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En este nuevo volumen de la revista Ciencia Forense Latinoamericana,
organo de difusion cientifica de la Asociacion Latinoamericana de Ciencias
Forenses (ALACIF), ofrecemos una serie de contribuciones por parte de
colegas de nuestra Region con el objeto de compartir nuestras experiencias
en este vasto campo de las Ciencias Forenses.

Gracias a la contribucion de todos los participantes del 129 Congreso
Latinoamericano de TIAFT pudimos reunir y compaginar los resumenes y
trabajos cientificos, previo su revision por parte de integrantes del Comitée
Cientifico editorial.

Ya estamos a las puertas del 12° Congreso Regional de TIAFT que se
desarrollara en San José, Costa Rica desde el 9 al 12 de Noviembre de 2016.
Queremos felicitar a los colegas del Comite Organizador del evento, a las
autoridades universitarias y judiciales de la RepUblica de Costa Ricg;
especialmente al Profesor Freddy Arias Mora, Presidente del Congreso por
su empeno en llevar a cabo este importante evento regional y lograr el
objetivo de un nuevo nimero digital y hacer de ésta publicacion un medio
de comunicacion de nuestras experiencias en el quehacer diario de las
disciplinas cientificas que auxilian a la Administracion de Justicia.
Esperamos en el futuro nos envien sus comentarios, casos analizados,
revisiones o trabajos originales, segln el reglamento de publicacion inserto
al final del volumen

De este modo podremos alcanzar, con el devenir de los anos, que la revista
sea emitida en forma regular, cuatrimestralmente. Este desafio depende de
TODOS los cientificos forenses latinoamericanos y esperamaos que vean en
esta publicacion un medio idoneo de intercambio de saberes.
Agradecemos a todos los que de una u otra manera han ayudado a
proseguir con el cometido gue NoS propusimos en nuestro primer
encuentro en La Plata en el ano 2005.

Doctores Leda Giannuzzi y Luis Ferrari
Comiteé Editorial
Ciencia Forense Latinoamericana
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ABORDAJE De CAS05 RELACIONADOS

CON NUEVAS

Dallos Morantes, Leidy Johanna*, Hernandez Duarte, David Andrés*
* Quimica(o) Farmacéutica(o), Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses - Laboratorio de
Estupefacientes — Regional Bogota Calle 7@ # 122 -51 Teléfono: 4069944 Ext. 1423. Bogota, Colombia.
Correos electronicos: leidydallos@medicinalegal.gov.co, david.hernandez@medicinalegalgov.co

Resumen

Las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS) surgen en éstos ti-
empo como el reto mas grande para los laboratorios oficiales
encargados del analisis de drogas. Este trabajo sugiere ser
una guia para el correcto abordaje de casos relacionados con
NPS. Para ello se utilizaron sustancias referencia a las que
se les realizo pruebas de coloracion y/o precipitacion, asi
como ensayos por cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas (GC/MS). Con estos datos instrumenta-
les se calculd resolucion entre sustancias, valor util
para medir si hay o no una dptima separacion para
la correcta identificacion de esta clase de sustancias.

Palabras Clave

Nuevas Sustancias Psicoactivas
(NPS); Pruebas orientativas
(pruebas presuntivas); Prueba
confirmatoria (GC/MS); Resolucion.

Abstract

New Psychoactive Substances (NPS) emerge nowadays
as the biggest challenge for the official laboratories re-
sponsible for drug testing. This work suggests, or pre-
tends to be taken as a guide to approach to cases re-
lated with NPS. With this purpose, some drug reference
standard were tested with color and or precipitation reac-
tions with some tests, and then were tested by Gas Chro-
matography - Mass Spectrometry (GC / MS). With these in-
strumental data, the resolution between substances was
calculated, valuable data to measure if there isan optimal sep-
aration to the right identification of these type of substances.

New Psychoactive Substances (NPS), Rapid Testing
KQVWO |’d S Methods (Presumptive tests); Confirmatory test
(GC/MS); Resolution.

' n t r oduwccidn

La aparicion de las denominadas Nuevas Sustan-
cias Psicoactivas (NPS) es una realidad segin la
informacion aportada por las estadisticas forenses
relacionadas con el analisis de drogas incautadas a
nivel mundial, siendo ésta la mayor amenaza rela-
cionada a los problemas del narcotrafico actual. En
Colombia la mayoria de NPS son de origen sintéti-
co, siendo éste fenomeno fuertemente asociado
al uso de estos derivados guimicos como suceda-
neos de drogas psicoactivas de uso popularmente
conocidos: LSD, MDMA, Marihuana, incluso 2C-B.

En el Laboratorio de Estupefacientes regional Bo-
gota del Instituto Nacional de Medicina Legal v
Ciencias Forenses se han detectado en el transcur-
so de los Ultimos anos varios casos relacionados
con Elementos Materiales Probatorios (EMP) aso-
ciados a NPS: Ketamina, Metilona, Metcatinona, Eti-
lona, 6-APB, Yagé, LSD, MDMA, DOB, DOC, 251-NBOMe,
25B-NBOMe, 25C-NBOMe, 2C-B, TFMPP y Mefedrona.

Debido a la dificultad para la rapida adquisicion
de estandares de referencia relacionados con esta
clase de sustancias y su continua aparicion, la
resolucion de varios casos se ha hecho con base
a criterios analiticos referenciados al analisis de
drogas por la UNODC(1),(2), SWGDRUG(3) y Micro-
gram (DEA)(3). Conforme a esta informacion v la
suministrada por el Sistema de Alertas tempra-
nas (SAT)(4) del Observatorio de Drogas de Colom-
bia (ODC) el presente trabajo sugiere ser tomado
como un tipo de guia para el desarrollo de una
metodologia que permita abordar este tipo de
casos segun la idiosincrasia y necesidades de cada
uno de los laboratorios encargados de la materia.
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v/ Sustancias de referencia representantes de diver-
sos grupos quimicos de NSP: JWH-073, m-CPP, 2C-E,
DOI, LSD-25, Mefedrona, DOB,

Ketamina, PMMA, 2C-B, Mescalina, Fenciclidina, PMA,
Pseudoefedrina y Fenilpropanolamina.

v/ Sustancias debidamente caracterizadas con las
que no se cuenta patron de referencia: Yagé (DMT,
Harmina y Harmalina), Metilona, 6-APB, 25|-NBOMe,
DOC, 25C-NBOMe, Mescalina, 2C-B, Ketamina y LSD.

v Etanol, metanol y solventes adecuados para solu-
bilizar y extraer las sustancias en mencion.

vSolucion de Tetracosano de 1000mg/L como es-
tandar interno.

v/ Reactivos para reacciones preliminares
(orientativas): Simon, Dragendorff Marquis, Lieber-
mann, Mandelin, p-dimetilaminobenzaldehido,

v Cromatografo de gases con detector de masas,
Marca Thermo Scientific, Modelo: Trace 1300/1SQ,
Serial 713100018.

v Cromatografo de gases con detector de Masas,
Marca: Agilent Technologies, Modelo: 6890N/5973N
Serial: US10139069.

v Balanza analitica digital Mettler AE200, Clase |
Rango de medicion: 0.01 g - 200g, d:0,img
Material volumétrico de vidrio grado analitico.

Para el presente trabajo se utilizaron una se-
rie de sustancias extraidas de diversos casos
con las que no se cuentan como estandares
de referencia en el laboratorio (Tabla 1,
Grafico 1, 2 y 3), aquellas fueron sometidas a
tres métodos cromatograficos preestableci-
dos en el laboratorio para el analisis de sus-
tancias estupefacientes y relacionadas, y con-
forme a dichos resultados se crea el método
cromatografico NPSPPH (Tabla 2). Este mis-
mo ejercicio fue realizado para las sustancias
referencias (Tabla 3) con las cuales el laborato-
rio cuenta y ademas fueran sometidas a un pi-
loto de Pruebas de Identificacion Preliminares
Homologadas (PIPH) debido a su ausencia de
interferentes. Dichas sustancias fueron iden-
tificadas por espectrometria de masas (CG/
MS) por cotejacion de espectros con la libreria
SWGDRUG(5) mas actualizada (Julio 14 de 2016).




ANCIAS EXTRAIDAS DE CAS ESTRUCTURA MOLECULAR
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. . - = A <t 3 cl Ha
Caso contentivo de sustancias psicotropicas del cual se metanfetamina) !
logra extraer Metcatinona + 6-APB y ketamina (Tabletas de diversos
motivos y colores) Ergolina
LSD semisintética
(triptamina)

Caracteristicas quimicas de sustancias sustraidas de casos
contentivos de estar contaminados con sustancias psicotropicas

Nota 1: Las imagenes de estructura molecular fueron tomadas del portal wwwwikipedia.
com en los diferentes articulos relacionados con las sustancias, excepto las marcadas
con * que fueron tomadas de: Maxwell Gordon, Medicinal Chemistry — A series of mono-
graphs - Volime 4-1V. Capitulo Psychotomimetic Agents (Alexander T. Shulgin). Pagina: 88.

Rampas de temperatura (Horno)
Rampa Rata ("C{min) Temperatura (°C) Tiempo de espera (min)
Inicial 100,0 0,30
1 25,0 200,0 4,00
2 35,0 260,0 8,00
3 35,0 300,0 0,50

Condiciones cromatograficas; de inyeccion y flujo; y condiciones para la toma de espectros de masas.

)

MDGD UE‘ Iﬂ's'E’f.E an Sp‘llt Cond i innes para moma (IS PSOeCEm de mdasas
Nbiumiaii g6 frcion L Tipo de método Adquisicion general
T° de linea de
Temperdtura 250°C trasferencia 290°C
Inlet Flujo Split 25,0mL/ min Modo de ionizacion 1]
Proporoon Spht 25:01:00 T° de fuente de
Gas Helio iDNiZaLion 230°C
- - Rango de masas
Modo de arrastre Flujo continuo oscancadas 25-600 amu
Flujo TmLfmin Dwell o Scan Times Cada 0,25




SULTANCIAL MATLRIAL DL GRUPO QUIMILD
REFERENCIA RELACIONADO EST“”“”""‘DL“DLEC”MR R esu lta d 0S
TR | ©/l\r~“z Se realizaron pruebas preliminares solo so
(}M= -
== Anfetamina susitida en O/‘T”"* bre las sustancias en las que se constataba su
el aniio ~ . .
O pureza (materiales de referencia) dado que las
Pueudogfedring | [ maco precursor para Hy NPS gque se encuentran relacionadas a casos se
i ik orvanos de anfetamimnd i - .
MG hallan mezcladas entre si, y/o con sustancias
e Metanfetamina sustituida R ad ulterantes, y/o cortantes que interfieren en
sl \om dichos tests. Los resultados son expuestos en
in las siguientes imagenes:
Mefedrona Catinona /©)H/ ~
L&}
;i Feniletilamina (derivado NH,
0L de anfetamina) \,/@f\/
MNH
S
m CCP Piperazina
ci
Feniletilamina (derivado - NHz
DOB de metanfetamina) &/EY;r\;
8]
*
Fencicliding Farmaco ancstésico %
\m:lgju 1“1 Blanco de reactivos de pruebas preliminares (Simon, Dragendorff y
o Marquis) y coloraciones con sustancias referencia a concentracion de 100mg/L en

DO reniletilamina {derivado etanol
de metanfetamina) . NH,
Cannabinoide sintético
IWH 073 {Familia naftailindol) Q—:—E&M

Tab[a 3 Caracteristicas quimicas de sustancias referencia psicotropicas
relacionadas con NSP

Nota 2 las Imagenes de estructura molecular fueron tomadas del portal www.
wikipediacom en los diferentes articulos relacionados con las sustancias
Nota 3: Mescaling, 2CB, Ketamina y LSD-25 se tuvieron en cuenta para estudios pos-
teriores dados a su existencia como material de referencia en el laboratorio.

La seleccion de dichas moléculas se realiza a partir de la frecuencia con la
que este tipo de sustancias son recibidas para analisis, asi como la seleccion
de al menos una molécula representativa de los diversos grupos quimicos en

los que pueden ser clasificadas las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS)(6)

\HHE;FJ © Blanco de reactivos de pruebas preliminares (Mandelin, p-dimeti-
laminobenzaldehido y Libermann) y coloraciones con sustancias referencia a
concentracion de 100mg/L en etanol.

Posteriormente una mezcla de sustancias extraidas de los casos, otra mezcla con las sustancias referencia, y
mezcladas entre si, fueron analizadas cualitativamente por los métodos cromatograficos preestablecidos para
la cualificacion de cocaina, heroina, morfina, cortantes y/o adulterantes (SOLIPPH); anfetaminas y derivados
(ANFEPPH); vy screening general para sustancias piscotropicas (LAESBOG). Realizado este acercamiento
experimental GC/MS, se procedio a generar un método cromatografico en el que la aparicion, separacion e

identificacion de las sustancias preestablecidas mejorara. Se cre6 el método cromatografico NPSPPH a partir
del método SOLIPPH (Imagen 6, Tabla 4 e Imagen 7). En la Imagen 6 se logra evidenciar la no identificacion de
Harmalina, DOC y LSD atribuido al proceso de dilucion al que fueron sometidos durante el proceso de mez-
clado. En la Tabla 4 e Imagen 7 se muestra un ejemplo de los datos utilizados para el analisis de resolucion
entre sustancias referencia.
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Tetracosano | Fencicliding | Tetracosano | Fenciclidina | Tetracosano | Fenciclidina | Tetracosano | Fenciclidina
11,849 9,293 25323882 | 23930949 11,808 9,227 11,929 9,395
1,847 9,294 24908729 | 24048038 11,802 9,243 1,924 9,395
11,852 9,291 25022377 23731970 11,818 9,227 1,926 9,379
11,854 9,292 24665505 23539638 11,813 9,227 11,931 9,384
11,848 9,286 24734352 | 23409831 11,813 9,221 11,921 9,395
11,850 9,291 24930969,000 | 23732085200 171,811 5,229 11,926 9,390
0,003 0,003 260940,628 | 264696,378 0,006 0,008 0,004 0,008
0,025 0,034 1,047 1,115 0,051 0,089 0,033 0,081

0,161

Ejemplo de datos tomados de diferentes inyecciones de estandar
de Fenciclidina con su estandar interno en cromatdgrafo de gases con detector de
masas, Marca: Agilent Technologies, Modelo: 6890N/5973N utilizando método NPSPPH
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SWGDRUGS para sustancia re

Por este nuevo método se analizaron diluciones de 100mg/L de cada una de las
sustancias referencia junto al estandar interno (tetracosano) y se calcula prome-
dio de tiempos de retencion (tR), promedio de areas, y ancho de banda promedio
(W). Con estos datos se calcula ancho de pico y posterior resolucion (Rs) entre
sustancias. A continuacion se muestran los resultados de algunos parametros
relevantes para el analisis cualitativo de dichas sustancias (Tabla 5y 6).

Sustancia tR promedio | Ancho de banda Resolucién entre... vValor
Fenilpropanclamina 4,35 0,21
Fenilpropanclamina-PMA 1,03
PMA 4,592 0,27
Peaudosfedring 4631 0.18 PMA-Pseudoefedrina 0,17
PMMA 4,9018 0,23 Pseudoefedrina-PMMA 1,33
Mefedrona 5,0126 0,12 PMMA-Mefedrona 0,65
2C-E 6,5152 0,21 Mefedrona-2CE 9,22
fina 6.8342 015 2CE-Mescalina 1,77
m-CCP 7,3718 0,16
Mescalina-m-CPP 3,48
2¢-8 8,1868 0,21
e 8,2868 017 m-CPP-2CB 4,39
T PR = 2CB-DOB 0,51 Ta bla 6.
Fenciclidina 9,2912 0,16 DOB-Ketamina 4,22
bol 9,3682 0,19 Ketamina-Fenciclidina 2,39
S— 15,0008 02 Fenciclidina-DOI 0,44
LSD Indetectable | Indetectable
DOI-JWH-073 38,39

D
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Preambulo para la descripcion y abordaje de Los
casos relacionados con NPS:

W.Descmpcién de empaqgue primario y secundario
en el que se encuentra la evidencia

Z.Descmpcién morfologica de la matriz de la

Pruebas preliminares orientativas:

Las pruebas PIPH son pruebas orientativas para
la identificacion de sustancias y drogas someti-
das a fiscalizacion por la Ley 30 de 1986(7) y que
estan adscritas al proyecto AD/COL/98/C58 firma-
do entre Naciones Unidas, Fiscalia General de la
Nacion y entes gubernamentales encargados del

sustancia contentiva

d.Para papel troquelado secante: Estado de la
evidencia, descripcion de imagenes observadas
alli, medicion por dosis en milimetros, conteo del
namero de dosis, peso bruto de las matrices dado
el caso de cuantificacion.

b.Para comprimidos: Estado de los comprimi-
dos, descripcion de la imagen y forma impresas
en las tabletas, medida aproximada de tabletas
en milimetros, nimero de dosis, peso bruto de la
matriz sin empaques de ser necesaria una cuanti-
ficacion.

C.Para polvos diluidos: Estado del material pul-
verulento, descripcion de textura y color, determi-
nacion de peso bruto del polvo, establecimiento de
peso neto de estupefaciente de ser necesaria una

analisis de sustancias
controladas por dicha
ley. Estas pruebas son
referidas como prue-
bas de coloracion vy/o
precipitacion
bibliograficamente
sustentadas en los
tratados del anali-
SIS quUIMICO 0organico
cualitativo.

Las pruebas de Dra-
gendorff,  Simon vy
p-dimetilaminoben-
zaldehido son prue-
bas que orientativa-
mente consideramos
importantes para el

cuantificacion.

Nota &4 En todos los casos se sugiere separar las matrices seglin sus caracteristicas mor-
fologicasytratarcomosub-evidencias,yaqueestassustanciaspuedesserdediferentetipo

3.Reaﬁzada la descripcion se procedera a ejecutar
las pruebas orientativas de coloracion y/o precip-
Itacion segun restricciones de cantidad de mues-
tra. Se sugiere describir coloracion inicial, y cam-
bio del mismo en el tiempo (Ej. Azul que tiende a
violeta intenso)

4 .se hayan realizado o no las pruebas orienta-
tivas, se procede al analisis por GC/MS de la evi-
dencia, para ellos se busca un solvente adecuado
que logre solubilizar los analitos de interes por el
metodo cromatografico desarrollado.

S.Se concluiran los datos cotejados con sustan-
cias referencias (si se cuentan con ellas) o los
identificados por las librerias apropiadas para el
analisis de NPS previa interpretacion de resulta-
dos.

(10)

abordaje de NPS dado
que nos podrian indi-
car la presencia de un
alcaloide, de

aminas secundar-
las (Util para la identificacion de derivados de
metanfetamina) o de derivados del indol (como
el LSD), respectivamente. En segunda instancia
encontramos las pruebas de Marquis, Lieber-
mann y Mandelin, las cuales ofrecen una diversi-
dad de colores dependiendo de las sustancias a
las que son sometidas. Estas pruebas pueden ser
de gran utilidad para orientar el caso segun las
coloraciones reportadas por la literatura. El éxito
de todas estas pruebas depende de la pureza
en la que se encuentre el analito de interés y su
concentracion en la matriz

El uso adecuado de éstas pruebas esta intima-
mente ligado a la cantidad de muestra
suministrada para el analisis, por tanto, si la
cantidad para realizar total o parcialmente estas
pruebas es limitada se sugiere pasar direc-
tamente a los ensayos confirmatorios instru-
mentales.



Pruebas preliminares orientativas;

La confirmacion de las sustancias mencionadas en las
Tablas 1y 3 se realizo a través de metodologia analitica
GC/MS utilizando como libreria referente la SWGDRUG, la
cual se encuentra bien alimentada con espectros de ma-
sas tomados a diversas NPS y que ademas es de gratuito
acceso.

Confirmadas las sustancias por separado y en mezcla se
procedid a realizar un analisis mas profundo respecto a la
resolucion de las sustancias entre si a una concentracion
de 100mg/L, como se evidencia en la Tabla 6.

Segln los datos alli suministrados se logra evidenciar una
resolucion optima para las parejas contiguas en tiempos
de retencion, exceptuando las duplas PMA-Pseudoefedri-
na, PMMA-Mefedrona,

2CB-DOB, Fenciclidina-DOI, en las que el valor de reso-
lucion se encuentra por debajo de 1, es decir, que hay
aproximadamente una sobreposicion de los picos mayor
al 3%. Los valores superiores de resolucion superior a 1,5
refleren una sobreposicion aproximada al 02%, es decir,
una resolucion completa. (8)

Teniendo en cuenta lo dicho se encuentra que de las
91 posibles duplas entre las 14 sustancias detectadas a
100mg/L solo 4 presentarian un sobreposicion que puede
afectar su identificacion. Por tanto se encuentra que tan
solo el 44% de las posibles duplas podrian afectar el
analisis. Se considera que la probabilidad de encontrar
alguno de estos pares de sustancias en un mismo caso
puede ser baja, pero si se enfrenta a este caso se sugiere
someter cambios en la metodologia cromatografica para
que se logre afectar la separacion de los picos en tales
tiempos de retencion.

Durante estos ensayos se logra evidenciar segin la Tabla
5 que el LSD a una concentracion de 100mg/L no puede
ser detectado por los equipos GC/MS utilizados, por tanto
se considera buscar su limite de deteccion en una con-
centracion superior a ésta.
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FENITOINA EN SALIVA:

CUANTIFICACION POR FPIAY SU APLICACION EN LA PRACTICA CLINICA.
(Phenytoin saliva: Quantification by FPIA and their application in clinical practice)
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Resumen

La Fenitoina (DFH) es utilizada para el tratamiento de las convul-
siones. La gran variacion en la relacion dosis/concentracion, la difi-
cultad en ajustar la dosis y la existencia de toxicidad dosis-depen-
diente evitable, hace recomendable monitorizar los niveles en los
pacientes tratados con DFH. Tiene estrecho rango terapéutico, esta-
blecido en 10-20 ug/mL en plasma siendo la fraccion libre 1-2 ug/mL
representando un 10%. La concentracion en saliva se corresponde
con la concentracion libre en plasma y es utilizada para el monitoreo
de drogas anticonvulsivantes. La determinacion de DFH se realiza
por métodos cromatograficos e inmunologicos. El objetivo del traba-
jo consiste en valorar el Inmunoensayo de polarizacion de fluores-
cencia (FPIA) para la determinacién de DFH y correlacionar las con-
centraciones plasmaticas y salivales de la misma e implementar el
uso de saliva en el control y seguimiento de los pacientes tratados.

Palabras Clave

Fenitoina, monitoreo de drogas

Abstract

en saliva, FPIA. Correlacion saliva/

plasma.

Material Y Métodos. FpiA en saliva se valoré con pruebas
segiin las normas y procedimientos requeridos por el Organismo Ar-
gentino de Acreditacion. Se analizaron 122 muestras de saliva y 84 de
plasma. Resultados. El método fue lineal en un intervalo entre 0.31
y 10 ug/mL. Los CV% obtenidos oscilaron entre 1.78 % y 12% y los
bias entre 0.23 a 2.91 ug/mL. Los Limite de Deteccion y Cuantificacion
fueron de 015 ug/mL y 0.41 ug/mL, respectivamente. Se realizo una
comparacion de FPIA vs HPLC obteniéndose la siguiente ecuacion
FPIA=117*HPLC+0.13, r2: 0.90. Las relaciones DFH saliva/plasma os-
cilaron entre 0.069 y 0:147 con una media de 1.07, representado un
10.7 % de la concentracion plasmatica.

Conclusion: et método de FPIA demostré poseer una especifici-
dad y sensibilidad adecuada para la determinacion de DFH en saliva.
Se comprobd la relacion entre DFH en saliva y plasma, brindando
una herramienta adicional para el monitoreo de pacientes tratados
con DFH en nuestro hospital.

Phenytoin (DFH) is used for the treatment of seizures. The large vari-
ation in the relation dose/concentration, the difficulty in adjusting
the dose, and the existence of a dose-dependent toxicity that may
be avoidable, makes it advisable to monitor DFH levels in patients
treated with the drug. The drug has a narrow therapeutic range es-
tablished in 10-20 ug/mL in plasma being the free fraction 1-2 ug/
ml, which represents about the 10%.The saliva’s concentration cor-
responds to the free plasma concentration. Saliva is used for moni-
toring of anticonvulsant drugs. DFH determination is performed by
chromatography and immunological methods. The aim of this study
was to evaluate the fluorescence polarization immunoassay (FPIA)
for the determination of DFH and to correlate plasma and salivary
concentrations to implement the use of saliva in the control and
monitoring of patients.

Keywords

Phenytoin drug monitoring in sali-
va, FPIA. Relation saliva/plasma.

Material and Methods. Fpiain saliva was assessed with tests
according to the standards and procedures required by the Argentine
Accreditation Agency. A total of 122 saliva samples and 84 plasma
samples were analyzed. Results. The method was linear on the range
between 0.31 and 10 ug/mL. The CV% obtained ranged from 1.78% to
12% and the bias between 0.23 to 2.91 ug/mL. The limit of detection
and quantification were 0.15 ug/mL and 0.41 ug/mL, respectively. A
comparison of FPIA vs. HPLC was performed following the following
equation FPIA = 117 * HPLC+ 0.13, r2 0.90. The relationship of DFH sali-
va/plasma ranged between 0.069 and 0.147, with a mean of 1.07, rep-
resented a 10.7% of the plasmatic concentration.

Conclusion: The FPiA method proved to has adequate sensitivity
and specificity to determine DFH in saliva. A relationship between
salivary and plasma DFH was found, providing an additional tool for
monitoring patients treated with DFH in our hospital.



l'ntroduccion

La Fenitoina (DFH) es utilizada para el tratamiento de
las convulsiones tonico-clonicas generalizadas y par-
ciales, primarias y secundarias en todas las edades.
Ejerce su actividad anticonvulsiva debido a que li-
mita la activacion repetitiva de los potenciales de
accion evocados por la despolarizacion de las neu-
ronas de la médula espinal. Este efecto es mediado
por la velocidad de recuperacion de los canales de
sodio voltaje- dependientes a través su inactivacion.
A diferencia de otros anticonvulsivantes no produce
sedacion a nivel del SNC (1)Tiene alta variabilidad
farmacocineética, se une el 90 % a la albUmina; su
concentracion en LCR y saliva se corresponde con
la concentracion libre (10 %), pero la concentracion
cerebral es similar a la plasmatica debido a acu-
mulacion; la concentracion en la leche es el 25-50%
de la plasmatica. Una vez absorbida se encuentra
en gran parte en forma no ionizada, siendo muy li-
posoluble por lo que difunde facilmente dentro de
todos los tejidos incluyendo el SNC . Se elimina
casi totalmente por hidroxilacion en el microsoma
nepatico (> 95 %), reaccion que se satura con con-
centraciones por encima de 10 ug/mL dando lugar
a una cinética dosis-dependiente (no lineal) de tipo
Michaelis-Menten. Esto a su vez lo hace un farma-
Co susceptible de importantes interacciones con
otros farmacos, que compitan con él por los sitios
de union a la albUmina, generando fenomenos de
desplazamiento v alteraciones en la fraccion libre, o
a nivel de metabolismo retrasando o0 aumentando la
eliminacion de los farmacos que interactUan. Es un
farmaco de estrecho rango terapéutico, establecido
en 10-20 ug/mL, y como se deduce de su union a
la alblmina, de 12 ug/mL desde el punto de vista
de la fraccion libre (10%) del farmaco. Debido a lo
expuesto anteriormente, a demas de la gran varia-
cion en la relacion dosis/concentracion, la dificultad
en ajustar la dosis vy la existencia de una toxicidad
dosis-dependiente evitable, hace recomendable
monitorizar los niveles sericos en todos los pacien-
tes tratados con DFH. (2, 3, 4, 5, 6). Este monitoreo
permite principalmente: individualizar la dosis de un
paciente, controlar la falta de eficacia y/o toxicidad.
(7,8,9,10). Si bien lo habitual es medir la concen-
tracion de DFH en plasma, en las Gltimas décadas ha
sido de gran interés el uso de la matriz saliva para el
monitoreo de algunas drogas anticonvulsivantes. La
concentracion de éstas drogas en saliva es utilizada
para estudios de farmacocinética, farmacodinamica
y monitoreo de drogas de varios desordenes convul-
sivos. (11, 12, 13, 14, 15). Esta matriz. no sélo puede
ser obtenida facilmente y en multiples ocasiones con

minimas molestias al paciente, sino, que ademas los
niveles salivales reflejan la concentracion de droga li-
bre en plasma, responsable del efecto farmacologico.
(6,11,16,17,18). En pacientes con alteraciones renales,
hepaticas 0 co-medicados con otros farmacos como
por ejemplo salicilatos o acido valproico (que redu-
cen la union a albumina de DFH), la concentracion
total puede ser baja en relacion con la libre, por lo
gque resulta de gran utilidad medir las concentra-
ciones plasmaticas libres o los niveles salivales de
DFH, los cuales reflejan la concentracion de la droga
farmacologicamente activa. Existe una relacion entre
la concentracion de la droga en plasmay en saliva
gue puede ser utilizada para el seguimiento y control
de los pacientes medicados con DFH. La proporcion
de DFH en saliva vs plasma segln algunos autores
es de aproximadamente 0. Esta relacion se modifica
en aquellos pacientes en donde por algin motivo la
fraccion libre plasmatica cambia debido a estados f1-
siologicos, como el embarazo o estados fisiopatologi-
cos como disminucion de proteinas plasmaticas o
alteraciones hepaticas y/o renales. Los rangos esta-
blecidos para los valores de DFH libre en plasma son
de 12 ug/ml.(6,11,16,17). Para la determinacion de DFH
plasmatica se utilizan métodos cromatograficos e in-
munologicos. Los primeros requieren de aparatologia
costosa y son laboriosos, demandan tiempo a la hora
de obtener un resultado, ademas de la experiencia
necesaria del analista, mientras que los segundos
S0N Menos Costosos, no requieren el entrenamiento
del analista y son mas rapidos a la hora de obtener
un resultado. Ambos métodos poseen especificidad y
sensibilidad adecuada, sin embargo los cromatogra-
ficos son mas especificos y tienen la ventaja de poder
cuantificar también los metabolitos de la DFH, a di-
ferencia del los inmunologicos que solo detectan la
DFH. Los inmunoensayos son extremadamente sen-
sibles pero detectan reacciones cruzadas en algunas
0Casiones con sustancias cuya estructura quimica
es similar, por ejemplo, con los principales meta-
bolitos de DFH 5-(4-hidroxifenil)-5-fenilhidantoina
(p-HPPH) v p-HPPH glucurdnido (11, 15, 19, 20, 21, 22).
Por lo expuesto anteriormente el objetivo del pre-
sente trabajo consiste en valorar el Inmunoensayo
de polarizacion de fluorescencia (FPIA) con la ma-
triz saliva para la determinacion de DFH disponible
en nuestro hospital, con el objetivo de correlacionar
las concentraciones plasmaticas vy salivales de DFH
para implematriz alternativa para el control y segui-
miento de los pacientes tratados con este farmaco.



v Para valorar el método FPIA con la matriz saliva
se llevaron a cabo pruebas segiln las normas y
procedimientos requeridos por el Organismo Ar-
gentino de Acreditacion (OAA-05) en el marco de
acreditacion de laboratorios segiin norma I1SO 17025
para el cambio de matriz de un método validado en
plasma (23, 24).

En este estudio se analizaron 122 muestras de saliva
y 84 muestras de plasma. De la primer matriz, 84
muestras se utilizaron para el estudio de correlacion
y 38 para los ensayos de selectividad y especificidad
del método FPIA. Las muestras de plasma se utiliza-
ron para el estudio de correlacion.

Preparacion de estandares de saliva:

Se prepararon con DFH so6lida provistas por Sigma Al-
drich (Argentina). Se recolectd un pool de salivas a par-
tir voluntarios sanos sin ningun tipo de medicacion. La
saliva se obtuvo sin estimulacion, mediante torundas
de algodon, posteriormente el fluido fue extraido de
la torunda mediante la presidbn con una jeringa, reco-
lectando todo el contenido en un tubo de plastico tipo
eppendort, que luego fue centrifugado y el sobrenadante
utilizado para los estudios respectivos. Con el material
recolectado se prepararon 8 estandares de DFH en sali-
va de concentracion conocida, siendo estas las siguien-
tes: 0.0-0156-0.312-0.625-125-25-50-10.00 ug/mL que luego
fueron utilizados para los distintos ensayos de lineali-
dad, precision, limite de deteccidon y de cuantificacion

Estudio de linealidad:

Se elabord una curva de calibracion donde se utiliza-
ron los estandares de saliva de concentracion conoci-
da. Se midid cada estandar por cuatriplicado utilizan-
do FPIA La recta de regresion se obtuvo graficando la
concentracion de los estandares conocidos en funcion

la concentracion de DFH obtenida por el método FPIA.

Estudio de Precision:

Se tomaron los datos del analisis por cuatriplicado de
los distintos estandares de saliva preparados y se cal-
culd el desvio estandar (DE) y el coeficiente de varia-
cion porcentual (CV%) a cada nivel de concentracion

o

Para los estudios de precision, linealidad, limite
de deteccion y de cuantificacion se utilizaron
estandares de DFH en saliva, preparados en el
Hospital de Nifos de la Santisima Trinidad de
Cordoba , Argentina a partir de la droga solida.

Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LO):
Se midio 10 veces un blanco de saliva vy se calculo el desvio es-
tandar. Con estos datos segln IUPAC se calculo el LD =2 x t1- alfa,
n x S0,y LQ =10 x SO. Donde SO es la desviacion estandar de un
blancoy t1-a, es el factor de Student para una probabilidad de
005y n grados de libertad. El valor de t se obtuvo de una tabla de
probabilidades y correspondio a 18331 con la probabilidad antes
mencionada. (25).

Estudio de Interferencia

Se agregaron distintos anticonvulsivantes como: Acido Valproico,
Carbamacepina y Fenobarbital en una concentracion de 375 ug/
mL 2 ug/mLy 16 ug/mL respectivamente, a un estandar conocido
de 25 ug /ml de DFH en saliva. Se analizé por FPIA el estandar
sin agregado y con agregado de los interferentes con un n=10. Se
aplico un test t para muestras apareadas para el analisis de los
resultados.

Estudio de selectividad y especificidad:

Treinta y ocho muestras de saliva de pacientes medicados con
DFH, se analizaron por duplicado por cromatografia liquida
(método considerado en este trabajo como referencia) y FPIA
La determinacion de saliva por HPLC se realizO segin meétodo
modificado (21). De acuerdo a las siguientes condiciones cro-
matograficas: Cromatografo Agilent 1100 con detector de arreglos
de diodo (HPLC- DAD), coeficiente de variacion de 10 %. La de-
terminacion de saliva se realizO por FPIA en un equipo Axsym
tecnologia Abbot Los reactivos fueron provistos por Abbot labo-
ratorios y se los utilizd segin especificaciones y procedimientos
recomendados por el fabricante (26). Para evaluar los parametros
antes mencionados se realizd un analisis de regresion lineal.

Correlacion de DFH en plasma'y saliva por FPIA
Para realizar el estudio de correlacion se recolectaron los resul-
tados de 84 muestras remitidas al laboratorio del centro hospi-
talario con indicacion para el dosaje de DFH en saliva y plasma
simultaneamente por FPIA.

Criterios de exclusion: muestras que carecian o tenian, funcion
renal, hepatica o concentracion de proteinas plasmaticas y albu-
mina alteradas, muestras con escaso material de saliva o plasma,
muestras con valores de DFH por debajo del limite de deteccion.
Todos los resultados de los parametros antes mencionados se
analizaron mediante el programa estadistico InfoStat version es-
tudiantil 2008.



LINEALIDAD

La recta de regresion para pendientes e intercep-
tos indicaron, valores estadisticamente dife-
rentes a cero (p<0.0001), para ambos parametros.
Se podria establecer una linealidad con
pendiente positiva y un intervalo de trabajo entre
0.31y 10 ug/mL. La ecuacion de ajuste obtenida
fue la siguiente: Y= 1.24 X +0.36. La linealidad se
puede observar en la figura n° 1.

PRECISION Y EXACTITUD

Los resultados de los estudios de precision y
exactitud arrojaron los siguientes DE, Bias y CV%
que se muestran en la tabla N°1.

LIMITE DE DETECCION (LD) Y DE CUANTIFICACION (LC).

Se puede establecer que el LD para el método es-
tudiado y de acuerdo a lo calculado segiin IUPAC
es 0.15 ug/mL mientras que el LQ: 0.41 ug/mL. En
la tabla N°2 se muestran los desvios y promedios
de los resultados.

INTERFERENCIA

Los resultados mostraron que no existen

diferencias estadisticamente significativas entre
la muestra del estandar de DFH de 2.5 ug/mL de
saliva con el agregado y sin el agregado de los
anticonvulsivantes descriptos anteriormente.

(p=0.11).

SELECTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD

Para evaluar los parametros mencionados se

realizo una comparacion de FPIA vs HPLC y se ob-
tuvo la siguiente ecuacion de la recta por cuadra-
dos minimos con sus coeficientes de correlacion.

FPIA=117*HPLC+0.13 r: 0.95 r2: 0.90
La pendiente como la ordenada al origen se en-
cuentran dentro de parametros estadisticamente
significativos (p=0.1863 y p<0.0001 respectiva-
mente). En la figura N°2 se puede apreciar la
relacion existente entre ambos métodos.

ANALISIS DE MUESTRAS DE SALIVA Y PLASMA POR FPIA

Del total de muestras recolectadas solo se

pudieron analizar un total de 36 muestras de
plasma y saliva. La media y desvio estandar de
DFH fueron los siguientes: 10.7 + 0.80 y 0.109 #
0.080 expresados en ug/mL respectivamente. Las
proporciones de DFH en saliva y plasma oscilaron
entre 0.069 y 0.147 con una media de 1.07, repre-
sentado un 10.7 % de la concentracion plasmatica.
Segun el analisis de regresion se puede apreciar
que entre las matrices existe una relacion lineal
con pendiente positiva, estadisticamente distinta
de 0 (p<0.0001) y una constante igual a 0.09 es-
tadisticamente igual a 0 (p=0.458). La ecuacion
resultante fue la siguiente: Y= 0.09X+ 0.09 con un
r2:0.88, donde Y representa las concentraciones
de DFH en saliva y X las concentraciones de DFH
en plasma. Los resultados se pueden observar en

la figura N3.
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Segln nuestros resultados, la determinacion de DFH
en saliva por FPIA tiene una linealidad adecuada con
un rango de trabajo que va desde 031 a 10 ug/mL,
que incluye ampliamente los valores de referencia
establecidos para la concentracion de DFH en sa-
liva que van de 1-2 ug/mL (6, 11, 16, 17) Los ensayos
de interferencia mostraron gque no existe reaccion
cruzada o interferencia
significativa, con las
drogas que habitual-
mente se co-adminis-
tra la DFH. En la com-
paracion de metodos
se observa que el

método FPIA mide con
un error constante de
013 ug/mL y un error

Conclusiones

El método de FPIA demostro poseer una especificidad y sensibilidad adecuada
la determinacion de DFH en saliva en nuestro hospital, siguiendo los pasos re-
queridos segin el Organismo Argentino de Acreditacion (OAA-05) para produ-
cir un cambio de matriz en el método utilizado, en este caso plasma por saliva.

proporcional de 117 ug/
mL respecto del HPLC
metodo  considerado
en este trabajo como
de referencia. Segun
otros autores también

Se pudo demostrar que el método FPIA para la determinacion de la concen-
tracion de DFH en saliva, es rapido, sensible y especifico al ser comparado con
el método HLPC-DAD método considerado de referencia.

Ademas se comprob6 la relacion existente entre DFH en saliva y plasma por

FPIA, brindando una herramienta adicional para el monitoreo de pacientes
tratados con DFH.

La metodologia puede utilizarse para el control y seguimiento de pacientes
epilépticos ya que brinda beneficios, mejorando la calidad de vida del paci-
ente durante su tratamiento.

coinciden en que los
métodos inmunologi-
COS arrojan valores
ligeramente
superiores a los ob-
tenidos por HPLC (1)
Los LD y LC determina-
dos para este método
son adecuados para las concentraciones de DFH en-
contradas en saliva. La aplicacion del método FPIA
mostro que existe una relacion entre los niveles de
DFH en saliva y plasma y ésta puede utilizarse para
el monitoreo de DFH. (4). Se observo que el porcen-
taje de DFH en saliva fue en promedio de 10.7% de la
concentracion de DFH plasmatica, en condiciones de
funcion renal, hepatica y proteinas plasmaticas nor-
males coincidiendo con las distintos trabajos publi-
cados (15, 18, 27). Es de esperar que la relacion o el
porcentaje de droga libre se modifique al cambiar
algunos de los parametros bioldgicos antes mencio-
nados, para lo cual seria util seguir a los pacientes
en tratamiento farmacoldgico, con la concentracion
de DFH en saliva, que estaria reflejando la fraccion
de DFH farmacologicamente activa.

(1)
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Abstract

In contrast with urine, hair analysis has a wide window of detection,
ranging from weeks to months, depending on the length of the hair
shaft, and provides information concerning the pattern of an indi-
vidual’s drug abuse. The Society of Hair Testing has published on 16
June 1999, a consensus opinion on the use of hair in doping situa-
tions but hair analysis is not yet recognized by the World Anti-Doping
Agency (WADA), although this technology is accepted in most courts
of Justice.

While analysis of urine specimens cannot distinguish between chron-
ic use or single exposure, hair analysis makes this distinction. This is
very useful in case of identification in urine of restricted compounds.
The major application may be in identifying false-negatives, since
neither abstaining from a drug for a few days nor trying to “beat
the test” by diluting urine, will alter the concentration in hair. Urine
does not indicate the frequency of drug intake in subjects who might
deliberately abstain for several days before screening. Doping during
training and abstinence during the competition can therefore be de-
tected, as athletes cannot evade the test. hair testing should not be
considered as an alternative to urinalysis but only as a complement
in positive case to document the claim of the athlete, and it must be
clear that in case of positive urine results, the negative hair result
cannot exclude the administration of the detected drug and cannot
overrule the positive urine result.

In this compendium, 17 positives results from 73 requests for ana-
bolic drugs testing in hair are presented. Boldenone (10 and 29 pg/
mg), stanozolol (17-1992 pg/mg), methandienone (14-2800 pg/mg),
methyltestosterone (12 and 22 pg/mg), clenbuterol (39 and 97 pg/
mg), nandrolone (4-50 pg/mg), 19-norandrostenedione (4-13 pg/mg)
and mesterolone (7 pg/mg) were identified during routine practice.

Keywords

Anabolic drugs, steroids,
hair, doping
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' n t r oduoction

The use of stimulants (amphetamine, ephedrine, strychnine ..) in
sport to improve performances was reported in the early 1900'S.
The Medical Commission of the International Olympic Committee
(10C) established in 1967 the first list of prohibited substances
and methods and adopted a Medical Code to protect the health
of athletes and to ensure respect for the ethical concepts implicit
in fair play, the Olympic spirit and medical practice. More recently,
and after the Tour de France in 1998, the concerns in doping re-
sulted in the formation of the World Anti-Doping Agency (WADA).
The current rules governing doping in sport have as their core
that a doping violation is deemed to occur on finding in a body
fluid a prohibited substance, a metabolite of a prohibited sub-
stance or a compound chemically or pharmacologically related
to a prohibited substance. In most cases, urine is the speci-
men of choice, but recombinant human erythropoietin and re-
lated compounds or hormones can be detected in blood. To
date, hair is not accepted in doping control, although France
passed in 2001 a law allowing biologists to use this matrix to
document doping (décret n° 2001-35 from 11 January 2001).
The major practical advantage of hair testing compared to
urine or blood testing for drugs is that it has a larger surveil-
lance window ( weeks to months, depending on the length
of the hair shaft, against 2-4 days for most xenobiotics). For
practical purposes, the two tests complement each other. Uri-
nalysis and blood analysis provide short-term information of
an individual's drug use, whereas long-term histories are ac-
cessible through hair analysis. While analysis of urine and
blood specimens cannot distinguish between chronic use
or single exposure, hair analysis can offer the distinction.
Use of anabolic steroids was officially banned in the mid-
1970s by sports authorities. The first control of anabolic ste-
roids (particularly metandienone found in Dianabol®) was
achieved in Montreal in 1976 during the Olympic games.
Anabolic steroids are detectable in urine only 2 to
4 days after exposure, except for the ester forms.
Anabolic steroids are prohibited, their presence in a urine sample
lead to a positive result except for endogenous steroids (testos-
terone, epitestoterone, DHEA, nandrolone which have threshold
of positivity). In hair, the parent compound is the target analyte,
that is the opposite to urine where the metabolites are of interest.
Onlyfew papers dealingwith the detection ofanabolicdrugsin hu-
man hair have been published (1-5), mostly focused on analytical
procedures orfocussedtoa single compound. Therefore, it was our
opiniontoaddsome resultstoshare withthe scientificcommunity.

m



Between September 2014 and September 2016,
this office received 73 hair specimens with a view
to assessing if there is any evidence of historical
anabolic drugs abuse by the donor of the sam-
ple. The items were received sealed and the chain
of custody was intact. The samples were logged
onto the system and processed at the laboratory.
At the request of the solicitor, the hair was ex-
amined, with the aid of scientific support staff
for 19-norandrostenedione, mesterolone, methyl
testosterone, DHEA, DHT, methenolone, THG, sta-
nozolol, testosterone and esters, nandrolone and
esters, methandienone, boldenone, clenbuterol
and salbutamol over fixed period by the client.
Self-reported drug consumption was not known.
The use of cosmetics and hair sprays or lotions
was sometimes indicated but cannot be consid-
ered as a general rule.

From 73 hair specimens, 21 were body hair (main-
ly chest hair, but also leg or under arm hair). The
influence of the gender was not considered of im-
portance and was not always provided.

All analyses were achieved under 1SO17025 ac-
creditation, using a previously published method
(3), recently modified.

Briefly, 50 mg of finely cut hair was weighted. In-
ternal standards were added together with meth-
anol for a two hour ultrasonic bath. Then, in one
side, the organic phase was evaporated and di-
luted with phosphate buffer pH 6.8 (part A), and
in another side, the hair remain was incubated
with NaOH 1M to be melted (part B). Liquid-liquid
extractions were operated on parts A and B with
ethyl acetate. The aqueous A phase was isolated
and NaOH 1 M added before extraction with ethyl
acetate. The three organic phases were combined
and purified on NH2 cartridge. The final phase
was evaporated and diluted with ethyl acetate to
be divided in two parts : for injection onto GC-
MS/MS apparatus (TSQ 8000) after evaporation
and TMS derivatization, and for injection onto LC-
MS/MS apparatus (TSQ Quantum) after evapora-
tion and dilution with methanol.
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Extensive chromatographic procedures (two purification
steps by solid-phase and liquid-liquid extractions, MS-
MS detection) were analytical prerequisites for success-
ful identification of anabolic steroids in hair due to the
low target concentrations.

Testosterone and DHEA were always detected at phys-
lological concentrations (lower than 10 and 15 pg/mg,
respectively), confirming our previous studies (6, 7). Nor-
mal concentrations of testosterone in hair are generally
lower than 10 pg/mg, irrespective of the anatomical lo-
cation of sampling (head or body hair) and the gender,
although the concentration in the hair of women is gen-
erally in the very low pg/mg range. Dehydroepiandros-
terone (DHEA) is a steroid hormone naturally produced
by the adrenal glands and the ovaries. It can be con-
verted Into other hormones, including oestrogen and
testosterone. In head hair, normal concentrations are <
15 pg/mg for both males and females. There is a debate
among the scientific community on the cut-off value for
DHEA in hair and a cut-off at 50 pg/mg is recommend-
ed It has been demonstrated that DHEA accumulates in
body hair, with concentrations up to 10000 pg/mg, even
in subjects with no history of steroids abuse (8).
Athletes use both endogenous (testosterone, DHEA) or
exogenous (nandrolone, stanozolol, mesterolone ..) an-
abolic steroids because it has been claimed that they
Increase lean body mass, increase strength, increase
agoressiveness and lead to a shorter recovery time be-
tween workouts.

Seventeen positives results from 73 requests (232 %)
were obtained. This was lower than the previous rate
(372 %) in our first series of data (9). No positive result
was challenged by the donor of the specimen. Bold-
enone (10 and 29 pg/mg), stanozolol (17-1992 pg/mg),
methandienone (14-2800 pg/mg), methyltestosterone
(12 and 22 pg/mg), clenbuterol (39 and 97 pg/mg), nan-
drolone (4-50 pg/mg), 19-norandrostenedione (4-13 pg/
mg) and mesterolone (7 pg/mg) were identified during
routine practice (Table 1).

The measured concentrations of stanozolol, methandi-
enone, methyltestosterone, and clenbuterol, are in the
range of previous database (5). Therefore, the measured
concentrations can be used as reference. It appears
that the combination of stanozolol and methandienone
was frequent

Nandrolone was detected in 3 cases. Nandrolone is me-
tabolized to norandrosterone (NA) and noretiocholano-
lone (NE). Other 19-norsteroids, such as 719-noran-
drostenedione or 19-norandrostenediol, classified as
anabolic androgenic steroids by the WADA are available
over-the-counter or through the Internet and have the

(20)

same metabolites as nandrolone. Although noran-
drostenediol and norandrostenedione are banned
by the WADA, there is a great need in forensic sci-
ence and for survey of the athletes, to discriminate
nandrolone from other 19-norsteroids. This is obvi-
ously not possible in urine, as the metabolites are
common. Hair analysis allows to identify the exact
nature of the parent compound (eg, nandrolone,
norandrostenediol or norandrostenedione, in case
of positive urine for NA > 2 ng/ml), as it has been
accepted by the scientific community that the par-
ent compound Is the major analyte that is Incorpo-
rated in hair Thus, hair analysis would discriminate
nandrolone abuse from over-the-counter prepara-
tions containing 19-norsteroids.

There are essentially 3 types of problems with uri-
nalysis drug testing false-positives, degradation of
observed urine collection and evasive manoeu-
vres, including adulteration. These problems can be
greatly mitigated or eliminated through hair analy-
sis. It is always possible to obtain a fresh, identical
hair sample If there is any claim of a specimen mix-
up or breach in the chain of custody This makes
hair analysis essentially fail-safe, in contrast to uri-
nalysis, since an identical urine specimen cannot
be obtained at a later date. Clearly, hair analysis
can thus function as a ‘safety net” for urine anal-
ySIS.

Another potential use of hair analysis Is to verify
accidental or unintentional ingestion of drinks or
food that has been laced with drugs. In case of a
single use, the hair will not test positive, particular-
ly for anabolic drugs that are badly incorporated in
hair. Its greatest use, however, may be in identify-
Ing false-negatives, since neither abstaining from a
drug for a few days or nor trying to ‘beat the test’
by diluting urine will alter the concentration in hair.
Urine does not indicate the frequency of drug in-
take in subjects who might deliberately abstain for
several days before biomedical screenings. While
analysis of urine specimens cannot distinguish be-
tween chronic use or single exposure, hair analysis
can make this distinction.

Although hair is not yet a valid specimen for the
International Olympic Committee or the World An-
ti-Doping Agency, It is accepted in most courts of
justice in the world. A key issue is that some con-
flicting results are observed, all involving athletes
that tested positive in urine in accredited WADA
laboratories and negative in hair in forensic certi-
fled laboratories.



Conclusion

It appears that the value of hair analysis for the identification of drug users is steadily gaining recognition. This can be
seen from its growing use in pre-employment screening, in forensic sciences and in clinical applications. Hair analysis
may be a useful adjunct to conventional drug testing in doping control. Specimens can be more easily obtained with
less embarrassment, and hair can provide a more accurate history of drug use.

In case of doping control, drugs are screened in urine specimens according to validated standard operating proce-
dures in accredited laboratories. As forensic laboratories can be involved in testimony dealing with doping agents, the
idea of using hair for doping control has emerged as hair analysis has been accepted in court in other cases. Courts
can request additional information on the pattern of use of doping substances, such as during the 1998 cycling Tour de
France where blood, urine, and hair were simultaneously collected. Hair can both confirm repetitive abuse and identify

the exact nature of the parent compound. Moreover, long-term use (over several months) of restricted compounds

(only authorized under specific conditions and for a short period), such as salbutamol or corticoids, can be docu-
mented through hair analysis. The determination of testosterone esters in hair should allow a definitive unambiguous
confirmation of the administration of exogenous testosterone.

However, the relationship between urine and hair results is not yet established and negative hair result does not mean
« no doping ».
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‘No podremos cambiar el mundo pero si el
precio gue pagamos por intentar transformarlo”
LAF

Introduccion.

Si bien el cannabis sp ha sido utilizado por diferentes civilizaciones y culturas a través de los siglos,
tanto como materia prima textil y producto terapéutico en ciertas dolencias, jamas desperto reacciones
tan encontradas y debates tan acalorados como en esta Ultima década.

;Es realmente un farmaco eficaz, estigmatizado arbitrariamente por muchos y criminalizado injusta-
mente por los gobiernos? ;Posee comprobada eficacia terapéutica y se encuentra al mismo tiempo
sujeta a muchos efectos adversos? Sus defensores, ;lo promueven detras de una pantalla enganosa,
bajo el escudo del uso compasivo para clertas patologias, con el objeto de lograr que los parlamentos
deroguen su estatus de inutilidad médica y por ende retirarlo de las listas de sustancias prohibidas,
facilitando de este modo el consumo recreativo?

Pareceria que se ha instalado en el pensamiento del ciudadano comun, que ha llegado la hora de
definir si el cannabis debe dejar de ser una sustancia prohibida o bien resulta esto un planteo extem-
poraneo y debe permanecer proscrita.

Estas y muchas otras cuestiones se gatillan a la hora de debatir el estado actual del conocimiento
cientifico, respecto al verdadero potencial del cannabis sp para uso medicinal a partir de los Gltimos
resultados alcanzados por estudios cientificos, publicadas en revistas arbitradas y conducidas por
reconocidos Investigadores internacionales.

Adicionalmente, incluimos un breve item sobre el uso recreacional, no médico, porque entendemos que
algunas formas de consumo, tal como el fumado, es aplicada en ciertas terapias que se mencionan en
este escrito y los efectos adversos ademas de los riesgos referidos para el uso recreacional son muy
similares a los observados en la administracion del cannabis fumado en personas que sufren deter-
minadas patologias.

En esta breve revision nos centraremos principalmente en las investigaciones sobre el uso terapéutico
del cannabis en aquellas enfermedades, tal como las epilepsias refractarias y como adyuvante de los
protocolos quimioterapicos en enfermedades oncologicas, glaucoma y en esclerosis multiple. Asimis-
mo comentaremos los fundamentos vertidos en los proyectos de Ley presentados ante la Honorable
Camara de Diputados de la Nacion, a la luz del conocimiento cientifico.

Este escrito pretende contribuir a un debate objetivo, basado en el conocimiento cientifico, no en
lo anecdotico, folclorico 0 en base a opiniones de paginas web que aportan visiones sin referencias
cientificas comprobables. De este modo entendemos aportar material para el debate en el Parlamento
y en el conjunto de la Sociedad.
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/.Uso recreativo del cannabis

En Los Estados Unidos, la encuesta del NIDA-NIH: Moni-
toring Future Survey de 2014, informo que en los estados
donde se legalizo la marihuana, el 40% de los jovenes
asistentes al High school habian usado cannabis, mien-
tras que solo lo hacian el 26% de jovenes provenientes
de los estados en la que se encuentra hoy proscrita. El
estudio indico ademas, que solo el 164% piensa que el
cannabis puede presentar un alto riesgo para el con-
sumidor (Miech et al 2014). El dato no es menor, frente al
argumento de quienes sostienen que el prohibicionismo
ha conducido al aumento de consumidores y al mayor
trafico de drogas de uso indebido.

Tal como senala Volkow et al (2014, el contenido de THC,
o la potencia de la marihuana, como se detecté en mues-
tras confiscadas, ha sido cada vez mayor, desde aproxima-
damente 3% en la década de 1980 al 12% en 2012 (E|Sohly,
2014). Este aumento en el contenido de THC en la planta
de Cannabis resulta preocupante debido a los efectos
psicoactivos derivados de su uso. Ello se visualiza en
los aumentos significativos de las consultas a centros
de emergencia por parte de personas consumidoras asl
como el aumento en los accidentes vehiculares fatales
(Wong et al, 2014). Este incremento de la potencia de THC
a través del tiempo también plantea preguntas acerca de
los estudios anteriores sobre los efectos del uso de mar-
ihuana, en especial los estudios cronicos, que evaluaron
resultados a largo plazo.

Los estudios epidemiologicos, neurobioguimicos y médi-
cos de los Gltimos diez afios (muy en especial el dltimo
lustro) coinciden en afirmar que el consumo de mari-
huana es nocivo para el hombre. Existen otros deterioros
ademas de la afectacion neurocognitiva, como o es la
coordinacion motora que trae aparejado un desmejora-
miento importante en la capacidad de conducir vehicu-
los bajo su efectoy el riesgo de enfermedades psicoticas
0 esquizofrenia en adolescentes y adultos jovenes. Estu-
dios previos realizados por Kendell en 2003 indi-

caron que no podia aseverarse un nexo causal entre el
consumo de marihuana y la esquizofrenia en usadores
adolescentes habituales. Esta postura fue superada por
estudios epidemiologicos longitudinales realizados re-
cientemente en varios paises, a la luz de los ultimos
hallazgos neurobioguimicos.

En efecto, el consumo de marihuana y el nexo causal
con psicosis o esquizofrenia, fue abordado en la contri-
bucion multidisciplinaria de especialistas del Youthdale
Child and Adolescent de la Universidad de Cambridge,
UK vy las Universidades de Toronto - Health Network
en Canada publicada en diciembre de 2010 (Shapiro &
Buckley Hunter, 2010). Destacamos en este trabajo las
siguientes reflexiones:

Arsenault et al. 2002, presentaron sus conclusiones
(basandose en un estudio longitudinal realizado en
Nueva Zelanda) estableciendo que los consumidores de
Cannabis menores de 15 anos eran cuatro veces mas

propensos a desarrollar esquizofrenia a la edad de 26
anos. Ademas, el dato proveniente de ninos de 11 anos
permitio a los autores establecer el control de sintomas
psicoticos en ese momento. Es de destacar que en este
estudio, un 10% de los consumidores de cannabis
(adolescentes de 15 afios de edad) desarrollaron trastor-
no esquizofreniforme” a la edad de 26 anos. Estas inves-
tigaciones recientes definitivamente niegan la ambigue-
dad previa atribuida al papel etiologico del cannabis en
la esquizofrenia. El cannabis es también la droga mas
comun en las personas con esquizofrenia. Esto pone de
relieve la complejidad de la interaccion entre esquizofre-
niay uso de cannabis, que puede ser aclarada mediante
estudios epidemiologicos longitudinales.

Los estudios longitudinales realizados en cinco paises
(Grecia, Israel, los Paises Bajos, Nueva Zelanda y

Suecia), han proporcionado fuerte evidencia de una rel-
acion de causalidad entre el consumo de cannabis y la es-
quizofrenia £n cse sentido, el estudio de Weiser et al.
2002 que incluyd a 270 mil adolescentes de sexo mascu-
lino, de los cuales 50413 fueron interrogados especifica-
mente después del inicio del consumo de drogas. Los
resultados indicaron que el uso indebido de esta droga
en la adolescencia elevd a mas del doble la tasa de
hospitalizaciones por esquizofrenia. Asimismo, el estudio
realizado en Grecia indicd que la exposicion temprana a
cannabis en la adolescencia ‘puede aumentar el riesgo
subclinico en aspectos negativos y positivos de la psi-
CosIs”

Lo anterior fue concordante con el estudio de McGrath
et al, 2010 los cuales concluyeron que ‘el consumo tem-
prano de cannabis se asocia con la psicosis desarrollada
posteriormente en los adultos jovenes’ Este concepto
complementa y hacen suyos los estudios epidemiologi-
COS previos que citan.

No nos extendemos demasiado en el punto, ya que no
es objeto de esta revision. Solo senalar que un uso ma-
sivo, indiscriminado, podria confundir a jovenes y ado-
lescentes, razonando que si una sustancia es
terapéutica, bien puede consumirse con fines no médi-
cos, recreativos, sin mayores riesgos. Aqui amerita
plantear estrategias para la informacion o educacion de
los adolescentes y adultos jovenes con el objeto de re-
vertir la percepcion erronea de inocuidad en el fumado
de cannabis.

Las afirmaciones consignadas provienen de informes
epidemiologicos realizados con adolecentes por grupos
de investigacion muy prestigiosos (Estados Unidos, Reino
Unido, Canada, Holanda, Australia, Nueva Zelanda, Israel,
entre otros). Mencionamos algunas referencias para los
interesados en profundizar este aspecto (Cfr Hall & De-
genhardt, 2009; Shapiro & Buckley Hunter, 2010; Hartman
& Huestis, 2013; Volkow et al, 2014; Bossong et al 2014,
Ammerman et al, 2015; Desrosier et al, 2015; Hall, 2015
Ramaekers et al. 2016),



3.Eluso medicinal del cannabis a través del tiempo

Si bien el Cannabis es considerado originario de Asia
Central, algunos investigadores creen que podria prove-
nir del sur del mar Caspio o sury centro de Rusia o bien,
la region del Caucaso. El cannabis es uno de los mas
antiguos psicotropicos conocidos por la humanidad. Los
inicios de su utilizacion por el hombre son dificiles de
rastrear, ya que se cultiva y consume mucho antes de la
aparicion de la escritura. Conforme a descubrimientos
arqueologicos, se ha conocido en China al menos des-
de el Neolitico, alrededor de 4000 AC El emperador de
China, Shen Nung, fue el primero en describir las propie-
dades y usos terapeuticos del cannabis, en su compen-
dio de hierbas medicinales chinas escritas en 2737 AC
Poco después se esparcio a la India y luego al norte de
Africa v llegd a Europa hacia el afio 500 de nuestra era.
Existen registros de su Uso en numerosas civilizaciones
antiguas, donde se utilizaba en ciertas afecciones, In-
clusive describiendose algunos efectos nocivos, como
tambien o habla consignado originalmente el empera-
dor chino.

En 1525, los espanoles trajeron la marihuana a Améri-
ca vy los ingleses la introdujeron en Jamestown en 1617,
donde se volvid una cosecha comercial importante a la
par del tabaco y se cultivd como fuente de fibra.

En los inicios de la era cientifica, hacia 1839, fue

William O’Shaughnessy, médico y cirujano britanico,
quien descubrio las propiedades estimulantes del apeti-
to, antieméticas vy relajantes musculares del cannabis.
Posteriormente y hacia fines del siglo XIX y comienzos
del XX, se prescribia en Estados Unidos para varias do-
lencias como dolores de parto, nausea y reumatismo. Su
uso recreativo era comun desde los anos 1850 a 1930.
Una campana llevada a cabo en los anos 1930 por el
Bureau Federal de Narcoticos de los Estados Unidos pre-
sentd a la marihuana como una sustancia adictiva que
llevaba a los consumidores a una adiccion. En la década
de 1950 fue accesorio a la generacion ‘beat” y en los 60
la usaron los estudiantes universitarios y los ‘hippies’
volviendose un simbolo de rebeldia contra la autoridad.
La convencion de 1961 de Naciones Unidas, la incluyo
dentro del listado de sustancias narcoticas bajo control.
En la decada de los 90 el estado de Colorado despenaliza
al Cannabis con fines médicos, aunque anos después se
decidio su liberacion con fines recreativos, y por fuera de
la prohibicion federal que continta hasta hoy. Otros es-
tados de los EEUU (una veintena) han despenalizado su
uso con fines medicos. Sin embargo, algunos de esos es-
tados, hoy estan contemplando liberarlo con fines recre-
ativos (vg Estado de Washington). Hacia fines de 2013, la
RO del Uruguay legalizo el comercio del Cannabis, donde
el estado regula y controla la venta; siendo asi, el primer
pais en legalizar la produccion y venta de marihuana. En
2014, Chile autorizd a un municipio cosechar Cannabis
con el fin de producir aceite de marihuana para pacien-
tes con cancer. A comienzos de 2015 autorizaron el culti-
vo de Cannabis con fines medicinales y de investigacion.
En estos momentos el pais se encuentra discutiendo su
despenalizacion, incluso con fines recreativos. La

o

situacion en otros estados Latinoamericanos es dispar.
Hay algunos paises reacios a su despenalizacion; otros
en cambio abogan por despenalizarla pero con un con-
trol estricto por parte del estado.

Ben Amar (2006) describe en su revision algunas inves-
tigaciones recientemente publicadas sobre el Cannabis
aplicado a diversas dolencias. No obstante, la revision
fue escrita hace unos diez anos y el conocimiento ad-
quirido en esta Gltima década ha permitido mejorar la
comprension de la fisiopatologia de los componentes
mas importantes del vegetal y sus productos de ex-
traccion.

Este investigador efectud una revision ordenada de los
estudios sobre Cannabis aplicados a diversas patologias,
consignando datos interesantes sobre su potencial efi-
cacia, como asimismo efectos adversosy la necesidad de
programar investigaciones con mayor nidmero de indi-
viduos y estudios mas detallados, observacion constante
que emerge de los trabajos consultados por los autores
de esta revision. Textualmente, al final del articulo expre-
sa: ‘Sin embargo, basandose en los datos disponibles,
los cannabinoides orales (se refiere principalmente al THC
v al CBD) no deben ser utilizado como antieméticos de pri-
mera linea. Pucden, sin embargo, resultar eficaces para
el tratamiento de la emesis refractaria y tienen su lugar
como adyuvantes a otros medicamentos antieméticos.
No hay suficiente evidencia sobre la eficacia del Cannabis y
sus derivados en el control de la epilepsia. Ensayos clinicos
adicionales, bien disefiados, cuidadosamente ejecutados,
son esenciales para definir con claridad el papel de los can-
nabinoides como estimulantes del apetito, asi como en el
tratamiento de la esclerosis milltiple, lesiones de la médula
espinal, sindrome de Tourette y glaucoma.

Para cada patologia, queda por determinar qué tipo de
cannabinoidesy via de administracion son las mas ade-
cuadas para maximizar los efectos beneficiosos de cada
preparacion y reducir al minimo la incidencia de
reacciones indeseables.

Hoy dia, se ha instalado en la poblacion la idea que el
Cannabis no resulta dafino a la salud, confrontandosele
a lo sumo con el dano que entrana el fumado de tabaco.
Mucho menos cuestionable que este Gltimo, dado que
dicho vegetal ostenta cierta reputacion terapéutica en
el pasado. Entendemos que esta forma de razonar, nos
retrotrae a etapas de conocimiento pre cientifico, en que
prevalecian la especulacion y la deduccidon. Hoy pasa-
mos a tiempos en el cual se procede en forma mas sus-
tentada, es decir, con soportes firmes basados en ciencia
pura, para dejar de lado la vision aérea de los hechos.
Estas practicas pasadas no estaban exentas de riesgo
y un sinnmero de pacientes pagaron con sus vidas el
tratamiento al que se habian sometido.

Para tratar la locura, médicos como Herofilo utilizaban
el eléboro blanco o negro, un temible vomitivo violento,
que a veces curaba y otras, mataba. Su uso estaba fun-
damentado en la idea de “expeler” lo “toxico’, a través de
la provocacion de vomitos y purgas (Rossi, 2011).

Debe aceptarse que siglos atras, antes de la revolucion
cientifica, se omitian aspectos importantes, como efectos
secundarios tanto inmediatos como mediatos y solo se



atendia a un resultado visible beneficioso, statim, si es
que era logrado. Claro esta que tampoco se avocaban
a medir el efecto placebo, susceptibilidad individual u
otras circunstancias contemporaneas al tratamiento. El
conocimiento cientifico actual debe considerar la evalu-
acion terapéutica de un compuesto candidato a medica-
mento en forma integral.

Algunas especies vegetales pasaron la prueba de efica-
cia, evaluacion farmacocinética, posologia, asi como la
interaccion con otros medicamentos, como lo fueron
los activos del oplo, en la era cientifica; cuyos distintos
componentes promisorios sc aislaron, purificaron y some-
tieron a una enorme bateria de estudios, no solo eficacia
sino también seguridad. A cfectos de considerar a una
sustancia en su estatus como medicamento debe
evaluarse la via de administracion, la dosis, los intervalos
de aplicacion, la duracion del tratamiento, asi como los
efectos secundarios y la toxicidad aguda vy cronica.
Todos ellos han sido muy investigados y el consenso
cientifico universal establecid oportunamente el manejo
integral de estas sustancias para diversas enfermedades.
Resulta interesante la lectura que ofrecen algunos au-
tores destacados respecto a la historia del uso y abuso
del Cannabis (Li, 1974; Escohotardo, 2005; Ben Amar, 2006;
Rossi, 20T, Umit Sayin, 2014).

Hoy dia, el florecimiento de paginas web dedicadas al
Cannabis, permite la introduccion de opiniones y/o
aseveraciones que muchas veces son subjetivas, anec-
doticas e incorrectas (desde la vision cientifica) o extem-
poraneas y lanzadas al pUblico en general carente de
una vision rigurosa, cientifica y metodolégica, como para
confrontar la informacion emitida. Por ello se origina asi,
una gran incertidumbre y confusion respecto a la ver-
dadera eficacia versus los riesgos del cannabis aplicado
en diversas enfermedades.

4.Ultimos avances cientificas en la aplicacién
del cannabis y/o sus componentes al

tratamiento de enfermedades y dolencias
4a.Epilepsias refractarias

La American Epilepsy Society (AES, 2016) entiende que
el cannabis se aprobd para uso médico por opinion de
los habitantes en varios Estados de los EEUU. Arsumenta
su oposicion al uso expandido de la marihuana y sus
derivados, en nombre de los 3800 miembros de la so-
ciedad, inclusive para el CBD (cannabidiol), utilizado en
el tratamiento de ninos con epilepsia severa, por falta
de evidencia con ensayos controlados y las muy pocas
investigaciones efectuadas hasta hoy. Surge entonces
abordar lo evaluado por la ciencia, especialmente en os
aspectos de seguridad y eficacia, prueba fundamental a
la que cualquier medicamento en investigacion debe ser
sometido.

Otro punto importante a responder es si la modificacion
en la legislacion debe preceder a los resultados de in-
vestigaciones cientificas aln no concluidas ni consen-

suadas.

Existen ciertos reparos u objeciones de los investi-
gadores del cannabis para uso medicinal. Entre los di-
VErsos inconvenientes se mencionan:

11la dificultad de lograr cannabinoides puros y el al-
tisimo costo que demanda obtenerlos en ese estado;
requerimiento Iindispensable para ser aplicado como
farmaco (AES2016)

Z‘Muy pocos estudios representativos, con resultados
dispares en cuanto a la eficacia y la comprobacion
médica mediante indicadores fehacientes y consensua-
dos, como el electroencefalograma (EEG) en epilepsias
refractarias, que es el indicador por excelencia (Press
et al, 2015).

3.Desconacimiento de efectos secundarios que no ga-
rantizarian el éxito total en el tratamiento de ciertas do-
lencias, como la epilepsia refractaria, con posible apa-
ricion de cuadros mas graves que los de partida, previo
a su administracion (Devinsky et al 2015). O bien en los
casos de HIV avanzados, el deterioro cognitivo agravado
que han observado algunos investigadores (Volkow et
al, 2014).

4. Escasos estudios lo suficientemente representativos,
con uso de controles y evaluacion del efecto placebo
(Devinsky et al, 2015; AES, 2016).

5.Desconocimiento de las consecuencias de su con-
sumo a largo plazo, en los pacientes tratados (Estudios
Cronicos), especialmente en nifios y adolescentes (Crean
et al, 2011).

Hemos notado que los aspectos controvertidos senala-
dos hace unos diez anos, respecto de los efectos nega-
tivos del Cannabis, han sido bastante aclarados; o dicho
de otro modo, hoy existe mayor consenso internacional
respecto de los riesgos y danos potenciales del uso de
Cannabis recreativo o medicinal, especialmente en ado-
lescentes y adultos jovenes respecto de de los informa-
dos hace dos décadas atras.

La AES (American Epilepsy Society) dirigio una carta a
un parlamentario estadounidense que propuso liberar
el Cannabis en el Estado de Pensilvania con fines ter-
apéuticos, especialmente en su faz antiepiléptica. La mi-
siva esta fechada 11 de marzo de 2016 y rubricada por su
Presidente, Michael Privitera, MD, quien es ademas Direc-
tor del Centro de Epilepsia del Instituto de Neurociencias
de la Universidad de Cincinnati (AES, 2016). Hemos resal-
tado en negrita lo que entendemos reviste importancia
en el contexto de este manuscrito. En cursiva, algunas
aclaraciones de los autores de esta revision.

En partes de la carta se menciona: El gran nimero de
casos resistentes al tratamiento vy la urgencia de nue-
vos tratamientos para la epilepsia, pero se exige que estos
tratamientos prueben su seguridad y eficacia para ser ver-
daderamente (til a las personas con esta enfermedad.
A pesar de la presion frecuente de la evidencia anecdoti-
ca en la prensa popular y los medios de comunicacion
social, en los Gltimos dos afios, la American Epilepsy So-
ciety se ha opuesto a la expansion del uso de la mari-
huana medicinal y su derivado, el cannabidiol o CBD, en



el tratamiento de los ninos con epilepsia severa. En este
momento no hay pruebas de ensayos controlados que apoy-
en firmemente el uso de la marihuana para el tratamiento de
la epilepsia. La posicion esta basada en la falta de In-
vestigacion disponible y apoyada por las declaraciones
de la Academia Americana de Neurologia, la Academia
Americana de Pediatria y la Asociacion Médica de Esta-
dos Unidos de América

La Sociedad Americana de Epilepsia ha aconsejado con-
tinuamente a los Estados contra la sola evidencia anec-
dotica y ha pedido mas investigaciones. La necesidad de
mas investigaciones es un tema constante de casi toda
sociedad médica en los EEUU

Con el objeto de avanzar en la investigacion, la AES ha
solicitado a la Agencia Federal de Control de Drogas
rever su postura ante la marihuana para facilitar el
acceso a los estudios clinicos. Los legisladores bien
intencionados que han promulgado leyes en muchos
estados o han hecho sin el beneficio de la evidencia
cientifica, en este caso para enfermos epilépticos. Esto
ha creado una situacion incomoda donde las leyes estan
por delante de la ciencia, porque 'no entendemos como
y por qué funcionan los diversos tratamientos para los
que son eficaces” La investigacion también nos ayudara
a comprender la dosis correcta, los efectos secundarios
y posibles interacciones con otros medicamentos

(Debemos recordar que el Cannabis posee mu-
chas estructuras relacionadas al core benzopi-
rano, especialmente CBD, THC y CBN, ademas de
muchos otros, siendo el THC y su isomero delta 9

el Unico considerado de efecto psicoactivo)

En la actualidad, los expertos en epilepsia no han informado
sobre un tratamiento seguro y eficaz empleando marihuana,
tampoco los efectos a largo plazo sobre el aprendizaje, la
memoria y el comportamiento, especialmente en lactantes
y niflos pequefios.

AES ha apoyado el programa de uso compasivo de la
Compafia Farmacéutica GW Pharmaceuticals, donde una
preparacion purificada y uniforme de cannabidiol (CBD) lla-
mada Epidiolex® csta siendo administrado bajo la super-
vision cuidadosa de un profesional médico apropiado
En diciembre del 2015, el investigador principal de este
ensayo clinico, miembro de AES, Dr. Orrin Devinsky,
publico los resultados de un estudio de fase Il 'y los
presentd en la Asamblea anual de 2015 de la Sociedad
Americana de Epilepsia, celebrada en Filadelfia. Mientras
que el Dr. Devinsky califico los hallazgos como
prometedores, advirtio que “estos resultados correspon-
den a un estudio no controlado. Se necesitan estudios adi-
cionales para confirmar esos resultados. [ 05 estudios con-
trolados aleatorios estan en marcha lo cual permitira
comprender en profundidad la eficacia de la droga. Los
resultados de este estudio de fase Il acaban de pub-
licarse en Lancet Neurology edicidon de marzo, 20716. La
Fase Il de este estudio esta empezando siendo este un
estudio controlado con placebo. AES es complaciente
con este paso critico para ayudar a toda nuestra comu-
nidad a entender mejor el papel potencial del CBD en

el tratamiento de la epilepsia. También es importante
observar que en estos estudios, el Epidiolex, se agregd
a los regimenes de tratamiento farmacologico antie-
piléptico (AED) (es decir que reciben al mismo tiempo el
Epidiolex y otros AED)

Resulta importante recalcar que el aceite Epidiolex (99%
de CBD) utilizado en los ensayos clinicos es una sustan-
cia muy diferente de los productos del cannabis artesanal
que estan siendo considerados para su uso en Pennsylvania,
y se estan utilizando en otros estados como Colorado
En estados como Colorado, donde la marihuana medicinal y
sus derivados son legales el contenido de estos productos
no esta regulado por la pureza o la uniformidad. Productos
de alto grado de pureza como Epidiolex han seguido
procesos de Good Manufacturing, lo que significa que
el contenido de CBD se mide por los estandares mas
risurosos siendo vigilado cuidadosamente respecto a la au-
sencia de aditivos o contaminantes. Nada de esto es cierto
para los productos artesanales.

(el Epidiolex es un aceite 99% de CBD, es decir
altamente purificado y valorado con patrones
0 estandares, producido por la Compania Far-
maceutica GW Pharmaceuticals, para ser aplica-
do en casos de estudios compasivos. El aceite de
Cannabis rico en CBD son aceites obtenidos ar-
tesanalmente mediante procesos de extraccion y
purificacion casera cuya pureza esta muy lejos de
la obtenida por métodos avanzados en la
Industria farmacéutica)

Los productos artesanales (se refiere a aquellos aceites
obtenidos mediante extraccion casera o elemental de
las hojas e inflorescencias femeninas de diversas varie-
dades) corrientemente provistos en Colorado no cum-
plen con la definicion de la FDA de medicamento de
usSo compasivo

Para el tratamiento de la epilepsia la variedad
Charlotte contiene una proporcion apreciable de
CBD, aungue impurificada por otros cannabinoi-
desy posibles contaminantes (pesticidas, metales
pesados, etc) dificiles de analizar como trazas

(%)

Prosigue la carta: La FDA requiere que los tratamientos de
uso compasivo tengan los mismos criterios que los que un
nuevo farmaco en investigacion requiere, como pureza es-
tandar, contenido uniforme y (2 adhesion a los buenos
procesos de fabricacion. Como sefialamos mas arriba,
ninguno de estos criterios aplican a los productos que
utilizan aceite artesanal en las personas con epilepsia
en el Estado de Colorado y estamos viendo resultados
inquietantes que se indican a continuacion. Sin embar-
g0, estos y otros productos similares estan siendo con-
siderados para su uso en varios estados

Un estudio de observacion realizado en el Hospital de
Niflos de Colorado y publicado en la edicion de abril



2015 de la revista Epilepsia y Comportamiento, encontrd
que los aceites artesanales “altos CBD” no dieron como re-
sultado una reduccion significativa en los ataques de epilep-
sia en la mayoria de los pacientes. En aquellos para quienes
los padres informaron mejoras, esas mejoras no se asocia-
ron con una mejoria en los electroencefalogramas (EEG), la
prueba de oro estandar de seguimiento para las personas
con epilepsia. (Se refiere al trabajo de Press et al, 2015
publicado en la Revista Epilepsy and Behaviour). Estos
resultados fueron presentados por los profesionales del
Hospital de Ninos de Colorado gquienes son miembros
de AES y han evaluado un importante numero de casos
de nifios con epilepsia tratados con el cannabis en los
EEUU. Por otro lado, en el 13% de los casos examinados las
convulsiones empeoraron con el uso del aceite presentan-
do, en algunos pacientes eventos adversos significativos
Estas no son las historias escuchadas en audiencias
publicas o leidas en la prensa popular A diferencia del
producto utilizado en el estudio compasivo realizado por el
laboratorio farmacéutico GW Pharmaceutical, las familias
y los nifos que se desplazan a Colorado estan recibiendo
preparaciones artesanales no reguladas, muy variables, de
aceite de Cannabis prescriptas, en la mayoria de los casos,
por médicos sin formacion en pediatria, neurologia o en
epilepsia. Como resultado de ello, los especialistas en
epilepsia en Colorado han atendido a los ninos pre-
sentando graves reacciones distonicas y otros trastor-
nos del movimiento, regresion en el desarrollo, vOmitos
intratables y convulsiones; empeoramiento que pueden
ser tan graves que deben poner al nino en coma a efec-
tos de detener dichas convulsiones

Debido a que estos productos no estan regulados, e
Imposible saber si estas reacciones adversas peligrosa
se deben al CDB (o bien, THC u otros cannabinoides)
contaminantes en estas preparaciones artesanales

S
S
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(En linea con este concepto, la AES, tiende a evitar gque
los contaminantes puedan interferir en la evaluacion
de los resultados clinicos y/o evitar episodios adver-
S0S 0 tOxicos debido a presencia de contaminantes
ajeno a los componentes quimicos propios del aceite
de cannabis (como pesticidas y metales pesados).
Por otra parte “La nueva Ley de cannabis en el Estado
de Israel” que comenzara a regir a partir del ano 2017,
hace hincapié en la calidad y pureza de los aceites,
es decir, es mucho mas exigente gque la actualmente
vigente, en ese sentido. Asl, por ejemplo esa ley ex-
presa:

El nuevo modelo considera al cannabis medicinal
como una droga (como morfina, oxycodon y toda dro-
ga considerada peligrosa). No habra, como hasta aho-
ra, un nuamero de productores limitados, sino que el
que quiera recibir autorizacion para producir debera
hacerlo en condiciones de GAP (Good Agricultural
Practice). Debera presentar un certificado de control
de calidad de un laboratorio autorizado aplicando
normas 1SO17025 que incluya: contenido de distintos
componentes cannabinoides, examen microscopico
para analizar presencia de insectos y estado de los
tricomas de la planta, analisis de metales pesados
(por el suelo), pesticidas (esta prohibido usarlos) y
bacteriologico (bacterias y hongos).

A

El equipo de Colorado también ha visto familias que han
contraldo una deuda importante, que pagan cientos de
dolares al mes por los aceites que parecen no actuar
en la gran mayoria

Especialistas en epilepsia en Colorado estan llevando
a cabo un estudio observacional financiado por el es-
tado con el objeto de vigilar a los nifios tratados con
CBD (Epodiolex). El estudio consistira en el analisis de
los resultados de 150 pacientes tratados con marihuana
medicinal que consumen productos de Cannabis con
resularidad. Este es solo uno de los tantos estudios ac-
tualmente en curso con CBD para personas con epilep-
sia. Existe enorme interés dentro de la comunidad pro-
fesional de explorar el potencial del CBD, sin embargo,
resulta necesario realizar la investigacion, antes que se
promulguen nuevas leyes.

Vale la pena sefalar que en febrero de 2016 y febrero
de 2015 la FDA emitio varias cartas de advertencia a las
empresas con productos que contienen CBD (se refiere
a los aceites artesanales). La FDA ha analizado estos
productos y, en algunos de ellos, no se detectdo CBD cOMO
se reivindica en la etiqueta. Debido a que no existe un
estandar para estos productos, el mercado esta inunda-
do cada vez mas de una amplia variedad de productos
The American Epilepsy Society no es insensible a la
desesperacion de los padres cuyos hijos tienen epilep-
sias graves resistentes al tratamiento

convencional. Nuestros miembros, enfrentan todos os
dias en la clinica y estan muy en sintonia con estas fa-
milias en la necesidad del uso compasivo y de nuevas
terapias prometedoras en circunstancias apropiadas y
controladas. | stames sin embargo, opuestos a la utilizacion
de preparados artesanales de compuestos no regulados
de Cannabis con contenido no verificado y elaborados por
personas que no tienen experiencia en la produccion far-
maceutica. £s0 s [0 que esta sucediendo actualmente
en Colorado y otros estados de todo el condado, que
legalizaron el uso de productos de marihuana medici-
nal. En resumen, simplemente no hay investigacion clinica,
controlada para apoyar la adopcion de una nueva legislacion
sobre el uso de CBD en el tratamiento de la epilepsia como
su Estado (se refiere al Legislador y el Estado de
Pensilvanya) esta considerando. Los resultados anecdoticos
de unas pocas familias en Colorado, compartidos en los me-
dios de comunicacion, no deben ser la base para la elabo-
racion de leyes.

La fiebre de los Estados para aprobar la legislacion sobre
CBD ha creado una situacion inusual en la cual las perso-
nas con epilepsia y sus familias estan demandando el ac-
Ceso a una sustancia de cosecha propia muy variables que
puede o no ser beneficiosa y la comunidad médicay cienti-
fica carece de los datos de eficacia y seguridad necesarias
para tomar buenas decisiones de tratamiento con respecto
al Cannabis para las personas con epilepsia, especialmente
en los nifios. También ha creado una carga financiera y ad-
ministrativa importante para los estados” (AES, 2016).



4b. Cannabinoides utilizados en
Oncologia para mitigar los efectos
secundarios de quimioterapicos

Recientemente, Kramer publicd una interesante revision
que incluye el raconto de las investigaciones publicadas
con arbitraje previo (peer review) y otras no publicadas en
sistema arbitral, respecto de la aplicacién del Cannabis en
forma de marihuana fumada y cannabinoides aislados de
la planta en el tratamiento con adyuvantes post quimioter-
apia (Kramer, 2015).

Se acepta que el cannabis para uso en patologias oncolbgi-
cas opera sobre 3 blancos de accion como eje: en el trat-
amiento de las nauseas, en la falta de apetito y sobre el
dolor.

El trabajo menciona tres tipos de medicamentos que se
encuentran en el mercado farmacéutico, a base de canna-

binoides: | Nabilone (Cesamet®)
II.Dronabinol (Marinol®)
[Il.Nabiximols (Sativex®)
| NABILONE:

Es un cannabinoide sintético, molecularmente semejante
al THC antiemético con propiedades analgésicas. Aunque
fue aprobado por la FDA de EEUU en 1985, recién en 2006
comenzb a expenderse. Se utiliza para los casos de nau-
seas y vomitos en tratamiento con

quimioterapia, que no responden a los farmacos utiliza-
dos frecuentemente. Sin embargo, la eficacia del Nabilone
parece estar muy relacionada al tipo de agente
quimioterapico utilizado en el tratamiento oncologico
(Lynch & Campbell, 2011). Por otro lado, los efectos

Il. DRONABINOL:

Es el mejor estudiado para uso en nauseas secundaria a
quimioterapia. El mecanismo con el cual se considera que
opera es por inhibicion del centro del vomito en el Siste-
ma Nervioso. El principio activo es el isdmero trans THC
disuelto en aceite de sésamo en capsula de gelatina.

Fue aprobado por la FDA en diciembre de 1992También es
usado en la anorexia; posee un efecto sostenido sobre el
apetito de hasta 5 meses en pacientes con SIDA en dosis
25 a 20 mg/dia. La dosis de 25 mg/dia, aporta 10 veces
menos que la concentracion psicoactiva (5 ng/dfas). Pre-
senta también efectos en el estado de animo. Solo el 10
al 20 por ciento alcanza la circulacion sistémica. El efecto
psicoactivo dura de 4 a 6 hs.

El uso cronico trae aparejado los siguientes efectos: taqui-
cardia, irritacion de conjuntivas. Efectos adversos: amnesia,
cambios de humor, espejismo alucinacién, depresion, an-
siedad, palpitaciones cardiacas. Menos serios: ataxia, eufo-
ria, nausea, vomitos, problemas de pensamientos, mareos,
somnolencia, astenia, vision borrosa, resecamiento de boca,
hipotensidon ortostatica, inquietud.

Especial cuidado debe ser tenido en cuenta en la interac-
cionan con alcohol debido a que se potencia el efecto de-
presor. Se encuentra contraindicado en pacientes con alta
sensibilidad a cannabinoides, pacientes con riesgo cardia-
co, puede causar hipotension y debe vigilarse en pacien-

tes con hipertension. El alcoholismo constituye un riesgo
con el abuso del dronabinol. También podria exacerbar las
condiciones de esquizofrenia 0 psicosis.

secundarios también son quimio-dependientes y en
funcion de la co-medicacion administrada (Kramer, 2015).

1. NABIXIMOLS:

Es un extracto natural de la planta que contiene THC/CBD
(1.08:100). Se utiliza como espray para mucosa. Es adminis-
trado para el tratamiento del dolor ademas de antiemético.
Las concentraciones de uso son 10 veces menores en THC
respecto a la concentracion considerada psicoactiva (5 ng
por ml sangre) (Indorato et al, 2016). Aprobado en Canada y
parte de Europa para tratamiento de espasticidad en escle-
rosis multiple, es también investigada en clinica en EEUU
para tratamiento del dolor.

EL Nabiximols (SATIVEX®) espray oral, para tratamiento de
dolor y esclerosis, fue aprobado en Canada. No presenta
efecto psicoactivo como la marihuana fumada, por las muy
bajas concentraciones en que es utilizado, por ello se esti-
ma no puede ser usado como narcotico.

OTRA INVESTIGACIONES PUBLICADAS:

Kramer menciona dos publicaciones de Chang de los anos
1979 y 1981. En la primera, nota mejorias en 14/15 pacien-
tes tratados con metotrexato; en la segunda, 8 pacientes
tratados con doxorubicina y ciclofosfamida, no mostraron
mejoras en ningln caso. En ambos ensayos con placebo, se
utilizd marihuana fumada con agregado de THC Los efectos
antieméticos correlacionaron con altos niveles de THC

El autor también menciona otros estudios pero que no han
sido publicados en revisitas arbitradas. Sin embargo, ob-
servamos resultados dispares en cuanto a la eficacia para
este tipo de tratamiento. Es evidente que el conocimiento
en este campo adn requiere mayor investigacion.

4c. Uso en esclerosis multiple (EM)
0 espasticidad.

La esclerosis miltiple (EM) es una enfermedad desmielini-
Zante, neurodegenerativa del sistema nervioso central. Se
acepta que posee rasgos de una enfermedad autoinmune,
aungue el mecanismo exacto se desconoce hasta hoy. A
consecuencia de ello, las neuronas del cerebro pierden
parcial o totalmente su capacidad de transmision, caus-
ando los sintomas tipicos de adormecimiento, cosquilleo,
espasmos, paralisis, fatiga y alteraciones en la vista.

Lakhan & Rowlands (2009) revisaron sistematicamente seis
estudios referidos a la dosificacion y duracion del trata-
miento, las medidas objetivas y subjetivas de espasticidad
asi como los informes de eventos adversos informados.
Aunque hubo variaciones en los resultados presentados
en estos estudios, se observd una tendencia a la reduc-
cidn de la espasticidad en los pacientes tratados. Se in-
formaron eventos adversos en cada estudio. Los extractos
combinados de TCH y el CBD se consideraron generalmente
bien tolerados por lo que los autores encuentran evidencia
que la combinacién de extractos de THC y CBD puede pro-
porcionar un beneficio terapéutico en los sintomas de es-
pasticidad en EM. Aunque algunas medidas objetivas de la
espasticidad denotan tendencia a la mejora, no hubo cam-
bios que se consideren significativos en las evaluaciones



posteriores al tratamiento. Sin embargo, la evaluacion sub-
jetiva de alivio de los sintomas muestra a menudo signifi-
cativa mejoria después del tratamiento.

No obstante, un reciente estudio efectuado en veinte paci-
entes con EM que fumaban Cannabis para aliviar los sinto-
mas versus 19 pacientes con EM que no fumaban Cannabis.
(Romero et al, 2015) sugiere que el consumo de Cannabis
en EM resultd en déficits cognitivo mas extendido, que se
correlacionan con el volumen de tejido en las regiones
subcortical, temporal medial, y prefrontales. Las imagenes
por resonancia magnética fueron segmentadas en la ma-
teria gris y materia blanca, y posteriormente analizadas por
cuadrados minimos parciales, una técnica multivariante
basada en datos que exploran asociaciones cerebro-con-
ductales. Estos son los primeros resultados que demues-
tran una asociacién entre el consumo de cannabis, el de-
terioro cognitivo y los cambios estructurales del cerebro en
pacientes con EM.

Por otro lado, investigadores de Canada y EEUU (Iskedjian
et al, 2007) concluyen que preparados farmacéuticos tales
como Sativex® (Nabiximols), espray bucal, resulta efectivo
en el tratamiento del dolor por EM, aunque aclaran que
suponen gue el dolor estaria relacionado con la EM y lo
asimilan al dolor neuropatico. Asimismo, advierten el bajo
ndmero de publicaciones y pacientes, incluidos en este
meta-analisis.

Podemos razonablemente concluir que en esta patologia
los resultados no son concluyentes, observandose, tal
como en las otras ya descriptas, el riesgo del efecto adver-
S0 cognitivo, entre otros destacados.

4.d Glaucoma

El glaucoma es una afeccion ocular en la cual el nervio
optico se va dafiando con el paso del tiempo, reduciendo
la vision lateral. En ocasiones, esta afeccion termina oca-
sionando la ceguera. Una causa del dafio del nervio 6ptico
producido por el glaucoma es una presion superior a la
norrgal en el interior del ojo llamada presién intraocular
(PI1O).

Investigaciones informadas por la American Academic of
Ophthalmology (American Acad Ophtal, update, 2014) indic-
aron que cuando se fuma marihuana o cuando se toma su
ingrediente activo, ya sea en forma de pildora o

mediante una inyeccion, en efecto baja el nivel de la PIO.
Sin embargo, la PIO s6lo disminuye por un breve perio-
do de tiempo (alrededor de tres o cuatro horas) siendo
ello una importante desventaja en el uso de la marihua-
na como tratamiento para el glaucoma debido a que el
glaucoma necesita estar controlado las 24 horas del dia. El
paciente tendria que fumar marihuana seis a ocho veces al
dia, todos los dias, para mantener un nivel reducido de la
PIO en forma constante.

Estudios recientemente indican que la disminucion del flu-
jo de sangre al nervio dptico también puede causar dafios
en pacientes con glaucoma. La marihuana no sélo reduce
la PIO, también reduce la presién sanguinea en todo el
cuerpo. Por ello, es posible que también reduzca el flujo de
sangre que llega al nervio Optico, contrarrestando el
beneficio de una PIO reducida.

Por ello, la American Academic of Ophtalmology indica que
la marihuana si bien puede disminuir temporariamente la

PIO, no esta recomendada para tratar el glaucoma

Si observamos el fundamento de varios proyectos de Ley
enviados al Congreso Nacional Argentino (hasta junio de
2016), accedido a través de la Red Argentina de Toxicologia
(Redartox, 2016), se notara inmediatamente que muchos
de los conceptos vertidos en ellos se contraponen a lo
consignado mas arriba por los expertos e investigadores
del Cannabis para uso medicinal. En esos proyectos se
hace alusion a los aceites artesanales de Cannabis y no a
los principios activos purificados, separados de innumera-
bles componentes contenidos en el aceite artesanal.

En cuanto a los otras patologias resefadas, el informe au-
torizado por el Instituto de Medicinag, si bien reconoce al-
gunos beneficios potenciales de la marihuana, en
estimular el apetito, en particular en pacientes con el sin-
drome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y el sindrome
de desgaste relacionado a esta enfermedad, y en el com-
bate contra las nauseas y vomitos debidos a quimioterapia
inducida, dolor severo, y algunas formas de espasticidad,
destaca los efectos adversos que enfrentan los pacientes
sin aun haberse comprendido el alcance y magnitud, como
para evaluar la ecuacion riesgo-beneficio. Una contribucion
hace hincapié en la importancia de centrar los esfuerzos
de investigacion en el potencial terapéutico de cannabinoi-
des sintéticos o en estado puro farmacéuticamente (Volkow
et al 2014).

Aln, con ese objetivo, tampoco hasta hoy se han generado
posibles candidatos a medicamentos, a excepcion de algu-
nas modificaciones de los benzopiranos del cannabis nat-
ural. La gran mayoria de los cientos de estructuras quimicas
cannabimiméticas ensayadas por la industria farmacéutica
fueron desechadas por su toxicidad y potencial adictivo,
mucho mas elevado que el mismo THC (Ferrari, 2016).

Esta practica aumenta la preocupacion sobre los
problemas particulares en relacion con el uso a largo plazo
por parte de poblaciones vulnerables. Por ejemplo, hay al-
gunas evidencias que en pacientes con sintomas del virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) o SIDA, el consumo de
marihuana en realidad puede agravar el déficit cognitivo
asociado al VIH (Cristiani et al, 2004).

Es necesario realizar investigaciones sobre las formas en
que las politicas gubernamentales sobre la marihuana
afectarian a la salud pdblica. Histéricamente, ha habido
una correlacion inversa entre uso de la marihuanay la per-
cepcidn de sus riesgos entre los adolescentes. Suponiendo
que esta relacion inversa es causal, ;Habria una mayor per-
misividad cultural y de politica social llevando a un aumen-
to en el nimero de personas jovenes que estan expuestas
al cannabis en forma regular? (Volkow et al, 2014).

A este respecto Nora Volkow, Directora del NIDA-NIH de
EEUU ha expresado: “Se ha manipulado la informacién so-
bre los efectos de la marihuana y eso provocd un cambio
de actitud. El plblico en general estd aceptando que es
beneficiosa. Y eso es un error’. £l 9% de los expuestos a la
marihuana se vuelven adictos y en un mayor porcentaje los
adolescentes. “Los indicadores del estado de Colorado no
son positivos. Presentan un aumento del 15% de consumi-



dores que el resto de los estados”

Uno de los puntos que colocd a Colorado como un territorio
amistoso para el uso recreacional de la marihuana fue la
fijacion de la idea que la droga ayuda a soportar
tratamientos médicos invasivos. En opinion de la especialis-
ta norteamericana, para sostener esa teoria, fueron usados
estudios no confirmados cientificamente. “La marihuana
afecta el cerebro.. Tiene algunos componentes que poten-
cialmente pueden contar con capacidades terapéuticas,
pero no es un medicamento”

“En el estado de Colorado la legalizacion del uso médico de
marihuana empez0 en los afios 90 y tomd fuerza en la al-
tima década. Sin embargo, la mayor parte de los individuos
que consiguen la receta son jovenes entre 20 y 30 afios, por
lo que parece una forma de facilitar el acceso a la droga’
(CfrNora Volkow - entrevista al periédico La Nacién de Ar-
gentina en 2014.)

Ademas, la UNODC en 2075 advirtid respecto del Estado de
Colorado, que solo aporta poco mas de la mitad de Cannabis
de la demanda. Por ejemplo, las personas que consumieron
durante 2014 fueron 690.000. La cantidad necesaria para
abastecer se calcula en 110-130 Toneladas, pero la cantidad
ofertada por el Estado en ese ano fue aproximadamente 77
Toneladas. Es decir, la cantidad faltante fue mas de 55 Ton;
por lo que dicho faltante fue abastecido por cultivos perso-
nales o fuentes no licitas 0 mercado negro (UNODC, 2015).
Lo que entendemos no es viable, ni siquiera so pretexto
compasivo, de preparaciones artesanales, impuras y sin
valoracion cuali-cuantiatativa de impurezas, dado que se
estaria exponiendo a los pacientes, especialmente nifios y
adolescentes, a efectos que ni siquiera han sido evaluados
y COn consecuencia neurocognitivas impredecibles, atento
lo que fue expuesto ut supra.

Esto ultimo se encuentra en linea con el criterio del Estado
de Israel que ha modificado el régimen actual del cultivo y
comercializacion de Cannabis con fines medicinales, sien-
do mucho mas estricto en el control de principios activos;
inclusive, con evaluacion de pesticidas y metales pesados
procedentes del suelo o bien de los productos que deben
ser agregados a las plantaciones de cannabis como pesti-
cidas. Exige que los Laboratorios controles se encuentren
acreditados por Normas 1SO 17025; ademas de las planta-
ciones cumplir con las GAP (buenas practicas de agricultu-
ra); ello denotando una exigencia de elevadisimo nivel para
evitar aceites o extractos contaminados o impuros. Esta
nueva Ley Israeli entrara en vigencia en abril de 2017.
Entendemos que el problema es complejo. Los resultados
en nifios y padres de familia que testimonian el mejora-
miento significativo de enfermedades no puede ser ignora-
do, pero al mismo tiempo debe pesarse los riesgos que
entrafiaria el uso masivo de Cannabis sin haber adn la
ciencia comprendido como actllan los componentes de la
planta, su eficacia con estudios placebo efectuados a un
nimero relevante de casos, los efectos a largo plazo a los
que estaran expuestos aquellos enfermos y que hoy prac-
ticamente se

desconocen; el enorme andamiaje tecnolégico-cientifico
que debera aplicarse para pergefar investigaciones serias.
Los agentes gubernamentales de control que eviten un
desvio al uso ilicito, que devendria en consecuencias
legales (conduccidn bajo los efectos de la droga, efectos
psicoticos que generarian conductas negativas de conse-
cuencias penales, laborales y familiares).

Creemos con este escrito, aportar nuestra vision para ser
incluida dentro de la discusidn que surja oportunamente.



Es nuestra opinién, en base a lo expuesto precedentemente, que:

1.EL Cannabis se encuentra en una etapa inicial de estudio
farmacologico, no cumpliendo al dia de hoy las condiciones
que se requieren, como para cualquier otro medicamento,
en la aplicacion masiva en terapias de diversas dolencias o
patologias.

/.En algunas enfermedades, como epilepsia refractarias,
aiin se necesitan estudios mas profundos que permitan
valorar fehacientemente su eficacia y efectos secundarios
con el objeto de discernir el riesgo/beneficio del esque-
ma terapéutico. En estos casos el efecto placebo suele ser
relevante. Sin embargo los Gltimos estudios realizados en
pacientes refractarios se efectuaron sin placebo.

3.Los preparados artesanales, basados en la extraccion de
variedades de Cannabis con alta concentracion de canna-
bidiol (CBD), ofrecen riesgos que aiin la ciencia no puede
medir ni predecir. No obstante, terapias de tipo compasivo
utilizan, en los Estados Unidos, un CBD de pureza mayor al
99%, purificado en la Industria farmacéutica y que conlleva
un alto costo de obtencion.

41a implementacion de un Plan de investigacion y de
aplicacion de uso compasivo podria plantearse, a la luz de
la norma que regia en Argentina en el afio 1968, mediante la
Ley 17.818 que contempla “cantidades estrictamente nece-
sarias para la investigacion médica y cientifica, incluidos los
experimentos clinicos con estupefacientes que se realicen
bajo vigilancia y fiscalizacion de la autoridad sanitaria” des-
cartandose palmariamente la liberacion fuera de estos fines
restringidos hacia un nuevo medicamento.

5.Tal como sucedi6 con los principios activos del opio
(Papaver somniferum), entendemos que es posible estudiar
aquellos componentes del cannabis que presenten mayores
chances de aplicacion terapéutica, tal como el CBD para tra-
tar epilepsias refractarias, mediante un estudio integral, con
controles, valoracion de efecto placebo, toxicidad, estudios
de efectos secundarios agudos y cronicos (muy especial-
mente la afectacion neurocognitiva en nifios y adolescentes)
sin dejarlo librado al consumo discrecional, folclérico tal
como el empleo del opio se encuentra fuera de uso recrea-
cionaly sus principios activos utilizados como farmacos.

6.Respecto del THC, psicoactivo, la situacion es mucho mas
compleja que para el CBD. El deterioro neurocoghnitivo, la
afectacion en la coordinacion motora, la posible puerta de
entrada a otras drogas, el riesgo de episodios psicaticos, la
dificultad en dosificar u obtener puro el compuesto a través
de variedades ricas en THC, la variabilidad de principio
activo entre distintas cepas de Cannabis y la falta de infor-
macion en los estudios de seguridad y deterioros cronicos
observados en diversas patologias, constituyen, hoy dia, un
enorme desafio, que cuenta con muchos ribetes negativos

de consecuencias imprevisibles en las generaciones futu-
ras. El encarar incursiones investigativas en este aspecto
del cannabis impondria a las autoridades nacionales
pergenar un plan serio y viable y en situacion de contralor
estricto para evitar desvios al uso recreativo; ademas, pre-
ver las inversiones que demandaria los estudios por parte
del Estado y los protocolos éticos de investigacion en caso
que el Parlamento decidiera autorizar el uso de cannabis
con fines médicos y/o de investigacion.

[ Entendemos que la liberacion del consumo recreativo de
marihuana, constituye un enorme peligro para la salud y
las conductas sociales, especialmente en adolescentes y
adultos jovenes. Por otro lado, esta poblacion vulnerable,
podria leer en esta liberacion que el estado acepta no solo
su inocuidad sino también sus “beneficios” terapéutico,
propiciando de algiin modo el acceso al consumo de mar-
ihuana, cuyas consecuencias negativas se constatan a me-
dida que transcurren los aios en aquellos paises o Estados
que han liberado su uso o cuyo uso ha sido mas permisivo.

8.si bien estamos de acuerdo que el prohibicionismo no
ha traido hasta hoy una solucion a la problematica del con-
sumo ilicito, tampoco la liberacion del consumo ha solu-
cionado el tema, con indicadores agravantes en aquellos
Estados que liberaron el Cannabis. Por ejemplo, Colorado
no solo posee un mayor porcentaje de consumidores sino
también un mercado negro ilegal o de autocultivo de es-
pecies dificiles de valorar en su principio activo, THC, para
compensar la

limitada falta de oferta del Estado.

9.Los autores de esta revisién y los cientificos en general
entienden la situacion de muchos pacientes y familiares
angustiados, en blsqueda de una solucion a las enferme-
dades que padecen, pero la ciencia no puede desvirtuar su
itere por el método cientifico, ya que estaria exponiendo
justamente a los afectados y sus familias a resultados que
con el tiempo devendrian en decepcionantes o bien, crean-
do otras patologias tan angustiantes como las que pretend-
ieron remitir. No pueden tomarse casos aislados que re-
sultaron beneficiosos como demostracion de eficacia en un
medicamento. Hay casos publicos en los que los pacientes
o sus familiares afirman remisiones, pero otros (general-
mente no llegan a la prensa o los medios de comunicacién)
en los que los resultados de la terapia por CBD, fueron mas
graves que los sintomas de partida (cfr. Devinsky et al, 2015;
Press et al,2015; AES,2016; ).

10.creemos que es muy importante implementar un plan
integral de educacion y prevencion de consumo de canna-
bis en adolescentes y adultos jovenes haciendo hincapié en
las consecuencias de la exposicion a la sustancia, indepen-
dientemente de su potencial como medicamento.
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Glosario

Cannabis sativa: nombre botanico de la planta de
canamo a partir del cual se obtiene el cannabis
Marijuana Un sindnimo de cannabis que también
se reflere a las flores y hojas secas de la planta.

Cannabinoides: compuestos derivados de plantas
y endogenos o analogos sintéticos

Delta-9-tetrahidrocannabinol (A9-THC): Principal
cannabinoide de origen vegetal psicoactivo; la can-
tidad relativa de AS9-THC en una preparacion deter-
mina la intensidad de los efectos psicologicos

Cannabidiol (CBD): el principal cannabinoide
no-psicoactivo derivado de la planta.

Cannabinol (CBN ): Cannabinol Compuesto de
estructura guimica similar al THC pero sin actividad
psiquica

Endocannabinoides: moléculas endogenas de lipi-
dos involucrados en la senalizacion que se encuen-
tran en todo el cuerpo

Extracto de cannabis Oral: Extractos tales como
Cannador, capsulas con definida relacion THC CBD
(250125 mg)

Dronabinol (Marinol): sintético A9-THC de consumo
en forma oral

Nabilone (Cesamet): cannabinoide sintetico de
consumo oral similar al A9-THC

Nabiximols (Sativex): spray de hierba oromucosal
con definida relacion THCCBD (2725 mg)

Terapias de uso compasivo: permiten qgue os
pacientes reciban terapias que son prometedoras
contra alguna afeccion, pero que adn no se han
estudiado plenamente o han sido aprobadas; cuan-
do no hay otra opcion de tratamiento.
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PHARMACOKINETICS AND POSTMORTEM TOXICOLOGY:

ISSUES AND CAVEATS FOR INTERPRETATION

W. Lee Hearn, PhD, Forensic Toxicologist

Forensic toxicologists face a unique challenge when called to interpret the quanti-
tative results obtained from analysis of postmortem specimens. In the living body,
the drug concentrations in blood are determined from the dose, the person’s gender,
state of health and body weight and with the specific chemical characteristics of the
drug. The specialty in pharmacology that studies the relation between the body and
the drug over time is called pharmacokinetics.

When a drug is ingested, it is absorbed into the bloodstream, and then it is carried
through the body where It interacts with and distributes into all tissues of the body.
At the same time, the body Is acting on the drug modifying it by metabolism and
excreting it. The concentration in the blood rises as the drug absorbs and reaches a
plateau when the rate of absorption equals the rate of elimination. Then it decreases
until it i1s gone from the body. The pharmacokinetic properties of the drug determine
the concentration in the blood at any given time after it Is ingested, up to the time
that it 1s completely eliminated, or to the time of death. In an overdose, death may
occur while the drug Is absorbing and distributing, or as the drug concentration Is
declining and we probably will not know what was happening when the person died.
When someone dies, the body begins to change immediately, and the changes con-
tinue through the time of autopsy. The "blood” samples submitted for toxicology
analysis are different from blood collected from a living person, and the postmortem
changes affect the concentrations of drugs that they contain. If we are not aware
of the way that drug concentrations change, we may make errors in interpreting the
role that the measured drugs had in the person’s death. Two key objectives of this
presentation are to stress that pharmacokinetic calculations must not be applied to
postmortem drug concentrations and that postmortem drug concentrations should
not be compared to concentrations obtained in clinical studies of living people for
Interpretation of the drug's role in causing death.

The two known factors that affect the drug concentrations in postmortem blood are
incomplete distribution and postmortem redistribution.




Incomplete drug distribution

Potentially, concentrations of any drug can be affected by in-
complete distribution, and any route of administration may be
affected. If a person dies after consuming a drug but before
the drug is completely absorbed and distributed in the body,
a higher concentration of drug will remain at the site of ab-
sorption. After death, the drug will diffuse into surrounding
tissues, including blood in the arteries, veins and capillaries,
and blood samples collected from those areas at autopsy will
have a higher drug concentration than blood in distant parts
of the body.

Drugs unabsorbed from the stomach and small in-
testine may diffuse into the vena cava, heart and aorta, in-
creasing concentrations in the blood in those vessels, which is
commonly called central blood. Drugs inhaled and deposited
into the lungs will diffuse into the central blood after death.
In addition, it is common for people to vomit as they die, and
to aspirate stomach contents into the lungs. If the inhaled
stomach contents have a high concentration of drug that drug
can also enter the central blood from the lungs. Injected drugs
are carried toward the heart, and when death occurs rapidly,
circulation stops and a high concentration of drug may remain
in the central blood and proximal to the injection site.

Less common routes of administration, such as rectal
and transdermal may produce elevated drug concentrations in
blood at more distant locations in the body, such as the femo-
ral and iliac veins in the legs and lower abdomen or the sub-
clavian veins in the upper chest. Blood samples collected from
those veins are considered to be peripheral blood because it
was moving from the legs or arms toward the heart when death
occurred.

Postmortem drug redistribution

Before the 1990s it was widely believed that drug concentra-
tions in blood did not change after death. Interpretation of
drug concentrations in postmortem blood was based upon
reference tables of therapeutic, toxic and lethal drug concen-
trations compiled from clinical pharmacology and postmortem
toxicology publications. If the case had one or more drugs at
concentrations above the therapeutic and toxic ranges, the in-
terpretation was that the reported drug or drugs caused death.

In the late 1980’s the interpretation began to change
when forensic toxicologists reported that many weakly basic
drugs were present in central blood at higher concentrations
than in peripheral blood. At a meeting of TIAFT in Banff, Can-
ada in 1987, Prouty and Anderson from the US and Jones and
Pounder from Canada reported results of their comparison of
drug concentrations in blood from the heart and femoral veins
of decedents and concluded that the observed differences
were evidence that some drugs redistribute from solid tissues
to blood in nearby blood vessels after death. They called the
phenomenon postmortem redistribution (PMR) and suggested
that the ratio of drug concentrations in heart blood and femo-
ral vein blood (HB/FB) could indicate whether PMR occurs with
a specific drug

Since that time, many studies have been published
with heart blood and femoral blood concentrations of drug and
HB/FB average ratios and ranges from those studies. The HB/
FB ratio is now accepted as an indication of a drug's tendency
to undergo PMR, and it is assumed that peripheral blood col-
lected from the femoral or iliac veins is less affected by PMR
than blood from the heart, aorta or vena cava. Dr. Randall Ba-
selt now includes summaries of published HB/FB ratios in drug
monographs in his reference books: Disposition of Toxic Drugs
and Chemicals in Man.

Some toxicologists and pathologists, misunderstand-
ing the concept, believed that the peripheral blood was not
affected by PMR and that drug concentrations measured in
femoral vein blood were unchanged from concentration at the
time of death. Others have examined the HB/FB ratio in an in-
dividual case and concluded that because that ratio was near 7,
PMR did not occur in that case. Those beliefs have been shown
to be incorrect for drugs that have been studied, and it cannot
be reliably assumed for any drug The misunderstanding leads
o serious errors in interpreting postmortem drug concentra-
tions.

Research conducted in my laboratory in Miami, Florida
and in other postmortem toxicology laboratories has shown
that, for many drugs, peripheral blood collected from the iliac
or femoral veins has drug concentrations higher than those
that existed at the time of death. When interpreting postmor-
tem drug concentrations, whether from peripheral or central
blood, toxicologists and pathologists should not compare post-
mortem drug concentrations to concentrations measured in
clinical studies. Such comparisons are likely to lead to the er-
roneous conclusion that the postmortem drug concentrations
are too high to result from a therapeutic administration and
that the case must have been an overdose.

This presentation will discuss some pharmacokinetics
relationships that often are improperly applied to postmortem
drug concentrations and will show some examples to illustrate
how the resulting errors affect interpretation. It will also show
a case that demonstrates the magnitude of PMR using pharma-
cokinetic calculations applied to drug concentrations in blood
obtained before death occurred.

Ideally, postmortem drug concentrations should be compared
to published concentrations from cases in which the cause of
death was unequivocal. One such source is the article pub-
lished by Druid and Holmgren in the Journal of Forensic Sci-
ences (Attached).

One of the most common and most serious errors made by
toxicologists and pathologists is the attempt to draw con-
clusions about cause of death solely from postmortem drug
concentrations while ignoring or failing to consider conflicting
evidence from the case investigation and the autopsy. All evi-
dence should be considered if the best interpretation is to be
accomplished. For example, when death results from respira-
tory depression one expects the lungs to be congested with
serous fluid and have weights much higher that when death
results from cardiac arrest. Individual lung weights on the or-
der of 350 to 500 grams each in an adult are inconsistent with
a respiratory depression death, but lung weights of 600 to 1000
grams each would be consistent with that cause of death. Con-
versely, sudden cessation of blood flow resulting from a cardiac
event will typically result in lungs that are not edematous un-
less prolonged cardiopulmonary resuscitation was attempted.
Sometimes, when the interpretation remains uncertain, the
laboratory may need to analyze additional samples to gain a
better understanding of the distribution of the drug or drugs
in the decedent Blood specimens from both peripheral and
central sites may be helpful. In some cases, it may be useful to
analyze vitreous humor or solid tissues, such as liver or muscle
to obtain a better understanding of the distribution and redis-
tribution of the drug It may also be helpful to measure the
total amount of drug remaining unabsorbed in the stomach. A
case will be presented in which analysis of stomach contents
provided important information about the manner of death.
An awareness of postmortem changes and how they affect drug
concentrations should provide a basis for interpretation of
postmortem toxicology results and will help to avoid errors in
interpretation that could result in incorrect decisions in court
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Discusion y Resultados:

STATE-OF-THE ART IN DETECTING DRIVING UNDER T UENCE O Every year, 125 million road deaths occur in the world. Drinking and driving 1s one of the main causes of road crashes

worldwide In high-income countries about 20% of fatally injured drivers have excess alcohol in their blood, in some

ALCO |—| OL AN D D R U Q S low- and middle-income countries up to 69%. Studies have shown that the risk of being involved in a crash increases

exponentially with increasing alcohol concentrations, at 05 g/L, the risk is doubled, at 0.8 g/L it is 5x higher, at 12 g/L it is

) 10x higher and at 2 g/L, it is 80x higher. The median blood alcohol concentration in injured or killed drivers is 16 g/L. For

Alain Verstraetef drugs the risk is two to five times higher, with higher risks for people who combine drugs or combine alcohol and drugs

1Department of clinical chemistry, microbiology  For alcohol, most countries have a per se legislation, with legal limits most often between 02 and 08 g/L. Driving under

and immunology, Ghent University and the influence of drugs (DUID) legislation on can be subdivided into two categories: in impairment-type laws, the prosecu-

Department of laboratory medicine, Ghent tion has to prove that the driver was impaired, or unfit to drive or under the influence of a substance. In per se type laws
University Hospital, Ghent, Belgium the presence of a drug in the blood of the driver constitutes an offence

E-mail: alainverstracte@ugent be For detecting drivers under the influence of alcohol, most countries use breathanalysis. For drugs, checklists of signs of

recent drug consumption can be used, and several countries have introduced roadside oral fluid (OF) testing For the con-
firmation analysis, most countries use blood, some use OF A lot of research and development has been performed in the
last 15 years and the nature of the drug molecules found in OF, the expected concentrations and relationship with blood
References concentrations and impairment are now better understood The quality of onsite tests for detecting drugs in OF has im-
[]http://whglibdoc.who.int/publica- proved and some tests can now detect 5 g/L of THC in OF Random roadside testing shows promising results in changing

. driver behaviour in Australia, and an increasing number of countries have introduced roadside oral fluid drug testing in
?2ua= ' S - >
tlons/2007/9782940.395002_49ng.pdf. ua=1 their legislation For regranting driver's licences to people who have lost them because of DUID or drug-related offences,
[2]http://www.who.int/substance_abuse/ several countries use hair analysis in order to determine whether the driver has used drugs in the last three months
drug_use_road_safety/en/# WHO road safety manuals on drinking and driving and on DUID are available [1, 2]
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EL 20 de diciembre del 2013 el Gobierno de Uruguay
aprueba la ley 19172 que trata sobre el: CONTROL Y REG-
ULACION DEL ESTADO DE LA IMPORTACIf)N, PRODUCCION,

ADQUISICIC)N, ALMACENAMIENTO, COMERCIALIZACION Y

DISTRIBUCION de MARIHUANA Y SUS DERIVADOS.

Esta ley en el articulo 2 define que deroga el Decreto-Ley NO
14294 de 31 de octubre de 1974 vy sus leyes modificativas, el
Estado asumira el control y la regulacion de las actividades
de importacion, exportacion, plantacion, cultivo, cosecha,
produccion, adquisicion a cualguier titulo, almacenamiento,
comercializacion vy distribucion de cannabis y sus derivados,
0 canamo cuando correspondiere, a través de las insti-
tuciones a las cuales otorgue mandato legal, conforme con
lo dispuesto en la presente ley y en los términos y condi-
ciones que al respecto fije la reglamentacion.
En el articulo 17 dice Créase el Instituto de Regulacion y Con-
trol del Cannabis (IRCCA), como persona juridica de derecho
pUblico no estatal. Y define sus funciones
El 6 de mayo del 2014 se aprueba el decreto reglamentario
en cannabis no medicinal y este reglamenta el cultivo indi-
vidual para uso personal, los clubes de membresia cannabi-
cosy la dispensacion por Farmacias de cannabis psicoactivo
para uso personal. Ademas se reglamenta su no uso
l[aboral, su no uso en conduccion, su No Uso en instituciones
educativas, las campanas de informacion sobre el uso de
sustancias psicoactivas, y se asimila el fumado de cannabis
al fumado de tabaco en lo que respecta a las prohibiciones
ya existentes y futuras.
El 4 de febrero del 2015 se emiti6 el Decreto 46/2015
reglamentario del Cannabis medicinal para uso en investi-
gacion y uso terapéutico e involucra al MSP y al IRCCA

Alafecha ya se han implementado el auto cultivo con mas de 5.214 personas
registradas a setiembre del 2016.

Se han creado 20 clubes Cannabicos.

Se ha plantado cannabis psicoactivo por dos empresas autorizadas por el IRCCAy
se estd en la etapa de distribucién por las Farmacias.

No se ha podio avanzar con el cannabis para investigacién ya que el comité de Etica
del MSP ha rechazado 4 proyectos porgue exige que si el "farmaco’ es eficaz, el
grupo de investigacién deberd suministrarselo sin cargo al voluntario mientras le
sea necesario.

Referente al cultivo y explotacién de cannabis medicinal hay empresas interesadas
pero el MSP no ha fijado los requisitos que se deben cumplir.

(36)

"SITUACION DE LA MARIHUANA EN EL PARAGUAY:
PROYECTO DE DESPENALIZACION, USO MEDICINAL Y RECREACIONAL"

Insaurralde, M; Diaz Gill Medicina Laboratorial SA. Laboratorio de Toxicologia
toxiforense@diazgillcompy marizain@gmailcom
Asuncion-Paraguay

Situacion actual: tn el Paraguay la Ley 1340/88 que
modifica, adiciona y actualiza la Ley N° 357/72, “QUE
REPRIME EL TRAFICO ILICITO DE ESTUPEFACIENTES Y DRO-
GAS PELIGROSAS Y OTROS DELITOS AFINES Y ESTABLECE
MEDIDAS DE PREVENCION Y RECUPERACION DE FARMA-
CODEPENDIENTES” vigente desde el ano 1988 es la que
regula todo lo referente a los estupefacientes y drogas
peligrosas, entre ellas la marihuana. Considerando ésta
Ley, el consumidor de marihuana no es un delincuente,
siempre y cuando la tenencia para el consumo no sea
mayor a los 10 gramos, nivel maximo establecido por la
ley antes mencionada. Basado en esto el consumo con-
trolado de marihuana no esta penado, si la produccion y
comercializacion.

La Secretaria Nacional Antidrogas (SENAD), dependiente
de la Presidencia de la RepUblica, tiene la mision de eje-
cutar la politica del gobierno para la reduccion del con-
sumo indebido de drogas y del combate a la produccion
y el trafico ilicito de drogas peligrosas.

Proyecto de despenalizacion: Se presento en la
Camara de Diputados del Paraguay un proyecto

de Ley para despenalizar el cultivo de marihuana con fines
de consumo personal. La Comision de Ciencia y Tecnologia
de la Camara de Diputados recibid a representantes de la
Secretarfa Nacional Antidrogas (SENAD), el Ministerio del
Interior y del Movimiento Pro-Cannabico “Quiero ser legal’
para debatir sobre la eventual despenalizacion del cultivo
del cannabis para consumo personal. La Ley paraguaya es
contradictoria en cuanto a la marihuana, ya que permite
la posesion de hasta 10 gramos, pero a la vez castiga con
entre 10 y 20 anos de prision a quien cultive, siembre o
comercialice

Uso medicinal: En mayo de éste afio la empresa Medi-
cal Marijuana, Inc. anuncio que su producto Real Scientific
Hemp Oil™ (RSHO™) ha sido autorizado por el gobierno
del Paraguay para la importacion al pals como medica-
mento bajo receta médica, constituyendo el primer per-
miso de importacion en la historia de Paraguay en apro-
bar el aceite de cannabidiol (CBD) para el tratamiento de
la epilepsia, mal de Parkinson, dolor cronico y cancer. El
aceite de cannabis es una medicacion que aln no figura
en los registros del Ministerio de Salud de Paraguay, por
lo que la reglamentacion contempla que se realice la im-
portacion necesariamente con autorizacion.

Uso recreacional: tsta permitida la tenencia (hasta 10
gramos) para uso recreacional (fumada, ingerida por via
oral o inhalada). Las organizaciones pro-cannabicas bus-
can informar a la ciudadania sobre los beneficios del uso
responsable y consciente del cannabis en sus diferentes
presentaciones.

Conclusiones: La Ley vigente hace una diferenciacion entre la
posesion con fines de consumo (hasta 10 gramos) y la posesion
con fines de trafico (superior a 10 gramos), sin embargo varios
legisladores manifiestan que existen lagunas juridicas en las
leyes actuales, como la autorizacion de tener hasta 10 gramos
de marihuana, mientras que sembrar, cultivar y comercializar
tiene una pena que va de 10 a 20 anos. Se han presentado
proyectos de Ley para la despenalizacion del cultivo del canna-
bis, asi como también para la modificacion de la Ley 1340/88.




Ester Schallmach, PhD
Laboratorio de Toxicologia y Farmacologia Clinica, Sheba Medical
Center, Tel Hashomer, Israel

A partir de abril 2017 entrara en vigor la reforma de la ley
de Cannabis medicinal en Israel. En la actualidad,
solamente un médico autorizado por el Ministerio de Sa-
lud puede recomendar al paciente el uso de Cannabis
medicinal. Con la recomendacion, el paciente recibe del
Ministerio de Salud una licencia para adquirir Cannabis
medicinal de un productor habilitado por el mismo Minis-
terio. La licencia otorgada al productor es exclusivamente
administrativa y no incluye procesos de control de calidad.
El productor suministra al paciente un producto de
acuerdo a la enfermedad, sin ninguna base cientifica, sino
en un proceso de pruebay error.

La reforma de la ley considera al Cannabis medicinal
como una droga peligrosa. Cada etapa del proceso, desde
el cultivo de las plantas hasta el expendimiento del pro-
ducto final en farmacias, debera realizarse en condiciones
de GAP (Good Agricultural Practice), GMP (Good Manufac-
turing Practice), GDP (Good Distribution Practice), con cer-
tificado de control de calidad de un laboratorio 1SO17025.
ElL certificado debera detallar el contenido de distintos
componentes canabinoides y su concentracion, examen
microscopico (insectos y estado de los tricomas de la

NPS COMO ENFRENTAR EL PROBLEMA.

planta), analisis de metales pesados, pesticidasy
bacteriologico (bacterias y hongos).

La produccion anual estara limitada por el Estado a través
de licitaciones. Los cultivadores venderan al Estado su
produccion y éste a los productores del Cannabis medici-
nal. El excedente sera destruido por la policia.

La empresa elaboradora de los distintos productos me-
dicinales debera tener un permiso para drogas peligro-
sas. Los productos se venderan a droguerias y éstas dis-
tribuiran los productos a las farmacias.

Las farmacias venderan directamente el producto al
paciente con una receta expedida a su nombre por su
médico. De esta manera, se elimina la relacion existente
hasta ahora entre el productor y el paciente.

El nimero de cultivadores se limitara cuando despierte
sospechas de un posible perjuicio a la comunidad. El
nimero de productores, droguerias y farmacias no estara
limitado.

En Israel, el Cannabis medicinal esta limitado a un nime-
ro de enfermedades. A diferencia de USA y Canada, no
existe la

posibilidad abierta del médico de recetarlo para alguna
enfermedad no listada.

La nueva ley permite la investigacion para el uso en otras
enfermedades como para cualquier medicamento nuevo.
Solo después de que se haya demostrado su efectividad
para una enfermedad especifica, ésta se agregara por ley
al listado.

Con el objetivo de investigar cuales de las NPS efectivamente se estan consumiendo en
el mercado Uruguayo y que grado a adulteracion poseen, se planificaron tres acciones
complementarias:

1-La implementacion de un Sistema de Alerta Temprana por parte del Observatorio Na-
cional de Drogas de la Secretaria de Drogas de Presidencia de la RepUblica, integrado el
sistema por Poder Judicial, Ministerio de Salud Pablica, Ministerio del Interior, Ministerio
de Educacion y Cultura, Direccion de Aduanas, Universidad de la Republica; donde cada
una de ellos reporta al resto sus hallazgo al respecto en una plataforma virtual cerrada.
2-Un proyecto que permitio monitorear gue sustancias se consumen en una extensa
poblacion durante una fiesta electronica. El estudio consistio en muestrear los efluentes

EXPERIENCIAS EN URUGUAY

Umpiérrez E
Unidad de Medio Ambiente, Drogas y Doping; Instituto Polo
Tecnolégico de Pando, Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica, Montevideo, Uruguay.
eumpierr@fqedu.uy

Se ha observo en todo el mundo, un
crecimiento exponencial respecto al con-
sumo de Nuevas Sustancias Psicoactivas
(NPS). Segln el balance 2015 de la UNODC
hasta finales de 2015, fueron mas de 600 las
sustancias pertenecientes a esta familia, cuya
aparicion se reporto en mas de 100 paises
UNODC viene incluyendo estas sustancias en
las listas de sustancias prohibidas a una ve-
locidad de 15 a 20 por en [os pasados anos

generados en el transcurso de una fiesta de electronica llevado a cabo el presente ano
en el territorio Uruguayo.

3-Una propuesta piloto de montar un laboratorio portatil durante otra fiesta electronica
multitudinaria en donde se hicieron ensayos en tiempo real para alertar sobre
adulteracion de comprimidos o la presencia de sustancias desconocidas.

La ponencia ampliara la informacion relevantes en cada propuesta asi como sus puntos
fuertes y sus debilidades.
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Introduccion: Se cree que el abuso cronico de drogas
esta ligado a cambos a largo plazo en la expresion
de genes en neuronas, sobre todo en aquellas que
forman parte de las vias afectadas por los farmacos
relevantes. El cerebro humano postmortem consti-
tuye un recurso Unico para elucidar la fisiopatologia
de la adiccion,

Métodos: Analizamos los perfiles de expresion
genética en el mesencéfalo de casos positivos para
cocaina y los comparamos con los de sujetos control,
es decir, negativos para cocaina y de edad y sexo
similares usando microarrays y PCR cuantitativo. Los
microarrays permiten el escrutinio de un gran nime-
ro de secuencias de ADN. Un ndmero pequeno de
genes se expresaron de forma diferencial y robusta.
Estos genes incluyeron entre otros, secuencias para
la tirosina hidroxilasa, el transportador de
dopaminag, forkhead box A2 (un activador de
transcipcion de ciertas proteinas), la variante H3
de la familia de histonas 3B (una proteina nuclear
structural), y otros mas.

Resultados: La abundancia de los productos de
transcripcion de aproximadamente la mitad de estos
genes expresados diferencialmente fueron lo sufi-
cientemente diagnosticos para asignar a sujetos al
grupo de usuarios de cocaina vs. grupo de control.
Para empezar a diferenciar la contribucion relati-
va de procesos patologicos cronicos en contraste a
eventos perimortem en l0os cambios observados en
la expresion genética, la expresion de numerosos
genes candidatos en los usuarios cronicos de co-
caina que murieron por heridas de arma de fuego
se compararon con la de sujetos cuya muerte fué

atribuida al consumo de cocaina. La abundancia de
los factores de transcripcion de estos genes fue lo
suficientemente diferente como para ser diagnostica
del uso de cocaina independientemente de la causa
de muerte.

Discusion: Muchos (pero no todos) los genes can-
didatos estudiados fueron expresados diferencial-
mente en l0s consumidores cronicos de cocaina, in-
dependientemente de su causa iInmediata de muerte
0 niveles perimortem de cocaina, lo gue sugliere gue
pueden representar cambios fisiopatologicos ntrin-
sicos al uso cronico de drogas. La Identificacion de
un patron molecular asociado a los camblos
fisiopatologicos que se producen en el cerebro de
los usuarios de drogas puede contribuir al desarrollo
de marcadores biologicos de muertes por drogas vy
nuevas modalidades terapéuticas para el tratamien-
to de la adiccion a drogas. Ademas, es posible que
con un examen de laboratorio se puedan identificar
Individuos que mueren por consecuencias fisiologl-
cas del uso de drogas a largo plazo aun con toxi-
cologia negativa en la autopsia.

En Israel, el Cannabis medicinal esta limitado a un
numero de enfermedades. A diferencia de USA vy
Canada, no existe la

posibilidad abierta del medico de recetarlo para al-
guna enfermedad no listada.

La nueva ley permite la Investigacion para el uso en
otras enfermedades como para cualquier medica-
mento nuevo. SOlo después de que se haya
demostrado su efectividad para una enfermedad es-
pecifica, esta se agregara por ley al listado.
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High-resolution mass spectrometry (HRMS) using double fo-
cusing mass analyzers was established in the 1960ies and
revolutionized the elemental analysis of organic compounds.
It became a powerful tool also in bioanalytical research and
practice providing high selectivity and specificity. After devel-
oping modern LC-MS interfaces using electrospray ionization
and its wide application in bioanalytical as well as in “omics’
research and practice, the manufacturers realized a broad
market for HRMS. Since the last few years, robust LG-MS ap-
paratus mainly using time-of-flight or Orbitrap mass analyz-
ers are getting more and more affordable to many labora-
tories. This Is also represented by the remarkable increase
of publications and review articles. Therefore, the aim of the
presentation will be to give an overview on the current strat-
egies for LC-HRMS-based drug screening approaches. Lim-
itations and further perspectives will close the presentation.
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The ongoing progress in analytical and life
sclences opens new perspectives in clini-
cal and forensic toxicology. In times of per-
sonalized medicine, the interpretation of
analytical results in clinical and forensic
cases should be based also on the geno-
type/phenotype of an individual, influence
of Isoenzymes involved in their metabolism
and membrane transport, and on further
Individual factors such as body mass, age,
sex, kidney and liver function, and drug-
drug (food-drug) interactions [1-3]. Detailed
knowledge of all these factors I1s a preregui-
Site for evidence-based case Interpretation.
In this presentation, the principles of inter-
actions and examples for their relevance in
case Interpretation as well as sources for
assessing possible interactions will be pre-

sented.
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ABSTRACT : This presentation will discuss best practices in
forensic toxicology is designed for both the forensic pathol-
ogist and toxicologist and will touch on several topics that
will ultimately impact case interpretation. These include
specimen collection, selection of containers, sample integ-
rity, drug stability, postmortem redistribution, antemortem
Versus postmortem samples and case histories. Through
several case examples, the attendee will learn the impor-
tance of not over interpreting the ‘numbers’ reported by
the toxicology laboratory, but to use a holistic approach to
case interpretation.
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ABSTRACT So-called “designer drugs” have provided foren-
sic toxicologists with analytical and interpretive challenges for
years. An early example of this was the substitution of al-
pha-methyl fentanyl “China White" for heroin. This occurred at a
time before the internet was available to sell “legal” drugs and
many toxicologists were lucky to have a GC-NP with a capillary
column.

For the past 7 years toxicologists have been challenged with cas-
es dealing with synthetic cannabinoids ("Spice, K=2°), designer
stimulants ("bath salts, legal highs™), and more recently designer
opiates and fentanyls, now collectively called Novel Psychoactive
Substances (NPS). The types of compounds available are limit-
ed only by the ingeniousness of the chemists who synthesize
them and the action of governments that rush to control them.
Consequently we currently have an ‘alphabet soup” of designer
drugs, many of which bare the initials of the chemist / institution
followed by a number (in the case of synthetic cannabinoids) or
some kind of acronym for a long chemical name (in the case of
designer stimulants) all sold in packaging that provides no clue
to its ingredients

Despite having a larger arsenal of “toxicology tools” today, chal-
lenges remain including the identification of metabolites, limited
availability of standards and the ability to interpret results when
human drug administration studies are difficult, if not impossi-
ble.

This presentation will focus on the current trends observed with
these compounds in a large independent toxicology laboratory
in the USA.

Hans H. Maurer

Department of Experimental and Clinical Toxicology, Saarland University

D-66421 Homburg (Saar), Germany, hansmaurer@uks.eu
More and more new drugs of abuse (DOA) enter the illicit drug
market In contrast to medicaments approved by drug adminis-
trations, no safety pharmacology/toxicology testing is performed
for DOA (chemically synthesized or herbal drugs) before dis-
tribution. Therefore, it is a task for institutions of clinical and
forensic toxicology or doping control to study the pharmaco/
toxicokinetics, especially the metabolism of such new DOA. Such
metabolism studies are mandatory, as metabolites are often the
target for (urine) drug screening and they can be pharmacolog-
ically active in addition or instead of the parent drug or they
can show toxic effects. Finally, the extent of metabolism by the
various phase | and Il isoenzymes may markedly influence the
acting time and the elimination. In this presentation, in vivo and
various in vitro models/assays for drug metabolism studies, the
pros and cons of GC-MS and LC-MS in drug identification, and
recent examples will be presented [1-5].
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La salud pdblica en todo el mundo esta amenazada por pro-
ductos medicinales falsificados. Algunos de estos productos
carecen de ingredientes activos mientras que otros contienen
contaminantes toxicos. EL crimen farmacéutico incluye produc-
cion, comercializacion y distribucion de medicinas o suplemen-
tos médicos falsificados, robados o ilicitos. Abarca la falsificacion
de productos medicinales, su empaquetamiento, documentacion
asociada, robo, fraude, contrabando, trafico y comercializacion
ilicita y el lavado de dinero asociado a dichas actividades.

Las actividades de los falsificadores de medicamentos prosperan
en paises donde las leyes contra la falsificacion son débiles, las
agencias de regulacion de medicamentos carecen de fondos vy
de personal y las sanciones legales son ineficaces.

Existen organizaciones internacionales gue trabajan coordina-
damente en la lucha contra el crimen farmacéutico. Asimismo,

muchos paises poseen sus propios mecanismos para el control
de estas actividades. En Israel, este control es llevado a cabo por
la Unidad de Lucha contra el Crimen Farmacéutico,
perteneciente al Ministerio de Salud.

Parte de las muestras incautadas en distintos operativos son
analizadas en el Laboratorio de Toxicologia y Farmacologia Clini-
ca, Sheba Medical Center, Tel Hashomer. Las muestras son
analizadas por gas cromatograffa-espectrografia (GC-MS) de ma-
sas. En casos especiales, analisis complementarios son realiza-
dos por HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), LC-MSMS
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) o HS-GC (Head
Space-Gas Chromatography).

El analisis de las muestras recibidas entre 2013-2015 revela que
en el 50-60 % de las muestras estudiadas algln producto con
actividad farmaceéutica o toxicologica fue detectado. En general,
fueron detectados esteroides anabolicos (12-18%), anorécticos
(6-13%) y productos para la actividad sexual (8-14%) asi como
bebidas alcohdlicas con alto contenido de metanol (2%). Las
muestras fueron incautadas por la policfa (30-40%), en la adua-
na (15%), en oficinas de correos (3-7%) u obtenidas por denun-
<Gas e)n hospitales (4-12%), clinicas privadas (4-10%) o farmacias
1-2%).
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Introduction: The presence of non-declared synthetic sub-
stances in the formulations of dietary supplements consists
not only of a public health problem, but it also represents
an issue for professional athletes, sports federation, and an-
ti-doping laboratories. The aim of the present study is to de-
velop a new analytical method based on a HPLC-DAD to detect
16 possible adulterants, including stimulants, diuretics, laxants
and anabolic substances simultaneously, in dietary supple-
ments sold in Brazil

Method: The chromatographic method was optimized using
a HPLC-DAD (Shimadzu, Japan), and a Ci18 column Luna (250
mm x 46 mm, 5 um). The mobile phase consisted of phos-
phoric acid 0,09 %: acetonitrile, 8515 (v v-1). A gradient elution,
at constant flow of T mL min-1 and temperature of 25°C, was
optimized for appropriated chromatographic separation of all
16 target analytes. Detection wavelengths were set to 200, 228,
244 and 340 nm. Retention times and reference UV spectra
were used for identification of each analyte. For the sample
treatment, 500 mg of each matrix was dissolved in 5 mL of
methanol. The mix was shaken for 1 min, sonicated for 30 min
and then centrifuged for 5 min at 2500 rpm. An aliquot of su-
pernatant was diluted 10-fold with the mobile phase The 16
analytes and internal standards were spiked into the sample,
mixed for 1 min, and 10 pL were then injected at the HPLC-DAD.

Results and Discuss: Limits of detection (LOD) and quanti-
tation (LOQ), linear range, matrix effect (ME) and precision (in-
tra and inter-day) were performed for all of 16 target analytes,
and for three different composition supplements. The range of
concentrations considered for this study were based on the
therapeutic concentration (TC) of each analyte The LOD and
LOQ were between 10 and 20% of the TC for all substances and
matrices, showing the applicability of the proposed method for
identifying both adulteration and contamination levels in sup-
plement samples. Analytical curves showed linearity between
01 pg mL-1 to 120 ug mL-1, varying for each analyte. The r2 was
higher than 099 for all substances. The method showed to be
precise at both LOD and TC levels (RSD <15%).

Conclusions: These preliminary results show the
potential applicability of the analytical method
based on HPLC-DAD for detection of contaminants
as well as the intentional addition of active sub-
stances in different supplement samples. Besides
using an accessible technic, the method propos-
es a simple sample treatment before analysis by
HPLC-DAD.
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Introduccion: Estudios realizados en Colombia durante el
2012 revelan que el 339% de la poblacion universitaria afirma
haber consumido algln tipo de droga. Esta cifra resulta alar-
mante teniendo en cuenta la toxicidad que exhiben las drogas
en si, como sus posibles adulterantes. Respondiendo a esta
situacion en la UN-SB se crea el proyecto ‘conSumaconCien-
cia’, con el objetivo de identificar las drogas de abuso con sus
posibles adulterantes que se consumen al interior del campus
universitario y hacer una caracterizacion sociodemografica de
la poblacion consumidora Lo anterior con el fin de generar
acciones preventivas gue propendan disminuir el consumo o
generar practicas mas seguras entre los consumidores

Metodos: Las muestras junto a una encuesta con infor-
macion epidemiologica fueron recolectadas dentro del cam-
pus de la UN-SB durante el | semestre de 2016 La recoleccion
se llevo a cabo por abordaje directo al consumidor de manera
voluntaria lLa encuesta buscaba conocer la edad del usuario,
sexo, frecuencia de consumo, lugar de adquisicion de la dro-
ga, y tipo de droga de abuso consumida entre otros aspectos
Las muestras recolectadas se analizaron por medio de GC-El/
MS bajo las siguientes condiciones: Columna HP-5MS (30m x
025mm 1Dx 025um), split (2071, 290 °C), fuente de ionizacion vy
cuadrupolo a 310 °C vy 290 °C respectivamente. La rampa de
calentamiento se adecuo segln la droga de abuso analizada

Resultados y Discusion: En total se analizaron 70 mues-
tras. El 67% correspondid a Marihuana, 14% a cocaing, 3% a
oplaceos, 14% a sintéticos y el 2% a otros. Mientras gue la
marihuana no presentd adulterantes, en cocalna se encon-
tro levamizol, fenacetina y lidocaina. En las muestras rotuladas
como LSD se encontrd ketamina, MDMA, cafeina (también en
oplaceos), y NBOMe. Ademas se encontrd que el 26% de los
usuarios no pertenecen a la universidad, un 35% adguiere la
droga dentro del campus y el 50% Indican confiar en la calidad
de lo que adquieren

Conclusion: Los adulterantes encontrados pueden
llegar a ser incluso mas perjudiciales que la mis-
ma droga. Los resultados de cada muestra fueron
entregados a cada usuario para generar la per-
cepcion de riesgo frente a la droga consumida y
a Bienestar Universitario para emitir alertas tem-
pranas y medidas de accion sobre consumo de
drogas.
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Introduction: Alternative health treatments using substanc-
es or procedures not scientifically proven, has been used by
patients suffering from serious diseases, diseases where there
is no effective medical treatment or those that have poor or
no response to established medical treatments. How often are
performed without medical monitoring and often use poorly
studied substances, these treatments can cause poisoning and
other risks to the health of the patient The term Ayahuasca is
used to refer to decoctions of the liana Banisteriopsis caapi
plus Psychotria viridis. This beverage, used originally in religious
ceremanies, has significant concentration of active substanc-
es. The term Kambo refers to a purification ritual, performed
mostly at amazon region, where the secretion (named "‘Kambo
vaccine” or “frog vaccine’) collected from the skin of the frog
Phyllomedusa bicolor is applied into the skin of the patient In
the present work we report an acute intoxication episode after
simultaneous submission to Ayahuasca and Kambo treatment.

Method: A 37 year-old woman was admitted to emergen-
¢y service (ES) with visual hallucination, agitation, tremors of
extremities, oral paresthesia, skin lesions and seizures. It was
reported that she was submitted to an “alternative treatment
for depression’, where she ingested approximately 100mL of
Ayahuasca and received five subcutaneous applications of
Kambo. Diazepam was administered by ES and was effective to
control the hallucination, but wasn't to agitation and seizures.
The patient was asymptomatic after 6 hours and discharged
24h without any sequel.

Patient samples (urine, serum) and also the used materials
where submitted to toxicological analysis, using liquid/liquid
extraction, GC-MS and LC-MS/MS.

Results and Discuss: In patient's sample, it was detected
N,N-dimethyltryptamine (32 ng/mL serum, 4877 ng/mL urine),
harmine (123 ng/mL serum, 60.6 ng/mL urine), harmaline (03
ng/mL serum, 494 ng/mL urine) and tetrahydroharmine (1822
ng/mL serum, 5674 ng/mL urine). No other drug of abuse or
pharmaceutical (except diazepam) was detected in gener-
al unknown screening In Ayahuasca, it was detected NN-di-
methyltryptamine, harmine, harmaline and tetrahydroharmine
at concentrations of 678, 597, 132 and 1235 mg/L, respective-
ly. High-resolution mass spectrometry analysis performed in
Kambo sample detected the presence of two abundant peak
identified as the active peptides phyllomedusin and phyllo-
caerulein

Conclusions: The symptoms presented by the pa-
tient seem to have been produced by the joint
action of the two materials. The use of alterna-
tive therapies is becoming more common, but the
indiscriminate use of substances and materials
have not been adequately studied can worsen the
health condition of the patient.
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Introduccion: Los fenoxiacidos se utilizan para eliminar ar-
boles con permiso de acuerdo con la Ley, pero la aplicacion es
ilegal en especies protegidas, lo gue Lo convierte en delitol, 2.
Se reportan metodologias para la identificacion de fenoxiaci-
dos, principalmente en granos, aguas y forraje para ganado
No existen metodologias especificas en madera, por lo que
se necesitaba el desarrollo de la misma34. EL Organismo de
Investigacion Judicial (Ol)), ha recibido denuncias sobre el uso
de estos herbicidas previo a la tala de especies maderables
protegidas por Ley Para la investigacion criminal de estos
delitos se necesita contar con una metodologia confiable, por
lo gue se desarrollo y valido una metodologia de extraccion
QUECHERS con deteccion por GC/MS para la determinacion de
herbicidas fenoxiacidos en matriz de madera Myroxylon
balsamun.

Materiales y Métodos Se utilizaron estandares analiti-
cos ChemService de 24-D; dicamba; picloram; 245-TP, 24-DB
y 245-T, MTBSTFA Sigma-Aldrich v el kit comercial QUEChERS
Phenomenex EN 15562 con una hidrolisis NaOH previa. £l equi-
po utilizado fue GC7890A/MS 5975C. Software MassHunter, v
B.07.032129.

Resultados y Discusion: Se selecciono entre 4 distintos
reactivos, el derivatizante para los analitos. MTBSTFA permitio
obtener derivados mas estables y de mayor masa molecular,
optimo para la deteccion por GC/MSS5. Se optimizo el tiempo
de incubacion de la derivatizacion a 70 °C y se obtuvo una
mayor respuesta a 60 min para cada analito. Para evaluar la
limpieza de extracto, se realizd un diseno factorial comple-
to, a dos niveles para tres factores, utilizando MgSQO4 anhidro,
carbon grafitizado (GCB) y fase de silica modificada (C18). Los
resultados indican que es necesario el uso de los tres com-
ponentes para una limpieza dptima Se valido el método con
los criterios establecidos en el DCE Se evaluo linealidad, ho-
mocedasticidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
especificidad, selectividad y precision. Se obtuvo el porcentaje
de recuperacion en la madera estudiada, con los resultados
observados en el Cuadro .

uadro 1. Porcentaje de recuperacién para cada analito en matriz.
Concentracion Porcentaje

AL (mg/L) recuperacion
Dicamba 4,98 16,8
MCPA 4,98 121
2,4-D 6,97 9,9
2,45-TP 5,32 78,2
2,4-DB 5,34 59,4
Picloram 5,94 73,2

Se evalub el desempefo de la metodologia en muestras reales de
analizados en la Seccidén de Quimica Analitica del DCF, en las cuales
se detect6 24-D y 245-T.

Conclusion: La metodologia desarrollada para herbicidas
fenoxiacidos, cumple con los criterios de aceptacion de la validacion.
La limpieza de muestras, es un paso critico y se minimiza las pérdidas
por solubilidad.

Los limites de deteccion resultaron por debajo del encontrado en
casos reales, por lo que la metodologia es dptima para la deteccion
de los analitos.
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Introduccion: Se observa en el mundo, un crecimiento im-
portante respecto al consumo de las Nuevas Sustancias Psi-
coactivas (NPS). Seglin el balance hasta finales de 2015, son
mas de 600 las drogas pertenecientes a este grupo, cuya apa-
ricion se reporta en mas de 100 paises

Trabajos realizados por parte de la Unidad de Medio Ambiente,
Drogas vy Doping (UMADD), han demostrado que Uruguay no
escapa de la influencia que éste tipo de sustancias ejerce, ni
con ello, de los riesgos y danos asociados a su consumo.

Con el objetivo de investigar cuales de las NPS efectivamente
se encuentran circulando en Uruguay, se ejecutdo un proyecto
que permitio abarcar a una extensa poblacion en un contexto
socialmente reconocido de consumo como las fiestas elec-
tronicas.

Métodos: El estudio consisti6 en muestrear los efluentes
generados en el transcurso de una fiesta de electronica lleva-
do a cabo el presente ano en el Uruguay. Para ello se instalo
en el evento un bano quimico previamente modificado, que hi-
ciera posible la extraccion de pool de orinas sin su alteracion.
Se tomaron 28 muestras, cada una representativa de 5 perso-
nas promedio en un total de 4 horas y media de fiesta. Una
vez trasladadas al laboratorio se analizaron por un lado, por
método de screening de ELISA (Inmunoensayo) y luego por
Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas,
habiendose aplicado previamente 3 procedimientos distintos
de extraccion liquido-liguido teniendo en consideracion las
posibles caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias bus-
cadas. Previamente se pacto con las partes interesadas en el
estudio una lista de 18 sustancias a buscar, no todas NPS vy
sobre ellas se trabajo.

Resultados y Discusion: De las 28 muestras analizadas;
todas contenian metabolitos de THC, 23 Cocaina, 20
Metilendioximetanfetamina (éxtasis), 3 Ketamina, 3 Anfetamina,
3 Cannabinoides Sintéticos, entre otros en menor proporcion.
También se encontraron en gran proporcion numerosos adul-
terantes y diluyentes gque se entiende muchos significan un
potencial problema adicional.

Los resultados obtenidos tras este estudio, si bien no per-
miten cuantificar el consumo ni extrapolarlo a la poblacion
en general; cumplen con el objetivo de brindar informacion
cualitativa respecto de la naturaleza de las sustancias que los
Uruguayos pueden acceder. Muchas de ellas no incluidas en
las listas de sustancias prohibidas de Uruguay.

Conclusion: El conocimiento generado es de gran
utilidad para alertar a las autoridades sanitarias
tendientes a estar mejor preparados frente a los
riesgos y danos potencialmente asociados y para
el gobierno en la elaboracion de reglamentaciony
politicas publicas.

Umpiérrez, E1; Diaz, D1*; Castro, M. ).1; Ronzzoni, S1
1 Unidad de Medio Ambiente, Drogas y Doping; Instituto Polo
Tecnolégico de Pando, Facultad de Quimica, Universidad de la
Repiblica, Montevideo, Uruguay.
*ddiaz@fq.edu.uy

Introduccion: Una de las formas de aumentar y mejorar
las capacidades deportivas en competiciones es mediante el
dopaje, esto implica el uso de sustancias gquimicas que me-
joran la performance deportivas. Una de las sustancias mas
usadas actualmente son las que aumentan la cantidad de
globulos rojos que se encuentra en sangre utilizando produc-
tos tales como sales de cobalto.

Si bien el Cobalto se encuentra formando parte de la vitamina
B12, se puede suministrar como proteinato o sales. Por esta
razon, se establecid como limite maximo permitido interna-
cionalmente la concentracion de 100ng/ml de cobalto total
en orina de equino. Actualmente en Uruguay no se esta pe-
nalizando un exceso en la concentracion de este metal. Este
estudio busca conocer los valores basales que pueden ser en-
contrados actualmente.

Metodo: Para la determinacion de cobalto se utilizd un equi-
po de absorcidon atdmica con horno de grafito, Varian 240. Los
patrones se realizaron a partir de una sal de cobalto de alta
pureza en un rango de 0-100 ng/ml. La eleccién del rango se
Justifica debido a que tanto las muestras comao los patrones,
fueron digeridos previamente en un horno microondas Ethos
One, Milestone. Las mismas son llevadas a volumen, por lo
que se adecuan a la dilucién gue se realizan a las muestras
Al procesar todo de igual manera se asegura de minimizar las
posibles pérdidas en el analisis y evitar el uso de factores de
dilucion distintos entre muestras y controles. Solo se realiza
una dilucion para llevar a rango aquellas muestras cuyas con-
centraciones dieron mayor al rango descripto.

Las muestras de orina analizadas provienen de caballos de
carreras deportivas gue nuestra Unidad analiza de forma ruti-
naria en control de doping.

Resultados: Se analizaron un total de 50 orinas en el afio
2016 por este método. Se encontrd que 30 muestras de las
analizadas tenian una concentracion por encima del maximo
valor permitido, en algunos casos un factor de 10 veces mayor
llesando a un maximo de concentracion de 16877 ug/mlL en
orina.

Discusion y Conclusion: Actualmente en Uruguay
el Cobalto no esta incluido en las listas de sus-
tancias prohibidas. Su uso no solo tendria como
efecto mejorar las capacidades competitivas del
equino si no que en exceso podria perjudicar su
salud. A partir del primero de Enero del 2017 la
Federacion Ecuestre Internacional la incluira en la
lista de sustancias prohibidas.



Development and validation of the
first method to analysis of NBOMes
in dried blood spots (DBS)
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Introduction: NBOMes, N-benzylmethoxy derivates of the
2C hallucinogens family, have been used as a legal alterna-
tive to lysergic acid diethylamide (LSD). A liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method has been
developed and validated for the quantitative analysis of seven
NBOMes (25C, 25H, 251, 25B, 25G, 25D and 25E-NBOMe), in human
dried blood spot (DBS) samples.

Method: For method development and validation, spiked
whole blood (15 pL) was applied in 6 mm disks, previous picked
from Whatman 903 Protein Saver cards DBS disks were dried
for 3 hours at room temperature. The extraction of analytes was
performed with 300 pL of methanol-acetonitrile mixture (7525,
v/v), containing the internal standard (LSD-d3, 0.5ng/mL). This
mixture was vartexed for 10min and centrifuged at 10.000 rpm
for 5min The organic phase (150 pL) was transferred to LC vials,
and 10uL injected on LC-MS/MS (Agilent 1260 Infinity coupled
to ABSciex 5500QTRAP). Separation was performed in C18 col-
umn (Atlantis T3, 150 x 3mm, 3um, Waters®) and gradient elu-
tion (acetonitrile water with 01% formic acid) with a flow rate of
05 mL/min. Mass spectrometer was set o operate in multiple
reaction monitoring mode (positive electrospray ionization).
Method validation was performed following recommendations
from Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX)
for quantitative analysis.

Results and Discuss: During the method development, we
decide to use fixed blood volume and whole spot analysis,
in order to minimize the hematocrit effect. Method limits of
detection (LOD) and quantitation (LOQ) were 0.05 and 0ing/
mL, respectively. Linearity was obtained from 01 to 10ng/mL
for all NBOMes (r > 099, 1/x2weighted linear regression). The
precision (within-run and between-run, %RSD) and bias (%)
were evaluated at 3 different concentrations (03, 2 and 8ng/
mL), and weren't higher than 18%, respectively. No interference
was observed when LOQ was analyzed in presence of 500ng/
mL of other drugs of abuse and pharmaceuticals. The matrix
effect varied between 886-1505% for low QC and 1041-1646%
for high QC No carryover was observed.

Conclusion: From the best of our knowledge, this
is the first developed and validated method to the
analysis of NBOMes in DBS. The presented proce-
dure will be applied to investigate de stability of
NBOMEs in dried matrix.

Determinacion de cobre en huesos de
trabajadores fallecidos.

Navarro, A.; Castro, R.; Oreamuno, M.
Departamento de Ciencias Forenses (DCF), San Joaquin de Flores,
Heredia, Costa Rica
Claudio Lobos G.1, Eduardo Torres S.2, Eddie Vargas M.2
1 Unidad de Instrumentacion y Nuevas Tecnologias, Servicio Médico
Legal, Santiago, Chile.
2 Unidad de Toxicologia, Servicio Médico Legal, Santiago, Chile.

Introduccion: La mineria es una de las actividades econémi-
cas mas importantes de Chile, sin embargo, dicha actividad
conduce a grandes impactos ambientales, que han dado lugar
a multiples acciones legales que han requerido la contribu-
cion de la Toxicologia Forense.

Objetivos: Evaluar el contenido de cobre en diferentes tipos
de huesos humanos obtenidos a partir de un procedimiento
de autopsia de 14 trabajadores expuestos de una fundicion
de cobre.

Metodos: se estudio seis tipos huesos divididos en dos gru-
pOS: huesos esponjosos y huesos corticales. En relacion con
el primer grupo o de huesos esponjosos, se consideran cresta
iliaca, costilla, y la epifisis del fémur, mientras que el segun-
do grupo o de huesos corticales estuvo constituido por: fa-
lange media del dedo indice, tibia (diafisis) y temporales en
huesos obtenidos de de exhumaciones llevadas a cabo por
orden de los tribunales penales. La determinacion de cobre
(Cu) se realizd mediante espectroscopia de absorcion atomica
con horno de grafito (AAS/GF) en 0,5 ¢ de muestras de huesos
humanas, por triplicado, previa pulverizacion criogénica y di-
gestion asistida por microondas con acido nitrico Suprapur®
y peroxido de hidrogeno. La determinacion de los siguientes
parametros de calidad: especificidad, linealidad, sensibilidad,
limite de deteccion y cuantificacion, repetibilidad, precision in-
termedia y exactitud fueron obtenidos por medio de adicion
estandar de distintas concentraciones en huesos de
individuos no expuestos (hueso blanco).

Resultados: los niveles de Cu en algunos huesos estudi-
ados fueron significativamente mayores en trabajadores ex-
puestos, en comparacion con las personas no expuestas ocu-
pacionalmente utilizadas como referencia (05 a 52 mcg /g
peso seco). Las concentraciones de Cu mas elevadas entre los
trabajadores se observo en cresta iliaca (580 a 3220 mcg/g,
peso seco), tibia (diafisis) (59,0 a 6934 mcg/g peso seco) y
epifisis del fémur (4,6 a 50121 mcg/g, peso seco)

Conclusiones: La metodologia para la determi-
nacion de Cu en hueso humano fue debidamente
validada y los parametros de calidad obtenidos
hacen que esta metodologia sea adecuada para
el analisis forense. Las concentraciones de cobre
son mayores en huesos de tipo esponjoso que en
los de tipo cortical. El color verde se observa en
algunos de estos huesos y el deterioro de la salud
de los trabajadores del cobre antes de la muerte
(enfermedad hepatica, desbalance en metabolis-
mo de zinc) se explica por la mayor concentracion
de cobre detectado en los trabajadores expuestos
de la fundicion de cobre.



Determination of opiates in real and ref-
erence hair samples by solid phase ex-
traction (SPE) and gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS).

Flavia L. Roveri ', Mauricio Yonamine 1.
Department of Clinical and Toxicological Analyses, Faculty
of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo University, Sdo Paulo,
Brazil.

Introduction: Opiates are originally derived from the Pa-
paver somniferum plant and they comprise a group of com-
pounds that influence perceptions of pain and euphoria. In
2014, opiate use affected approximately 04% of the global pop-
ulation, the equivalent of 17 million people Hair analysis for
drugs is already recognized as an indispensable tool in the
flelds of forensic and clinical toxicology for monitoring chronic
drug use. For this purpose, the aim of the present study is the
validation and application of a solid phase extraction (SPE)
technique with gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) analysis for the simultaneous identification and quantifi-
cation of the most commonly opiates found in Brazil such as
morphine and codeine, in real and reference samples.

Method: To validate the method, drug-free head hair spec-
imens were collected and separated in 50 mg aliquots. Each
aliquot has been washed with 2 mL of dichloromethane for 15
min at 37°C Morphine, codeine and their respective deuter-
ated standards were spiked into the same sample with 3 ml
of phosphate buffer 01 M at pH 5 and incubated at 45°C for
18 h. Then, the samples were extracted with Bond Elut Certify
cartridges, using the method proposed by the manufacturer,
with modifications. After extraction, the residue was derivatized
with N,O-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide and trimethyl-
chlorosilane (BSTFA +1% TMCS) and analyzed by GC-MS. For ap-
plication of the method only deuterated standards were added
to the real and reference samples.

Results and Discuss: The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) were 01 ng/mg and 02 ng/mg, respec-
tively, for all analytes. The calibration curves were linear over
a concentration range of 02 ng/mg to 10 ng/mg (r2 = 099).
No traces of carryover effects have been found. The method
showed to be selective, precise and accurate (RSD%<15%) for
all analytes. One real sample yielded a positive result for co-
deine (041ng/mg) and one reference sample also showed a
positive result for morphine (0.81 ng/mg). Analysis of the wash
residues were also performed to confirm consumption and to
exclude external contamination.

Conclusion: The validation and application of
SPE followed by GC-MS analysis was satisfactory
for the simultaneous identification and quantifi-
cation of morphine and codeine in hair samples.
The procedure used for sample incubation showed
good stability and recovery of analytes as well as
cleaner extracts compared to traditional methods

reported in the literature.

Deteccidn de (-)A9-THC en saliva por ELI-
SA (Neogen THC ORAL FLUID KIT).

Dellepiane, L* Umpiérrez, E.
Unidad de Medio Ambiente, Drogas y Doping-Polo Tec-
noldgico de Pando
Facultad de Quimica-UdelaR-Montevideo, Uruguay.
* [dellep@fq.edu.uy

Introduccion: EL 20 de diciembre de 2013, el poder Legislati-
vo Uruguayo aprobo la ley que regula la produccion, distribu-
cion y venta del cannabis (Ley N219172). EL 6 de mayo del 2014
entro en vigencia el decreto reglamentario de la ley y el 18 de
agosto del 2074 el Instituto de Regulacion y Control del Canna-
bis (IRCCA) establecio las especificaciones técnicas que deben
cumplir los dispositivos de control de A9-Tetrahidrocannabinol
(THC), que se utilicen en deteccion en la conduccion y en el
area laboral

Atal efecto el IRCCA, resuelve que se debe utilizar Unicamente
meétodos de deteccion en saliva que sean reactivos al A9-THC
con un limite de corte de 10ng/mL de A9- THC en saliva, con
menos de 20% de reactividad cruzada con otros cannabinoi-
des o sustancias y que posean sensibilidad y especificidad
mayor al 80%. Hasta el momento, solo uno de los point of
care ensayados cumple todos los requisitos del IRCCA, pero el
misma es de alto costo.

El objetivo de este trabajo es comprobar la posibilidad de usar
el test de Neogen para A9-THC en saliva de bajo costo que
posee un limite de deteccion de 13Tng/mL

Meétodos: Dado que el kit de Neogen tiene un limite de de-
teccion mucho menaor al cut-off para THC definido para Uru-
guay, se propuso una dilucion 18 de la muestra con el fin
de hacer que el punto de decision coincida con el punto de
inflexion de la curva de calibracion. Las diluciones se realiza-
ron con un buffer especial (NeoSal Buffer) proporcionado por
Neogen.

Se obtuvieron muestras de saliva con declaracion negativa de
consumo y de exposicion a cannabis que fueron analizadas
para confirmar su negatividad por GC/MS. Las mismas se uti-
lizaron para preparar soluciones aditivadas con estandar cer-
tificado de AS-THC a las concentraciones de 7510y 125 ng/mL
Las salivas aditivadas fueron diluidas con NeoSal Buffer. Los
ensayos se realizaron en dias distintos, cada dia por duplicado
para verificar repetitividad y reproducibilidad.

Conclusiones: La dilucion elegida refleja que el
kit utilizado en estas condiciones es confiable y
se ajusta al proposito de detectar THC en saliva
con un limite de corte de 10ng/mL. La dilucion 1:8
logra que el punto de inflexion de la curva de
calibracion esté cerca del cut-off, la cual es la me-
jor situacion para el uso correcto de un Rit ELISA.
Por lo tanto se logro verificar una técnica alterna-
tiva en saliva que cumple con los requisitos
solicitados del IRCCA



BROMACIL PESTICIDE:
DECONTAMINATION PROCEDURE AND
QUANTITATIVE DETERMINATION IN HAIR
BY LC-MS
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Introduction: Bromacil or 5-bromo-3-sec-butyl-6-methyl
uracil is a no selective herbicide used for the cultivation of
pineapple and control of some citrus. Although it was with-
drawn from EU, few years ago, in Costa Rica, continues to be
used as one of the main herbicides in pineapple crops. In 2007
the production reached 41000 hectares (100% increases in
three vyears).

Aims: In this contribution we tried to establish, through an-
imal model, a decontamination technique and guantitative
analysis of bromacil in hair, as a marker of chronic exposure
to be applied to individuals exposed in growing areas. This is
the first report of bromacil in hair as a potential biomarker in
the literature

Methods: wWe administered for three months, orally, in the
drinking water of twelve Sprague Dawley rats a bromacil dose
of 384 mg | kg / day After decontamination of hair with sodi-
um dodecylsulfate and methanol by 5 min, were segmented (1
cm each) hair sample. Each segment was cut into small pieces
(< 1 mm) and 25 mg were sonicated 15 minutes in 1 mL of
methanol then incubated 12 hs at 37 °C with 10 ng bromacil-d3
used as internal standard. Samples were centrifuged and the
methanol was evaporated and re take with water. After a lig-
uid-liquid extraction with ethyl acetate samples the extract
was analyzed with Agilent 6130 LC/MS system. Bromacil was
identified with the two following ion (m/z): 2611 and 2051. The
method was validated

Results: Hair segments results (ng/mg) are shown in the fol-

lowing table.
Female (ng/mg) Male (ng/mg)
15 days 706 £3,47 8,65 + 3,65
30 days 110,46 #3137 54,61 £18,09
45 days 3381154 16,49 + 638

Conclusions: Table shows the amounts of broma-
cil in hair with increasing exposure, regardless of
variations in water consumption. At 45 days there
was a decrease that could be due to a lower con-
sumption of water due to prolonged exposure to
the pesticide. This preliminary research will allow
us to point to the human hair exposed to bromacil.
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Desarrollo de una biblioteca de espectros de
masas para compuestos de interés en dopa-
je empleando derivatizacion con N-metil,
N-trimetilsilil trifluoroacetamida (MSTFA), a
través de cromatografia de gases con impacto
electrénico (GC-EI/MS)
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Introduccion: La lista de sustancias prohibidas publicada
oficialmente por WADA (Agencia Mundial Antidopaje) contiene
diferentes compuestos los cuales se encuentran en muy bajas
concentraciones en las matrices biologicas a analizar Ademas
de su baja concentracion, algunas de estas sustancias tienen
en su estructura grupos funcionales polares que hace obliga-
torio un proceso pre-analitico de derivatizacion. Bases de da-
tos comerciales especificas para estos compuestos derivatiza-
dos no esta disponible en el Laboratorio de Control al Dopaje
donde se utilizan librerias como NIST, MPW vy WILEY275, razon
por la cual el objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de
una libreria in situ con sustancias incluidas en la lista WADA
empleando como agente derivatizante N-metil, N-trimetilsilil
trifluoroacetamida (MSTFA) y posterior analisis con GC-EI/MS.

Métodos: En tubo seco de 10 mL fueron colocados 12,5 L de
una solucion en metanol de los diferentes analitos algunos
en forma separada y otros en mezcla y llevados a sequedad
con atmosfera de N2 Posteriormente los analitos fueron deri-
vatizados con 50 pL N-metil, N-trimetilsilil trifluoroacetamida
(MSTFA) a 65°C por 30 miny 2 pL del derivado fue inyectado en
el GC-EI/MS bajo las siguientes condiciones: columna: ULTRA 1,
metil-silicona (25m x 02mm x 011um), split (110, 280°C), hor-
no190 oC hasta 235 2C a 2 °C/miny luego hasta 300 °C a 15°C/
min por 5 min. Fuente de ionizacion y cuadrupolo a 230°Cy
150°C respectivamente. Rango de escaneo 70 a 650 u.ma.

Resultados y discusion: La librerfa incluyo 81 sustancias,
de las cuales 55 pertenecen al grupo S1 (Agentes anabolicos)
de la lista WADA, 5 al grupo S3 (Agonistas B2), 5 al grupo S4
(Hormonas y moduladores metabélicos), 3 al grupo S5 (Diuréti-
COS Y agentes enmascarantes), 2 al grupo S6 (Estimulantes), 9
al grupo S7 (Narcoticos), 1al grupo S8 (Cannabinoides) v 1 per-
teneciente al método prohibido M1 (Manipulacion de sangre'y
componentes sanguineos). Todas las entradas fueron llevadas
a cabo seleccionando el apice del pico, con limpieza del es-
pectro, incluyendo el ion molecular, el pico base y dos picos
mas, caracteristicos de la fragmentacion. Previo a la inyeccion
de los estandares y al inicio del dia se realizo una
sintonizacion (AutoTune) con perfluorobutilamina (PFTBA).
Conclusion: Se creo una libreria de compuestos de in-
terés en dopaje con 81 espectros de masas para la
correcta identificacion de sustancias prohibidas en el
deporte, analizadas principalmente en muestras
biologicas, las cuales no estan disponibles en las libre-
rias tradicionales empleadas en nuestro laboratorio.



ABORDAIJE DE CASOS RELACIONADOS
CON NUEVAS SUSTANCIAS PSICOATIVAS
(NSP)

David Hernandez, Johanna Dallos. Grupo de
Estupefacientes, Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses - Regional Bogota.

Introduccion: La aparicion de las denominadas Nuevas
Sustancias Psicoactivas (SPA) son un hecho en las estadisticas
forenses del analisis de sustancias incautadas a nivel mun-
dial, siendo ésta la mayor amenaza relacionada a todos los
problemas relacionados con el narcotrafico actual. En Colom-
bia la mayoria de NSPA son de origen sintético, estando éste
fendmeno mayormente asociado al uso de estos derivados
como sucedaneos de drogas psicoactivas de uso tradicional
(LSD, MDMA, Marihuana, Mefedrona)

Objetivo Desarrollar una metodologia analitica que permi-
ta determinar el abordaje de casos relacionados con Nuevas
Sustancias Psicoactivas (NSP), utlizando pruebas de identifi-
cacion preliminar homologadas (PIPH) v prueba confirmatorio,
cromatografia de gases acoplada a masas.

Materiales y meétodos: Sustancias de referencia repre-
sentantes de cada grupo de NSP: JWH-073, m-CPP. 2CE, DOI, LSD,
Mefedrona, DOB, Ketamina, PMMA, 2CB, Mescalina, Fenciclidina
y PMA

Sustancias debidamente caracterizadas con las gque no se
cuenta patron de referencia: Yagé (DMT, Harmina y Harmalina),
Metilona, 6-APB, 25-I-NBOMe, DOC y 25-C-NBOMe.

Etanol, metanol y solventes adecuados para solubilizar y ex-
traer las sustancias en mencion.

Solucion de tetracosano de 1000mg/L como estandar interno.
Reactivos para reacciones preliminares (orientativas): Marquis,
Dragendorff, Simmon’s, Liebermmann'’s, Mandelin’s,
p-dimetilaminobenzaldehido, Mecke's.

Cromatografo de gases con detector de masas, Marca Ther-
mo Scientific, Modelo: Trace 1300/1SQ, Serial 713100018. Cro-
matografo de gases con detector de Masas, Marca: Agilent
Technologies, Modelo: 6890N/5973N Serial: UST01390609.

Resultados y discusion: £l abordaje de casos relaciona-
dos con NSP representan un nuevo hito para los laboratorios
de ciencias forenses encargados del analisis de drogas incau-
tadas, por tanto, es de suma importancia generar una
metodologia que permita su adecuado manejo. Para ellos se
realiza una separacion y descripcion detallada del material in-
cautado. Posteriormente, si la cantidad lo permite, se realiza un
screening de pruebas preliminares y posteriormente se analiza
con una técnica cromatografica adecuada, que permita una
buena resolucion entre sustancias mezcladas, para garantizar
asl su identificacion sin que ninguna quede excluida. En el
laboratorio se cred una metodologia que permite la optima
separacion de las sustancias mencionadas en el paragrafo de
materiales y métodos.

Casos Forenses: Se han identificado casos de LSD adultera-
dos con sustancias de las series 25-XNBOMe, y DOX, asi como
casos de tabletas simulando MDMA que contiene metilona vy
6APB, entre otros.

Conclusion: Se cre6 una metodologia cromatografica
adecuado para la separacion de un buen nimero de
sustancias representativas de los diferentes grupos de
NSP, asi como una propuesta de abordaje de los casos.
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Introduccion: La metilona es uno de los derivados sintéti-
cos de catinona, que se comercializa como “sal de bano”y que
hoy en dia se emplea como droga de abuso. El desarrollo de
modelos que permitan conocer su metabolismo en humanos
y el disefio de métodologias analiticas modernas para su de-
teccion es actualmente objeto de investigacion. En la busque-
da de este objetivo se han empleado modelos in vitro (micro-
somas hepaticos), in vivo (animales) u orina de consumidores
Estos modelos presentan algunas limitaciones en cuanto a
metabolismo incompleto, tiempos de incubacion prolongados
y dificultad en la consecucion de matrices biologicas. Esta in-
vestigacion desarrolla un modelo in vitro alternativo para el
estudio del metabolismo de metilona, a partir del hongo Cun-
ninghamella elegans empleando GC-EI/MS.

Meétodos: En matraz de 100 mL con 20 mL de caldo PDA fué
inoculado un asa de esporas (0998 x 106esporas) de C. elegans
Los cultivos se incubaron por 5 dias a 27°Cy 60 rpm. Luego se
adicionaron 2 mL 1 mM de metilona y después de 5 dias de
biotransformacion, 750uL del sobrenadante se extrajeron con
500 plL de acetato de etiloisopropanoldiclorometano (602020,
v/v/v). El sobrenadante se evapord en atmosfera de nitroge-
no y se reconstituyo con 50 uL de metanol y 2 ul de extracto
fueron introducidos en el GC-EI/MS bajo las siguientes condi-
ciones: Columna: HP-5MS (30m x 025mm x 025pm), split (251,
25000), rampa de temperatura100 °C por 25 min, hasta 230
oC a 25°C/min por 1 min. Luego aumentd a 2909C a 35°C/min
por 9 min. Fuente de ionizacion y cuadrupolo a 230°Cy 150°C
respectivamente.

Resultados y discusion: Cuatro metabolitos fueron iden-
tificados en GC-EI/MS. EL primero corresponde al metabolito
N-acetil-34-metilendioxicatinona (MDC), generado por la N-de-
metilacion de la metilona, metabolito previamente reportado
por Kamata et al. 2006 en orina humana. Ademas se detecto
también a-hidroxi-34-metilendioxifenil-2-propanona como re-
sultado de la pérdida del grupo amino seguida por la
hidroxilacion en la posicion 2 de la cadena principal. La pos-
terior oxidacion del grupo hidroxilo en esta molécula genera
el metabolito 12-propanodiona 1-(34-metilendioxifenil). Final-
mente, el metabolito N-acetil-34-metilendioximetcatinona se
produce mediante la N-acetilacion de la metilona.
Conclusiones: El modelo in vitro propuesto, permitio
la identificacion rapida y sencilla del metabolito ma-
mifero MDC. Adicionalmente se detectaron otras tres
moléculas que hasta el momento no han sido reporta-
dos en literatura. Dichas estructuras deben ser confir-
madas por técnicas analiticas como LC-MS/MS y RMN.
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Introduction: Alternative health treatments using substanc-
es or procedures not scientifically proven, has been used by
patients suffering from serious diseases, diseases where there
is no effective medical treatment or those that have poor or
no response to established medical treatments. How often are
performed without medical monitoring and often use poorly
studied substances, these treatments can cause poisoning and
other risks to the health of the patient The term Ayahuasca is
used to refer to decoctions of the liana Banisteriopsis caapi
plus Psychotria viridis. This beverage, used originally in religious
ceremonies, has significant concentration of active substanc-
es. The term Kambo refers to a purification ritual, performed
mostly at amazon region, where the secretion (named "Kambo
vaccine” or “frog vaccine”) collected from the skin of the frog
Phyllomedusa bicolor is applied into the skin of the patient In
the present work, we report an acute intoxication episode after
simultaneous submission to Ayahuasca and Kambo treatment.

Method: A 37 year-old woman was admitted to emergen-
cy service (ES) with visual hallucination, agitation, tremors of
extremities, oral paresthesia, skin lesions and seizures. It was
reported that she was submitted to an “alternative treatment
for depression’, where she ingested approximately 100mL of
Avahuasca and received five subcutaneous applications of
Kambo. Diazepam was administered by ES and was effective to
control the hallucination, but wasn't to agitation and seizures.
The patient was asymptomatic after 6 hours and discharged
24h without any sequel.

Patient samples (urine, serum) and also the used materials
where submitted to toxicological analysis, using liquid/liquid
extraction, GC-MS and LC-MS/MS.

Results: In patient's sample, it was detected N,N-dimethyl-
tryptamine (32 ng/mL serum, 4877 ng/mL urine), harmine (123
ng/mL serum, 606 ng/mL urine), harmaline (03 ng/mL serum,
494 ng/mL urine) and tetrahydronarmine (1822 ng/mL serum,
5674 ng/mL urine). No other drug of abuse or pharmaceutical
(except diazepam) was detected in general unknown screening,
In Ayahuasca, it was detected N,N-dimethyltryptamine harmine,
harmaline and tetrahydroharmine at concentrations of 678, 597,
132 and 1235 mg/L, respectively. High-resolution mass spec-
trometry analysis performed in Kambo sample detected the
presence of two abundant peak, identified as the active pep-
tides phyllomedusin and phyllocaerulein.

ConclusionsThe symptoms presented by the pa-
tient seem to have been produced by the joint
action of the two materials. The use of alterna-
tive therapies is becoming more common, but the
indiscriminate use of substances and materials
have not been adequately studied can worsen the
health condition of the patient.

Autores: Insaurralde, M.; Martinez E.; Cubilla C.; Diaz Gill, R.
Laboratorio de Toxicologia-Diaz Gill Medicina Laboratorial
S.A
toxiforense@diazgill.com.py
marizain@gmail.com
Asuncion-Paraguay

Introduccion: 25-Dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM) es
una feniletilamina psicodélica, con propiedades alucinogenas,
sintetizada por primera vez por Alexander Shulgin en 1963 y
distribuido en las calles como STP (Serenidad, Tranquilidad
y Paz). En el mercado negro se comercializan en capsulas o
pastillas de cualquier forma, tamano y color, se administra por
via oral, sublingual (impregnados en papel), las dosis varian de
3a 10 mgy los efectos pueden durar entre 14 y 20 horas. Es-
tudios cientificos en humanos relacionados a la farmacologia
y toxicologia de estas sustancias son limitados, asi como tam-
bién la disponibilidad de estandares de referencia y métodos
analiticos para detectarlos por ser compuestos con estructura
quimica modificada.

Objetivo: |dentificar 25-Dimetoxi-4-metilanfetamina y me-
tabolitos en orina humana por Cromatografia de Gases acop-
lada a Espectrometria de Masa (GC/MS).

Materiales y meétodos: La investigacion basada en el
analisis de orina de una persona sospechosa de consumir al-
guna droga. Se utilizd 5mL de oringa, hidrolizada con TmL de aci-
do clorhidrico 10N, calentado a 90° C por una hora. Se enfrio,
alcalinizo y se realizd la extraccion liquido-liguido en medio
basico con la mezcla de solventes Heptano-Isopropanol-Diclo-
rometano-Dicloroetano, se evaporo la fase organica, se deri-
vatizd acetilando con anhidrido acético/piridina (10:1) a 60°C
por 30 minutos, secado y reconstituido con 100 uL de acetato
de etilo e inyectado en el GC/MS. Se utilizd un Cromatografo
de Gases 7890A acoplado a Espectrometro de Masa 5977A; co-
lumna HP-5MS (30m x 250um x 0.25um); inyector: 280 © C; gas
carrier helio: temperatura de horno 100°C aumentando 10°C/
minuto hasta 3009C, permaneciendo a ésta temperatura por 15
minutos; modo de ionizacion: impacto electronico (EI), 70 eV,
full SCAN, m/z 40-600 u.

Resultados y discusion: Usando AMDIS (Automated
Mass spectral Deconvolution and Identification System) con
las bibliotecas de espectros MPW2007, NIST11 se identificaron
25-Dimetoxi-4-metilanfetamina (DOM 2AC); el metabolito hi-
droxilado DOM-M (OH-) 2AC; DOM precursor-2 2AC; DOM-inter-
medio(2,5-dimetoxitolueno); iones seleccionados: 192,251165;
250309,86; 1247166208 vy 137152109 respectivamente. Publica-
ciones cientificas sobre estudios realizados con DOM en an-
imales de experimentacion reportan hallazgos de DOM vy el
metabolito hidroxilado DOM-M (OH-), identificados en la orina
humana analizada, pero no detectamos el metabolito hidrox-
ilado deamino-oxo, encontrado en animales. Sin embargo se
encontraron otros compuestos que probablemente provienen
del proceso de sintesis de estas drogas de disefno.
Conclusion: La investigacion permite contar con una
metodologia analitica para la identificacion de DOM y
metabolitos en orina humana, hasta ahora no realiza-
dos en nuestro pais.
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Introduccion: n Colombia, en los Gltimos afios ha habido
un aumento en el uso de sustancias plaguicidas para el con-
trol de plagas en los diferentes cultivos. La concepcion
popular es que entre mas cantidad se adicione mayor efecto,
lo cual aunado a las malas practicas agricolas, ha llevado a
un uso exagerado de estos productos en su aplicacion agrico-
la. Esta abundancia de plaguicidas ha contribuido al uso de
esta sustancia como agente con fines suicidas y intoxicaciones
accidentales en la poblacion campesina. La mayor dificultad
mayor en la determinacion de plaguicidas en muestras de in-
terés forense es su liposolubilidad ya que se disuelven en los
lipidos de la sangre como del contenido gastrico, produciendo
una gran interferencia en los analisis tanto para su separacion,
como por la sensibilidad ya que el espectrometro de masas
Se ensucia, a esto se une la inestabilidad que presentan estas
sustancias en medios alcalinos o acidos, dificultando aun mas
su determinacion en dichas matrices.

Objetivo: Presentar una metodologia desarrollada por el
laboratorio de toxicologia del Instituto Nacional de medicina
legal y Ciencias Forenses para la extraccion neutra de plaguici-
das en muestras forenses biologicas y no biologicas utilizando
para analisis la cromatografia de gases con espectrometria de
masas con back-flush

Materiales Y métodos:

Sales de extraccion: sulfato de magnesio y acetato de sodio
Sales de limpieza: sulfato de magnesio y silica

Solventes: Acetonitrilo, agua v acetato de etilo.

Limite de deteccion 02 pg /mlL,

columna DB-5,

Horno entre 80°Cy 290°C

Equipo CG-MS Agilent 7890

Resultados y Discusion: Cumpliendo su mision el labora-
torio de toxicologia del Instituto Nacional de Medicina Legal y
Ciencias Forenses ha desarrollado una metodologia similar al
método “Quick Fasy Cheap Effective Rugged and Safe” (QuEC-
hERS) (‘rapido facil barato resistente eficaz y seguro” utiliza-
do por la industria para los alimentos; pero adaptado al area
forense, utilizando como técnica para analisis la cromatografia
de gases con espectrometria de masas con back-flush. Tanto
la extraccion con QUEChERS como la adaptacion de back-flush
contribuyen a preservar la columna y detector ya que entre los
dos se elimina gran parte de la grasa que acompana la mues-
tra mejorando la identificacion de los plaguicidas.

Casos forenses:

A-Hombre adulto de 37 anos encontrado sin vida en via car-
reteable, cerca de una finca con cultivos y sin causa evidente
de muerte. La manera de muerte indeterminada. Presenta una
alcoholemia de 80 mg%. Plaguicida encontrado en sangre y

contenido gastrico Metamidofos.

B-hombre adulto de 53 anos encontrado sin vida en su casa
de habitacion con secrecion espumosa por boca y nariz. Sin
causa evidente de muerte. La manera de muerte indetermina-
da. Presenta una alcoholemia de 217 mg%. Plaguicida encon-
trado en sangre y contenido Carbofuran.

C-Hombre adulto, posible intoxicacion o envenenamiento por
sobredosis de psicoactivos, al parecer ingirid varios medica-
mentos acido acetil salicilico, fenobarbital, gemfibrosil. Encon-
trado en estado de descomposicion. Solo se recibe contenido
gastrico. Se encontrd en contenido gastrico acido valproico y
gemfibrosil
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Introduccion: Los metales pesados son una preocupacion
importante para la salud pUblica por su toxicidad aguda, via
alimentaria principalmente, se encuentran el plomo, cadmio y
arsénico; por ello la investigacion tuvo como objetivo principal,
determinar las concentraciones de éstos metales pesados en
agua de consumo y en sangre de pobladores del distrito de
Coata - Puno - Perl en Enero -marzo 2076.

Métodos: El presente estudio fue tipo: transversal, analitico y
descriptivo. La poblacion estuvo constituida por 14 muestras
de la cuenca del rio y pobladores gue viven alrededor de la
cuenca del rio del distrito de Coata. Para el analisis de las
muestras se utilizd el método espectrofotometria de absorcion
atdmica para determinar las concentraciones de los metales
pesadaos.

Resultados y Discusion: En las muestras de agua de en-
contré un promedio de arsénico en agua de 0.067mg/l, cad-
mio de 0.00204mg/l, y plomo de 0.000142mg/l, siendo solo el
arsénico el que supera los valores establecidos segln la ECA
(Estandares Nacionales de Calidad). En el analisis de sangre
los valores promedio del arsénico fue 0419ug/!l en el cual no
supera los valores normales fijado segiin la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), cadmio de 0174ug/l el cual no supera
los valores normales y con el plomo se obtuvo un promedio
de 0209ug/l encontrandose por debajo de los valores nor-
males emitidos segln la OMS. Para la relacion de la presen-
cia metales pesados (Arsénico, cadmio y plomo) en agua de
consumo y su presencia en sangre, al realizar el analisis es-
tadistico; “correlacion de Pearson’ nos dio a comprobar que no
existe relacion entre ambas variables. Conclusiones: No existe
relacion entre el agua de consumo y las concentraciones de
metales (arsénico, plomo, cadmio) en sangre de los pobla-
dores del distrito de Coata.
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Introduction: Ketamine is general anesthet ic, fast distribu-
tion into tissues, including the brain by administration paren-
teral. It produces, hallucinogenic effects similar to phencycli-
dine and can be used as drug abuse. Its action starts quickly
when intramuscularly or intravenously administered, reaching
its peak plasma concentration at 10 min. Ketamine consumers
suffering from a dissociative state, with the feeling of floating
giving rise to hallucinatory experiences, and delusions.

Method: According to background information provided by
the police 'death veterinarian within his consultation’, analysis
of drugs of abuse and drugs is made for which samples of
whole blood and urine samples were used to perform screen-
ing of drugs of abuse and drugs through immunosorbent che-
miluminescence system ‘Evidence Investigator Randox’ and
Immunoassay method Acon respectively. Thereafter whole
blood is performed in liquid-liquid extraction with organic sol-
vent, controlled pH and subsequent detection of the extract by
gas chromatography (GC) with NPD detector (Agilent 7890-A)
Zebron column (50m x 020mm x 033 um) using the An-
phetamine method; this analysis was performed with internal
standard bupivacaine (40 ug / mL) and Cerilliant standards for
ketamine and norketamine (40ug / mL) respectively.
The BAC was performed in duplicate by gas chromatography
with head-space system (GC-HS-Perkin Elmer- Clarus - 500)
and double column with FID detector (LOD = 0002 g / L, LOQ
=002g/L).
Results:
BAC=000g/ L
[Ketaminelsa = 675 ug / mL
[Norketaminelsa = 492 ug / mL

Norketamine has about one sixth of the potency of ketamine.
Conclusions: The victim of veterinary profession
was detected, the presence of ketamine and nor-
ketamine (active metabolite of Retamine) blood in
toxic-lethal amounts, without alcohol.

The method presented is simple, specific, sensi-
tive, and reproducible.

The results are consistent with histological exam-
ination, hypoxia, congestion and edema with mi-
crohaemorrhages the brain, lungs intra-alveolar
edema with severe congestion vascular, subendo-
cardial hypoxia at heart level. Ketamine produces
stimulating effects on the cardiovascular system,
causing tachycardia, increased blood pressure
and oxygen consumption myocardial.

Dra. Maria de los Angeles Sancho Brenes1
1Seccion de Toxicologia, Departamento de Ciencias
Forenses, Costa Rica.

Introduccion: Las benzodiacepinas son un grupo de com-
puestos psicoactivos conocidos por sus propiedades sedantes,
hipnoticas y anticonvulsivantes, que estan entre las drogas
mas comunmente prescritas en Costa Rica y en otros paises
para la ansiedad, desordenes del sueno, agitacion, espasmaos
musculares y sindrome de abstinencia al alcohol Esta
situacion incrementa su potencial para adiccion y abuso, razon
por la cual estos compuestos estan asociados con el mal uso
Las benzodiacepinas estan implicadas en casos de abuso
sexual, robos, intentos suicidas, homicidios y accidentes de
transito; consecuentemente, son encontradas con mucha fre-
cuencia en casos toxicologicos clinicos y forenses.

En este trabajo se presenta la validacion de una metodologia
para el analisis de las diez benzodiacepinas mas frecuente-
mente encontradas en los analisis de muestras de sangre y
orina de los casos que ingresan en la Seccion de Toxicologia
del Departamento de Ciencias Forenses. Las benzodiacepinas
analizadas son las que se detallan a continuacion: oxacepam,
temazepam, nordiazepam, diazepam, midazolam, alprazolam,
hidroxialprazolam, lorazepam, 7-aminoclonazepam vy clonaze-
pam.

Para la preparacion de las muestras de sangre y orina se re-
quieren al menos 2 mL de muestra conservada con fluoruro
de sodio. Las muestras de orina se hidrolizan enzimaticamente
con B-glucoronidasa, previo a la extraccion utilizada.

La extraccion utilizada consiste en una modificacion a la técni-
ca de QUEChERS por sus siglas en inglés (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged). La técnica de de extraccion QUEChERS esta
compuesta esencialmente de 2 etapas: 1) extraccion /particion
y 2) extraccion en fase solida de dispersion (d-SPE). La identi-
ficacion y confirmacion de las benzodiacepinas se realiza me-
diante analisis en el equipo LC/MS LTQ XL Esta metodologia
utiliza la interface de lonizacion por Electro-spray, con
polaridad positiva. El equipo LTQ XL utilizado tiene un analiza-
dor de masas de trampa de iones lineal con detector dual, por
lo tanto tiene la capacidad de realizar experimentos MS/MS y
Msn con buena sensibilidad.

Reactivos y materiales: Metanol y acetonitrilo calidad HPLC
0 LC/MS. Agua tipo | (Milli Q). Acido formico calidad HPLC o
LC/MS. Formato de Amonio calidad HPLC LC/MS. Cilindro de
Helio UAP y Gas nitrogeno en cilindro, grado industrial. Enzima
B-glucoronidasa de Helix pomatia >100000 Unidades/mL, Sig-
ma-Aldrich. Tubos con sales de QUEChERS (original), cloruro
de sodio/sulfato de magnesio Agilent 5982-5555. Microtubos
de limpieza para SPE dispersivo Agilent 5982-5121. Soluciones
madres de 1 mg/mL de benzodiacepinas y analogos deuter-
ados diazepam D5 vy clonazepam D4, marca cerilliant com
pureza mayor al 99%, solucion madre de 250 ug/mL de Multi-
componente de Benzodiacepinas (8 analitos) marca cerilliant
(oxacepam, nitrazepam, alprazolam, lorazepam, clonazepam,
temazepam, flunitrazepam y diazepam). homogenizadores de
ceramica Agilent 5982-9312, filtro de jeringa de nylon o teflon
de 022 um

Matrices para las pruebas: Sangre de caballo donada por el



Instituto Clodomiro Picado y muestras de orina libre de ben-
zodiacepinas.

Equipo: Cromatografo liquido Thermo Scientific, con bomba Ac-
cela 600 S/N 920813 con desgasificador por vacio en linea, Au-
tomuestreador Accela AS, S/N 751092 con compartimiento con
temperatura controlada para la columna, detector de masas
por trampa de iones LTQ XL S/N 21465. Controlado por una com-
putadora capaz de correr los programas ‘LTQ Tune PLus” version
26y Xcalibur” version 21. Columna Kinetex 26U C8 100A, tamano
100 x 46 mm, marca phenomenex

Método cromatografico: Flujo de columna: 500 uL/min, Tiempo
de corrida: 11 min, Fase movil (FM): 30% (Acetonitrilo 01 % ac.
formico), 70% (Buffer 10 mM formato amonio, 01 % ac. formico).
Volumen de inyeccion: 10Ul Pretratamiento de las muestras de
orina: Las muestras de orina (2 mL) se mezclaron con 10 uL de
los estandares’internos y 100 ulL de buffer de acetato de sodio
2M, de pH 45, y fueron incubadas con 100 ulL de la enzima B-
glucoronidasa de Helix pomatia, en bano maria a 562C durante
2 horas.

Extraccion de muestras: Se utilizo 2mL de muestra enrigueci-
da con un mix de las benzodiacepinas evaluadas y se agrega-
ron los estandares internos, se coloco un homogenizador de
ceramica, se aplico vortex por un minuto, y se agregaron 2 mL
de acetonitrilo y 1g de las sales de QUEChERS original (MgSO4
y NaCl). Se agito vigorosamente con el antebrazo por 1 minuto.
Se centrifugd a 5000 rpm por 15 min. Se depositd 1 mL de la
parte superior del extracto en el tubo de limpieza con PSACI8
y MgS04. Se aplico vortex por 1T min. Se centrifugd a 9000 rpm
por 6 min. Se transfirio 500 ulL del sobrenadante a un tubo de 5
mL, el cual fue secado en sistema de evaporacion con nitroge-
noy se reconstituyd con 200 uL de la fase movil (70/30: buffer/
acetonitrilo). La filtracion de las muestras se realizo con jeringa
con filtro de nylon o teflon de 0,22 um.

Resultados y Discusion:

Los analitos fueron identificados en modo de monitoreo de
reaccion multiple (MRM) usando dos o mas transiciones. Los
estandares internos utlizados son clonazepam D4 v Diazepam
D5. A continuacion se muestran los resultados:

Energia de [ION precursor] 10N producto
ANALITO colsion CID|  M+H prncipalmz | ION producto JON products
Oxazepam 22 287 269 241
Midazolam 35 326 291 244 285
Temazepam 18 301 283 255
Diazepam 39 285 257 154 222
Alprazolam k1] 309 274 241 281
Clonazepam 40 316 270 251 288
Lorazepam 17 321 303 275
Nordiazepam 45 271 243 140
7-amnoclenazepam 33 266 250 222
Hidroxy alprazolam 35 325 307 279
Clonazepam D4 40 320 274 255
Diazepam D5 39 280 262

En la validacion de esta metodologia se obtuvieron los siguien-
tes parametros de desempeno analitico:

Limite de deteccion: El limite de deteccion fue obtenido
mediante curvas de calibracion en sangre y en orina con 5 nive-
les y 5 réplicas por nivel. Todas las benzodiacepinas analizadas
presentaron limites de deteccion iguales o inferiores a 10 ng/
mL en sangre y a 20 ng/mL en orina.

Variacion en el Tiempo de retencion relativo: Se analizaron dos
niveles de concentracion y 10 réplicas en cada nivel tanto san-
gre como en orina hidrolizada. La desviacion estandar relativa
(RSD%) en el tiempo de retencion relativo fue menor a 0,60 %
para todos los analitos

Respuestas relativas de los iones: Se analizaron dos niveles de
concentracion vy 10 réplicas en cada nivel tanto sangre como en
orina hidrolizada. La desviacion estandar relativa (RSD%) en la
respuesta relativa de los iones producto principales fue menor
a 20% para todos los analitos en sangrey a 25% para todos los
analitos en orina.

Especificidad y selectividad: Todos los analitos cumplieron los
criterios de identificacion inequivoca en presencias de [0s
siguientes interferentes: benzoilecgonina, cocaina, cocaetileno,
carboxy-delta-9-THC, hidroxy-delta-9-THC, delta-9-THC, morfina,
codeina, monoacetilmorfina, cafeina, ketamina, lidocaina, pro-
caina, EDDP. metadona. Ademas en cada uno de los analisis de
muestras de rutina, se evalud un control multicomponente de
benzodiacepinas para verificar la identificacion correcta de los
analitos.

Tolerancias permitidas en la abundancia relativa de los iones
Todos los iones producto con una abundancia relativa mayor
al 10% respecto al pico base, cumplieron con los rangos de
tolerancia maximos permitidos por la Agencia Internacional de

Antidopaje (WADA)

En esta metodologia se utiliza la interfase ESI que presento
buena sensibilidad para los bajos niveles de deteccion que se
requieren en las muestras forenses. Todas las benzodiacepinas
se ionizaron con polaridad positiva. El poco tiempo de corrida
es posible gracias al uso de la columna C8 que es suficiente-
mente retentiva aln para compuestos polares. Se utilizaron
estandares internos deuterados para tratar de compensar el
efecto de i6n supresion observado en analisis en equipos LC/
MS/MS.

Conclusion: Se ha desarrollado un método robusto y especifi-
co para la deteccion de bajos niveles de concentracion de diez
de las benzodiacepinas y metabolitos mas frecuentemente
encontradas en muestras de sangre y orina de interés forense,
combinando la extraccion QUEChERS y LC/MS/MS mediante el
uso de un Cromatografo liquido Thermo Scientific con tram-
pa de iones. Ha sido validado con resultados satisfactorios
en cuanto a limite de deteccion, selectividad, especificidad y
repetibilidad. Esta metodologia se utiliza de forma
rutinaria en nuestro laboratorio a partir del ano 2015 y repre-
senta un avance significativo en cuanto a sensibilidad y efi-
ciencia de los anadlisis de rutina al reemplazar métodos como
la extraccion en fase solida y HPLC utilizados anteriormente.
Es importante destacar que en este método las intensidades
de los iones productos cumplen con los rangos establecidos
en la literatura con respecto a las transiciones primarias o
precursoras.
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Introduccion: L 20 de diciembre de 2013, el poder Legislati-
vo Uruguayo aprobo la ley gue regula la produccion, distribu-
cion y venta del cannabis (Ley N°19172). EL 6 de mayo del 2014
entro en vigencia el decreto reglamentario de la ley y el 18 de
agosto del 2074 el Instituto de Regulacion y Control del Canna-
bis (IRCCA) establecio las especificaciones técnicas que deben
cumplir los dispositivos de control de A9-Tetrahidrocannabinol
(THC), que se utilicen en deteccion en la conduccion y en el
area laboral.

A tal efecto el IRCCA, resuelve que se debe utilizar Unicamente
métodos de deteccion en saliva que sean reactivos al A9-THC
con un limite de corte de 10ng/mL de A9- THC en saliva, con
menos de 20% de reactividad cruzada con otros cannabinoi-
des o sustancias y que posean sensibilidad y especificidad
mayor al 80%. Hasta el momento, solo uno de los point of
care ensayados cumple todos los requisitos del IRCCA pero el
mismo es de alto costo

El objetivo de este trabajo es comprobar la posibilidad de usar
el test de Neogen para A9-THC en saliva de bajo costo que
posee un limite de deteccion de 131Tng/mL

Metodos:

Dado que el kit de Neogen tiene un limite de deteccion mucho
menor al cut-off para THC definido para Uruguay, se propuso
una dilucion 18 de la muestra con el fin de hacer que el punto
de decision coincida con el punto de inflexion de la curva de
calibracion. Las diluciones se realizaron con un buffer especial
(NeoSal Buffer) proporcionado por Neogen

Se obtuvieron muestras de saliva con declaracion negativa de
consumo y de exposicion a cannabis que fueron analizadas
para confirmar su negatividad por GC/MS. Las mismas se uti-
lizaron para preparar soluciones aditivadas con estandar cer-
tificado de A9-THC a las concentraciones de 75,10 y 125 ng/mL.
Las salivas aditivadas fueron diluidas con NeoSal Buffer.

Los ensayos se realizaron en dias distintos, cada dia por dupli-
cado para verificar repetitividad y reproducibilidad.

Conclusiones: La dilucion elegida refleja que el
kit utilizado en estas condiciones es confiable y
se ajusta al proposito de detectar THC en saliva
con un limite de corte de 10ng/mL. La dilucion 1:8
logra que el punto de inflexion de la curva de
calibracion esté cerca del cut-off, la cual es la me-
jor situacion para el uso correcto de un Rit ELISA.
Por lo tanto se logro verificar una técnica alterna-
tiva en saliva que cumple con los requisitos
solicitados del IRCCA



