de informacidn en las que se baso el
presente estudio han sido localizadas mediante
buscadores en internet, se ocupd bases de
datos PubMed-Medline, Scielo y Lilacs y otros
medios bibliograficos, libros, articulos, paginas
confiables, tesis, investigaciones y sistemas de
busqueda de recursos cientificos.

Para considerarlos como aceptables, se optd
por la actualizacién de estos y que su contenido
esté relacionado con el tema. Con referencia ala
busqueda de palabras clave se tomé en cuenta
los descriptores de ciencias de la salud (DeCS).
En cuanto a los criterios de inclusiéon y exclusion,
se trabajé con articulos vy libros publicados en
un periodo menor a 5 afos, que aporten para
evaluar los objetivos propuestos y contribuyan
con datos cercanos a los que se pretenden
obtener. Los que no tenian una actualizacién,
gue no estaban en contexto para el estudio
fueron excluidos.

La extraccion de datos la realizaron los autores
directamente de libros, articulos, paginas
confiables, tesis e investigaciones, y se evaluaron
gracias a la experiencia del tutor. El analisis de
los datos se llevé a cabo mediante comparacion
con otros estudios e investigaciones.




RESULTADOS Y DISCUSION

El dronabinol es un fdrmaco prescrito para
combatir las nduseas, vomitos debidos a
quimioterapia, y la pérdida de apetito y de peso
en pacientes con VIH. El principio activo es Delta-
9-tetrahidrocannabinol (A9 -THC), su consumo
origina un resultado positivo en las pruebas de
determinacion de cannabinoides en orina (12).
El THC es rapidamente metabolizado en dos
compuestos: el 11-hidroxi-THC (11-OH-THC) y
el 11-nor-9-carboxi-119-tetrahidrocannabinol
(THCCOOH). Este ultimo es el biomarcador mas
prevalente en orinay el que se suele utilizar para
detectar el consumo de marihuana o cannabis
(10).

Los cannabinoides son altamente retenidos por
los tejidos. se pueden detectar en orina durante
dias o semanas después de utilizarlos, segun
la cantidad y frecuencia de consumo. Esto es
el resultado de una amplia distribucién en el
organismo y retencién, que liberan lentamente
el THC de nuevo a la sangre, con su consecuente
metabolismo (10).

En consumidores ocasionales, el pico de
concentracion de THCCOOH en orina, ocurre
pasadas 10-18 horas después del consumo.
Pasado este tiempo decrece rapidamente y se
puede mantener baja, pero detectable por un
test de drogas, durante 80-100 horas (de 3a 5
dias) (10).

En consumidores ocasionales el pico de
concentracién de THCCOOH en orina puede
ser superior a los 30 dias, llegando incluso a
detectarse a los 67 0 93 dias. Es por esta razén
qgue se han desarrollado test cuantitativos y
cualitativos para su identificacién (10).

Pruebas Cualitativas

Test de inmunoensayo

Los inmunoensayos son técnicas de andlisis
basados en la interaccidon especifica entre un
antigeno y un anticuerpo (13). Los primeros
métodos inmunoldgicos se desarrollaron
frente a moléculas de gran tamafio (14). En
1959, Yallow y Berson publicaron el primer
radioinmunoensayo para la deteccion de la
hormona insulina (15).

En los afos 70 comenzaron a desarrollarse
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inmunoensayos frente a pequefas moléculas
organicas tales como farmacos y drogas (16).

La orina puede recogerse de forma sencilla y
no invasiva, se aconseja el almacenamiento de
la muestra a 42 C para evitar la degradacién
de la misma y poder realizar una correcta
interpretacién de resultados, un volumen de 25
a 50 ml suele ser suficiente en la mayoria de los
analisis (17, 18,19).

Las drogas que pueden estar presentes en
la muestra de orina compiten frente a los
respectivos conjugados en las mismas por los
puntos de unidn al anticuerpo, el andlisis rapido
en casete es un inmunoensayo que se basa en el
principio de las reacciones inmunoquimicas (20,
21).

Durante la prueba, una muestra de orina se
traslada hacia arriba por accion capilar (22,23).
Si una droga se encuentra presente debajo de su
umbral de concentraciéon, no ocupara los puntos
de unién del anticuerpo especifico (24, 25).

A continuacion, el anticuerpo reaccionara con
el conjugado de droga-proteina y aparecera una
linea de color visible en la zona de prueba (24,
25).

Una muestra de orina positiva no generard
una linea en la zona de prueba debido a la
competicidon de sustancias, mientras que una
negativa provoca una raya en el area por la
ausencia de lucha de las mismas (26).

Para servir como procedimiento estandar,
una linea coloreada aparecerd siempre en la
zona de control si la prueba ha sido realizada
correctamente y con un volumen adecuado de
muestra (27).

La prueba contiene particulas combinadas
de anticuerpos monoclonales de ratén y sus
conjugados de droga-proteina correspondientes,
se emplea un anticuerpo de cabra en la linea de
control (25, 28).

Este método se fundamenta en el uso de un
anticuerpo dirigido contra los cannabinoides
y metabolitos de la cocaina especificamente la
benzoilecgonina (29). El principal inconveniente
es la presencia de reacciones cruzadas con
otras sustancias, por lo que puede dar lugar a
resultados que son falsos positivos (30).

Asi mismo, 56 diversas sustancias adulterantes,
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ejemplo el cloro, cloruro de sodio o vinagre,
pueden dar lugar a falsos negativos (31). A pesar
de la alta sensibilidad de los inmunoensayos a la
presencia de drogas y respectivos metabolitos,
la especificidad y precision de sus resultados
dependen del método a utilizar, y de la sustancia
a analizar (36).

Para disminuir la posibilidad de incurrir en
conclusiones errdneas, los resultados positivos
observados en un inmunoensayo deben ser
confirmados haciendo uso de una prueba
mas precisa como la espectrometria de gases
acoplada a un detector de masas (37).

Cromatografia en capa fina

En esta técnica se realiza la preparacion de
un absorbente que utiliza una placa inmersa
verticalmente (32). Manteniéndose unida a
una lamina de vidrio o soporte, observamos
gue existen dos fases la primera que es movil
o liquida y la otra que es la estacionaria, que
consiste en un sélido (33).

Un aspecto a destacar en la cromatografia en
capa fina es su gran capacidad para separar
sustancias procedentes de artefactos bioldgicos
extraidos conjuntamente por los procedimientos
de extraccion (34). Otro atributo es la seguridad
que ofrece al analista (35).

Espectroscopia Infrarroja

La radiacién infrarroja incide sobre una muestra,
es capaz de provocar cambios en los estados
vibracionales moleculares constituyentes (46).
La absorcidn es indicativa del tipo de enlaces y
grupos funcionales presentes (47).

La regidn infrarroja del espectro comprende
radiacion con niumero de onda que varia entre
12800y 10 cm-1 o longitudes de 0.78 a 1000um.
Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones
como de los instrumentos, es conveniente
dividirlo en tres regiones, a saber, infrarrojo
cercano, medio y lejano (46, 48).

La espectroscopia Infrarroja es un método
efectivo en la identificacion de marihuana,
es utilizado para corroborar los resultados
obtenidos al someter las muestras al analisis a
través cromatografia en capa fina (46, 48).
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Pruebas Cuantitativas

Cromatagrafia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de
separacion, esta constituida por una fase movil y
una estacionaria, la primera es llamada también
gas acarreador, ya que se utiliza un gas inerte. Se
utilizan frecuentemente para la identificacién de
drogas con fines forenses (38).

Como técnica combinada, se tiene el poder
de discriminacion y la sensibilidad que puede
proporcionar datos espectrales altamente
especificos de las distintas sustancias presentes
en una mezcla compleja sin necesidad de
aislarlos previamente (38).

En cromatografia de gases se hace pasar el
analito en forma gaseosa a través de la columna,
arrastrado por una fase mdévil gaseosa, llamada
el gas portador (39).

La cocaina puede ser detectada en fluidos vy
partes del cuerpo, la deteccidn se realiza usando
cromatdgrafo de gases con espectrometria de
masas donde los resultados son significativos
para su presencia (11).

Cromatografia liquida de alta resolucion

En cromatografia gas-liquido de reparto, la fase
estacionaria es un liquido que recubre la pared
interior de una columna o un soporte sélido (38).
El aislamiento de xenobidticos por extracciones
liquido-liquido quizas sea el procedimiento mas
empleado en la Toxicologia Analitica (40).

El cardcter hidrofilico de la benzoilecgonina
determina que las extracciones liquido-liquido
requieran de solventes con cierta polaridad,
como por ejemplo los alcoholes, sin embargo,
la cocaina es un compuesto apolar, por lo que
se hace dificil el elegir un adecuado sistema de
solventes con una alta eficiencia de extraccion
para los dos compuestos al mismo tiempo (38).
Estos sistemas solventes también extraen
sustancias polares enddgenas presentes en la
orina, se obtienen fracciones contaminadas,
lo que dificulta el proceso de identificacion y
cuantificacion de la droga y/o sus metabolitos
ya que no se definen con exactitud los picos
de interés, se contaminan las columnas
cromatograficas que dan valores bajos de
recobrados (41).




A partir de la década del 70 se incrementé
extraordinariamente el empleo de las
extracciones liquido-sélido utilizando columnas
pre-empacadas con diferentes rellenos. Ofrecen
muchas ventajas, se obtienen fracciones muy
limpias, porcentajes de recuperacion aceptables,
costos menores, los procedimientos son mas
rapidos y bajo consumo de solventes (42).

Cromatografia de gases acoplada a un detector
de masas

La cromatografia de gases/espectrometria
de masas. Son técnicas cuantitativas que por
su elevado coste y complejidad se realizan
exclusivamente en el laboratorio de referencia
toxicoldgica (43). Tienen una sensibilidad vy
especificidad excelentes y permiten confirmar
los resultados obtenidos mediante los métodos
anteriores (18).

El laboratorio de referencia toxicoldgica ofrece
un amplio menu de sustancias que pueden ser
cuantificadas, fundamentalmente en orina, si
bien el tiempo de respuesta aumenta (entre
varias horas y dias, ya que no suelen realizarse
de urgencias) (44).

Se encuentran disponibles cinco
inmunoensayos diferentes, clonado de donante
y multiplicado por enzima, polarizacion de
fluorescencia y radioinmunoensayo de ensayo
inmunoturbidimético (45).

En cromatografia gas -sélido de adsorcidn,
del analito se absorbe directamente sobre las
particulas sdlidas de la fase estacionaria. La
espectrometria de masas es una técnica utilizada
para establecer los acopios moleculares y la
estructura quimica de determinadas sustancias
(38).

La importancia de esta técnica reside en la
informacién de iones que proporciona su
espectro de masas, a partir del cual se puede
obtener de forma precisa la aglomeracion y
formula molecular de la muestra problema. Es
una sustancia una representacion X-Y en la que
las abscisas representan la relaciéon de carga
(m/z) de los fragmentos idnicos producidos y en
ordenadas su abundancia relativa (38).

En general, la mayor parte de los iones
producidos tiene una sola carga (z=1), por lo
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que en practica el término m/z es igual a la masa
molecular del fragmento idnico. En idénticas
condiciones experimentales, una sustancia
producird siempre los mismos fragmentos
idnicos y con idéntica abundancia (38).

Ello equivale a decir que el espectro de
masas siempre es el mismo vy, por lo tanto, la
identificacion de un componente se facilita
enormemente, sobre todo si se dispone de
patrones o de un archivo de espectros (38).

CONCLUSIONES

Las pruebas cualitativas como: test de
inmunensayo, cromatografia de capa fina y
espectroscopia infrarroja, son una valiosa
herramienta en toxicologia y medicina forense,
para detectar una amplia gama de metabolitos
como los cannabinoides en fluidos corporales,
debido a que ofrecen una alta sensibilidad y
especificidad, y posteriormente deben validarse
y optimizarse adecuadamente por métodos
confirmatorios para garantizar resultados
precisos y confiables.

Los métodos cuantitativos confirmatorios como:
cromatografia de gases, cromatografia liquida
de alta resolucion y cromatografia de gases
acoplada a un detector de masas, permiten
detectar y cuantificar compuestos en bajas
concentraciones y posibilita la diferenciacion de
compuestos estructuralmente similares, lo que
reduce el riesgo de falsos positivos, brindando
resultados exactos.

Tanto las pruebas cualitativas como las
cuantitativas juegan un papel importante en
la deteccion de cannabinoides en muestras
biolégicas como orina, sangre, cabello, entre
otras. La eleccion de la prueba dependerd del
analista y de los requisitos especificos de la
investigacion, de acuerdo con la sensibilidad y
especificidad de los resultados requeridos.
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