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RESUMEN (1) (2):

El andlisis de las tres catinonas propuestas (Mefedrona, Metilona y Metilendioxipirovalerona) se ha desarrollado
implementando las condiciones optimas que permitieron su validacidn; en este sentido se lograron valores de LOQ
razonables para poder aplicarlo en muestras reales. La validacion en placenta fue completada mas rapidamente que la del
corddn, la cual ha sido mas laboriosa. La puesta en marcha del equipo de LC-MS/MS (ACQUITY UPLC de la serie H-Class
Espectrometro de masas Xevo® TQ-XS de Waters®), ha permitido resolver el problema de la Mefedrona y la MDPV, pero
con relacion a la Metilona los valores del LOQ y LOD son todavia muy elevados.

Se validé completamente el procedimiento de analisis del THC, CBD, CBN y tres de los metabolitos del THC llevado a cabo
en el cordén umbilical, y se ha finalizado las validaciones en placenta para el Carboxi -THC-COOH. ).

Se ha reevaluado el método para la deteccion de los derivados opidceos; el proceso de mejora consistié basicamente en
obtener unos valores de LOQ inferiores a los descritos en un trabajo publicado previamente, y acortar los procedimientos
de separacion, purificacion y extraccion de las drogas. Este objetivo ha sido conseguido como se desprende de la
publicacién n2 4 en la que incluimos los Opidceos con otros tres grupos de drogas ilicitas, consiguiendo una mejora en los
LOQ’s.

Finalmente toda esta metodologia ha sido aplicada a casos reales procedentes de Hospitales Universitarios. En este sentido
hay que destacar que a partir de estos trabajos iniciados en 2013, las unidades de Neonatologia de los hospitales
universitarios de Galicia remiten a nuestro servicio muestras materno-fetales para el analisis de drogas de abuso y nueva
sustancias psicoactivas.

ABSTRACT (English):

The analysis of the three proposed cathinones (Mephedrone, Methylone and Methylenedioxypyrovalerone) was developed
by implementing the optimal conditions that allowed their validation; in this sense, reasonable LOQ values were achieved
in order to apply them to real samples. Validation in placenta was completed faster than that of the cord, which has been
more laborious. The start-up of the LC-MS/MS equipment (ACQUITY UPLC of the H-Class Mass Spectrometer Xevo® TQ-XS
series from Waters®), has allowed to solve the problem of Mephedrone and MDPV, but in relation to Methylone the LOQ
and LOD values are still very high.

The analysis procedure of THC, CBD, CBN and three of the THC metabolites carried out in the umbilical cord was completely
validated, and the placental validations for Carboxi -THC-COOH have been completed. ).

The method for the detection of opiate derivatives has been re-evaluated; the improvement process consisted basically in
obtaining LOQ values lower than those described in a previously published work, and shortening the procedures for the
separation, purification and extraction of the drugs. This objective has been achieved as can be seen in publication n2 4 in
which we included the Opiates with three other groups of illicit drugs, achieving an improvement in the LOQ''s.

Finally, all this methodology has been applied to real cases from University Hospitals. In this sense, it is important to
highlight that from these works initiated in 2013, the Neonatology units of the University Hospitals of Galicia send to our
service maternal-fetal samples for the analysis of drugs of abuse and new psychoactive substances.

PALABRAS CLAVE (3):
drogas de abuso, cordén umbilical, placenta, meconio, pelo

KEY WORDS (English):
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO Y OBJETIVOS:

El cordon umbilical y la placenta representan unas interesantes matrices alternativas para el estudio de la exposicion a
drogas en el utero. Ambas matrices pueden ser recogidas en el momento del nacimiento, en abundante cantidad, y son
consideradas productos de desecho. Hasta la actualidad muy pocos estudios se han centrado en estas matrices.
Montgomery et al. encontraron buenas correlaciones cualitativas entre meconio y cordén umbilical para cocaina,
metanfetamina, Opioides y cannabinoides, si bien una importante limitacion de este estudio es la elevada proporcion de
casos negativos . Moore et al. y Winecker et al. realizaron sendos estudios sobre la cocaina en cordén umbilical, y
Concheiro et al. sobre la Bupremorfina en esta matriz bioldgica. En relaciéon a la placenta encontramos solamente 6
publicaciones centradas en el consumo de Alprazolam, Mate, Arecolina, Nicotina, Bupremorfina y Metadona,
respectivamente.

Las matrices procedentes del recién nacido (meconio), o tomadas en el momento del parto (placenta, cordon umbilical)
ademas de poder informar acerca del consumo de drogas por parte de la madre a lo largo del embarazo y la exposicion
fetal, podrian aportar informacion acerca del grado o intensidad de dicha exposicion, y segun las concentraciones halladas,
pronosticar la evolucidn clinica del recién nacido. En este sentido, en la bibliografia encontramos algunos estudios
realizados en meconio (dos en placenta y uno en cordén umbilical. Debido a los hallazgos prometedores pero todavia muy
preliminares sobre la utilidad de estas matrices en el diagnéstico de la exposicion intra-utero a sustancias de abuso deberia
llevarse a cabo nuevas investigaciones en este tema. Con esto se contribuira a mejorar el conocimiento de este
preocupante problema de salud publica, y a mejorar asi la calidad de vida de los nifios expuestos a NPS, Cannabis y
Opiaceos durante la gestacion.
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Objetivos

1. Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la determinacion del consumo de NPS incluyendo

los siguientes compuestos : Mefedrona, metilona y metilenedioxipirovalerona
2. Ademds se desarrollaran y validaran métodos analiticos para la determinacidn del tetrahidrocannabinol
(principal componente del cannabis) y sus correspondientes metabolitos Una vez desarrollados ambos
métodos, de elevada sensibilidad y especifidad, se emplearan en el andlisis de muestras de placenta,
cordén umbilical y meconio, y cuando sea posible el pelo de la madre
3. Se desarrollardn y validaran métodos analiticos para la determinacién del consumo de opiaceos,
incluyendo los siguientes compuestos : 6-monoacetiimorfina (marcador del consumo de heroina),
morfina y codeina . Asi como la metadona y su principal metabolito 2- ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine  (EDDP).
4. La técnica empleada para realizar estas determinaciones seran preferentemente la cromatografia de
liquidos acoplada a la espectrometria de masas (LC-MSMS).
5. Los principales compuestos detectados en las muestras de placenta y de corddn umbilical serdn los
metabolitos de las sustancias a estudiar, opidceos y cannabis
6. Los metabolitos con .caracteristicas mds apolares predominaran en la placenta, y los mds polares en
el cordén umbilical
Otro objetivo consistia en recopilar, analizar y difundir informacién actualizada acerca de la farmacologia y toxicologia de
drogas sintéticas de reciente aparicion, haciendo énfasis en el conocimiento del mecanismo molecular de accién para
varias catinonas, las denominadas "bath salts". Para ello Cristian Jiménez se desplazé a Baltimore (USA) durante 3 meses y
estuvo trabajando en el grupo del NIDA, Designer Drug Research Unit (DDRU), bajo la direccion de Michael H.Baumann.

METODOLOGIA Y DESARROLLO DEL PROYECTO. ANALISIS ESTADISTICO :
Desarrollo y validacién de los métodos analiticos

Recursos necesarios:

Medios materiales: instrumental del laboratorio para la manipulacion, extraccion y procesado de muestras bioldgicas;
robot de extraccion en fase sdlida; evaporador de nitrégeno; 2 equipos de cromatografia liquida de alta resolucién
acoplados a un espectrémetro de masas en tandem (LC-MS/MS).

Puesta a punto de los métodos analiticos mediante LC-MS/MS que permita la determinacién de los compuestos de interés
en las muestras de meconio, placentay cordén umbilical.

Los compuestos de interés seran: Mefedrona, metilona, metilenedioxipirovalerona, 6- monoacetilmorfina (marcador del
consumo de heroina), morfina y codeina, en lo que respecto a los derivados del opio, asi como la metadona y su
principal metabolito 2-ethylidene-1 ,5-dimethyl-3 ,3-diphenylpyrrolidine (EDDP)

Ademas se desarrollaran y validaran métodos analiticos para la determinacion del A-9- tetrahidrocannabinol (principal
componente del cannabis) y sus correspondientes metabolitos. Validacion de los métodos analiticos desarrollados segun
las directrices de la FDA y de la Unién Europea.

Estancia en el DDRU (NIDA).

Ensayos de liberacion e inhibicion de la recaptacion de neurotransmisores (noradrenalina, serotonina y dopamina) In Vitro
Compuestos estudiados: MDMA, MDPV, MDPBP, MDPPP, a-PVP, a-PPP, a-PHP, a-PBP, cocaina y 5 compuestos con
estructura de fenilaminas procedentes de una base de datos del NIH (National Institute of Health) denominada PAL
(PhenilAmine Library), llamados PAL 60, PAL 307, PAL 577, PAL 875 y PAL 1025.

Obtencion de los sinaptosomas

Obtencion del tejido celular

Microdialisis in vivo para el estudio de compuestos estimulantes con actividad psicomotora

Compuestos estudiados: MDMA y MDPV.

Duracién de la estancia:

3 meses (ABRIL, MAYO Y JUNIO DE 2017)

PRINCIPALES RESULTADOS:

Al objeto de establecer un elemento comparativo con el meconio, se desarrollé y validé un método para la deteccion de
catinonas sintéticas y piperazinas en meconio. La metilona, fluorometanfetamina, mefedrona, mCPP, MDPV y TFMPP se
validan cuantitativamente. Mientras que la fluorometcatinona y mecedrona sélo se validan cualitativamente. También se
determina la presencia de trazodona y fenazona para diferenciar entre presencia licita o ilicita del mCPP (droga ilegal pero
también metabolito de dichos farmacos), estos compuestos también se validan sélo cualitativamente. Este apartado ha
constituido una publicacion que figura en el apartado de publicaciones :

A LC-MS/MS method for the determination of common synthetic cathinones in meconium

Lopez-Rabuiial, Angela; Lendoiro, Elena; Concheiro, Marta; Lopez-Rivadulla, Manuel; Cruz, Angelines; de-Castro-Rios, Ana
Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences (2019), 1124, 349-355
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Como consecuencia de la estancia en el NIDA, fue publicado el siguiente trabajo en el que figura Cristian Jimenez:

The abuse-related effects of pyrrolidine-containing cathinones are related to their potency and selectivity to inhibit the
dopamine transporter

Brenda M. Gannon, Michael H. Baumann, Donna Walther, Cristian Jimenez-Morigosa, Agnieszka Sulima, Kenner C. Rice &
Gregory T. Collins Neuropsychopharmacology volume 43, pages2399-2407 (2018)

DISCUSION:

El objetivo 1 relacionado con la placenta y el cordén umbilical se ha desarrollado normalmente con la implementacion de
las condiciones 6ptimas para el analisis de las tres catinonas propuestas. La validacién en placenta fue completada en
pasado afioy la del corddn ha sido mas laboriosa. El uso de un equipo mas sensible situado en el Servicio Central de la USC
dio resultado para la validacion cuantitativa, y solo lo habiamos conseguido a nivel cualitativo para la mefedrona y la
MDPV. La puesta en marcha del equipo de LC-MS/MS (ACQUITY UPLC de la serie H-Class Espectrometro de masas Xevo®
TQ-XS de Waters®), ha permitido resolver el problema de la Mefedrona y la MDPV, pero con relaciéon a la Metilona los
valores del LOQ y LOD son todavia muy elevados. Incluimos en la tabla los valores, pero reconociendo que son
insuficientes. Esto indica que se debe de abordar de nuevo el método

El Objetivo 2 se ha logrado enteramente para el caso del cordén umbilical, tal y como figura en la publicacién n2 2; en este
sentido se validé completamente el procedimiento de analisis del THC, CBD, CBN y tres de los metabolitos del THC llevado
a cabo en el cordéon umbilical, y se ha finalizado las validaciones en placenta para el Carboxi(THC-COOH). Siguen
pendientes los relacionados con el hidrox i(THC-OH) y el glucuronido con los que no hemos conseguido hacerlo de manera
cuantitativa

APLICABILIDAD E IMPACTO SOCIO-SANITARIO DEL PROYECTO:

Los métodos analiticos que se han generado con este proyecto para la determinacion de las drogas sefialadas, se estan
aplicando en la realidad hospitalaria, como complemento al diagndstico en las unidades de Neonatos. Asi, desde los
Centros Hospitalarios Universitarios de Vigo (Hospital Alvaro Cunqueiro), y Complejo Hospitalario de Santiago de
Compostela, se remiten de manera rutinaria al Laboratorio muestras de meconio para llevar a cabo la investigacion de la
incidencia de exposicion intradtero. En la tabla siguiente aparecen reflejados los casos realizados en ambos hospitales
durante los afios 2018 y 2019:

COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE SANTIAGO COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE VIGO
DE COMPOSTELA (CHUS) (CHUVI)

N2 casos 2018 N2 casos 2019 N2 casos dia hoy | N2 casos 2018 N2 casos 2019 N2 casos dia de hoy

19 29 19 27 36 18

Asimismo se han incorporado al proceso de remision de muestras dos hospitales mas en Complejo Hospitalario de Ourense
y el de Ferrol

PUBLICACIONES CIENTIFICAS GENERADAS (4):

LC-MS/MS method for the determination of antidepressants and benzodiazepines in meconium
Lopez-Rabuiial A; Lendoiro E; Lopez-Rivadulla M; Cruz A; de-Castro-Rios A; Concheiro M

J Anal Toxicol. 2020 Feb 12. pii: bkaa012. doi: 10.1093/jat/bkaa012. [Epub ahead of print]

A LC-MS/MS method for the determination of common synthetic cathinones in meconium
Lopez-Rabuiial, Angela; Lendoiro, Elena; Concheiro, Marta; Lopez-Rivadulla, Manuel; Cruz, Angelines; de-Castro-Rios, Ana
Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences (2019), 1124, 349-355

Detection of in utero ethanol exposure via ethyl glucuronide and ethyl sulfate analysis in umbilical cord and placenta
Hanna, Jennifer; Lendoiro, Elena; de Castro, Ana; Gonzalez-Colmenero, Eva; Concheiro-Guisan, Ana; Penas-Silva, Patricia;
Macias-Cortina, Manuel; Cruz-Landeira, Angelines; Lopez-Rivadulla, Manuel; Concheiro-Guisan, Marta

Forensic Toxicology (2019), 37(1), 90-103

Detection of in utero cannabis exposure by umbilical cord analysis.
Kim, Jiyoung; de Castro, Ana; Lendoiro, Elena; Cruz-Landeira, Angelines; Lopez-Rivadulla, Manuel; Concheiro, Marta.
Drug Testing and Analysis (2018), 10(4), 636-643.

Development and validation of a liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for the determination of
nicotine and its metabolites in placenta and umbilical cord

Paniagua-Gonzalez, Lucia; Jimenez-Morigosa, Cristian; Lendoiro, Elena; Concheiro, Marta; Cruz, Angelines; Lopez-Rivadulla,
Manuel; de Castro, Ana
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Drug Testing and Analysis (2018), 10(8), 1305-1314

Development and validation of a liquid chromatography tandem mass spectrometry method for the determination of
cannabinoids and phase | and Il metabolites in meconium.

Pablo Prego-Meleiro, Elena Lendoiro, Marta Concheiro, Angelines Cruz, Manuel Lépez-Rivadulla, Ana de Castro.

Journal of Chromatography A, (2017) Vol.1497(12), Pages 118-126.

Bioanalysis for cocaine, opiates, methadone and amphetamines exposure detection during pregnancy

Concheiro, Marta; Lendoiro, Elena; de Castro, Ana; Gonzalez-Colmenero, Eva; Concheiro-Guisan, Ana; Penas-Silva, Patricia;
Macias-Cortina, Manuel; Cruz-Landeira, Angelines; Lopez-Rivadulla, Manuel

Drug Testing and Analysis (2017), 9(6), 898-904.

Presentacion al SOFT/TIAFT 2017 Annual Meeting Boca Rat6n (USA) 9-14 Setiembre*, del trabajo:

LC-MS/MS Determination of Cannabis and metabolites in nails and hair. Analysis of real specimens from Cannabis users.
Comunicacion Oral presentada por A. de Castro.

* Como consecuencia del temporal que en esas fechas se desaté en Florida, el Meeting se celebr6 en Enero de 2018

Presentacion en la 56th Conference of The Internatonal Association of Forensic Toxicologists (TIAFT 2018 Conference) 2018
Annual Meeting Gante (Bélgica) 26-30 Agosto.

Determination of EtG and EtS in umbilical cord to detect alcohol exposure during pregnancy

Comunicacion Oral presentada por A. de Castro.

Presentacion en el 24 meeting de la Society of Hair Testing(SOHT). International Congress of Analytical and Clinical
Toxicology 2019 Annual Meeting Lille (Francia).22-24 Mayo.

Detection of benzodiazepines and antidepressants consumption during pregnancy: maternal hair vs meconium.
Comunicacion Oral presentada por Elena Lendoiro

Presentacion en la 57th Conference of The Internatonal Association of Forensic Toxicologists (TIAFT 2019 Conference)
Annual Meeting Birmingham (UK) 2-6-Septiembre.

Tobacco markers in meconium, maternal interview and neonatal outcomes

Comunicacion Oral presentada por A. de Castro.

Presentacion en el 1ST Iberian meeting in Separation Sciences & Mass Spectrometry Meeting Santiago de Compostela
(Espafia). 8-11 Octubre 2019

Determination of syntethic cathinones in meconium by LC-MS/MS.

Comunicacion Oral presentada por A. de Castro.

PRESENTACION DE RESULTADOS (CONGRESOS, JORNADAS Y ACTIVIDADES DE DISEMINACION

CIENTIFCA Y TECNICA):

Participacion como Ponente en el | Congreso Internacional sobre Cannabis y sus derivados: Salud, Educacion y Ley,
celebrado en Catoira el 24 y 25 de Noviembre de 2017.

Titulo de la Ponencia: Utilidad de los valores del THC en muestras bioldgicas para evaluar los efectos del cannabis. Ponente:
M, Lépez-Rivadulla.

Participacion como Ponente en el | Congreso Internacional de medicina Legal: celebrado en Coimbra el 21,22 y 23 de
Noviembre de 2019.

Titulo de la Ponencia: La muestras alternativas en la deteccion de drogas de abuso y alcohol. Ponente: M, Lépez-Rivadulla

PATENTES Y MODELOS DE UTILIDAD (en su caso) :

No se ha generado actividad en este ambito
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Patricia; Macias-Cortina, Manuel; Cruz-Landeira, Angelines; Lopez-Rivadulla, Manuel
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Clinical Biochemistry (2016), 49(13-14), 1092-1095. DOI:10.1016/j.clinbiochem.2016.04.007
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NOTAS:

(1): Este resumen esta dirigido a dar a conocer los aspectos sustanciales de los proyectos
financiados por la Delegacion del Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas tanto a la
poblacién general como a profesionales, a través de su publicacidn en la pagina web del
Ministerio de Sanidad. Procure ser conciso en las exposiciones. Incluya las graficas y tablas
que considere oportunas. En el caso de precisar otro tipo de informacion (audiovisuales,
archivos de datos, etc.), consulte con el érgano instructor para valorar procedimiento de
difusion.

(2): Maximo 500 palabras.
(3): Utilice como fuente el Medical Subjects Headings, MeSH, del Index Medicus.

(4) Se recomienda seguir los Requisitos de Uniformidad del Comité Internacional de
Directores de Revistas Médicas conforme a las normas de la US National Library of
Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/books/NBK7256/?amp=&depth=2).



