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ABSTRACT

Currently, urine and blood are the only matrices authorized for antidoping testing by the World Anti-Doping Agency
(WADA). Although the usefulness of urine and blood is proven, issues remain for monitoring some drug classes and
for drugs prohibited only in competition. The alternative matrix oral fluid (OF) may offer solutions to some of these
issues. OF collection is easy, noninvasive, and sex neutral and is directly observed, limiting potential adulteration, a
major problem for urine testing. OF is used to monitor drug intake in workplace, clinical toxicology, criminal justice,
and driving under the influence of drugs programs and potentially could complement urine and blood for antidoping
testing in sports. This review outlines the present state of knowledge and the advantages and limitations of OF testing
for each of the WADA drug classes and the research needed to advance OF testing as a viable alternative for
antidoping testing. Doping agents are either prohibited at all times or prohibited in competition only. Few OF data from
controlled drug administration studies are available for substances banned at all times, whereas for some agents
prohibited only in competition, sufficient data may be available to suggest appropriate analytes and cutoffs (analytical
threshold concentrations) to identify recent drug use. Additional research is needed to characterize the disposition of
many banned substances into OF; OF collection methods and doping agent stability in OF also require investigation
to allow the accurate interpretation of OF tests for antidoping monitoring.

INTRODUZIONE WADA ¢& stato istituito nel 2003, con lo scopo di
armonizzare i regolamenti antidoping tra le varie
discipline sportive (2). Il codice viene sottoposto a
revisione periodica ogni 4 anni.

La lista delle sostanze proibite, pubblicata ogni anno a
partire dal 2004, raccoglie I'elenco delle sostanze e dei
metodi vietati per doping (3). In questo elenco le sostanze
sono suddivise in 3 categorie: sostanze il cui utilizzo &

sempre vietato, sostanze vietate solo durante la

Per secoli gli atleti hanno utilizzato il “doping” con lo
scopo di aumentare le proprie prestazioni sportive (1). Gli
atleti dell’antica Grecia bevevano pozioni stimolanti e
mangiavano cibi speciali per fortificarsi prima di
partecipare a un evento sportivo. Nel XIX secolo gli atleti
praticanti sport di resistenza assumevano stimolanti quali
cocaina e caffeina per migliorare la propria prestazione

sportiva. Nel 1928, I'Associazione Internazionale delle
Federazioni di Atletica Leggera (IAAF) ha messo al bando
I'assunzione di qualunque stimolante, sebbene i primi
controlli antidoping siano stati predisposti solo a partire
dal 1966, quando furono introdotti dall’'Unione Ciclistica
Internazionale (UCI) e dalla Federazione Internazionale
del Calcio (FIFA). A seguito dello scandalo scoppiato al
Tour de France del 1988, il Comitato Olimpico
Internazionale (ClO), responsabile dei controlli
antidoping, ha indetto la prima conferenza internazionale
sul doping nello sport e ha istituito la WADA (“World Anti-
doping Agency”, Agenzia Mondiale Anti-Doping). Il codice

competizione sportiva e sostanze vietate solo in
particolari sport. Queste 3 categorie sono a loro volta
suddivise in classi sulla base delle caratteristiche
chimico-fisiche e biologiche delle sostanze vietate.

Fino ai giochi olimpici di Lillehammer nel 1994,
quando fu deciso per la prima volta di analizzare campioni
di sangue con lo scopo di rilevare le trasfusioni illecite, i
controlli antidoping venivano effettuati utilizzando
esclusivamente campioni di urina. L'urina € una matrice
biologica che pud essere raccolta in maniera semplice e
non invasiva, disponibile in quantita tali da permettere
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'esecuzione di analisi molteplici e contiene
principalmente i metaboliti del principio attivo assunto,
offrendo cosi una piu elevata finestra temporale di
rilevabilita analitica rispetto alla sostanza parente. La
matrice urinaria, tuttavia, presenta alcuni svantaggi: pud
essere facilmente adulterata o diluita, pud essere raccolta
con difficolta dopo una gara a causa della disidratazione
che interviene dopo uno sforzo fisico e pud presentare
una finestra di rilevabilita troppo ampia per le sostanze il
cui utilizzo € vietato solo in gara. Le sostanze vietate solo
in gara (classe doping S6-S9), infatti, possono
effettivamente avere nelle urine un’ampia finestra di
rilevabilita: & il caso ad esempio dei cannabinoidi rilevabili
nelle urine dei fumatori cronici di cannabis (4). Il A9-
tetraidrocannabinolo (THC), il principio psicoattivo della
cannabis, viene metabolizzato a 11-nor-9-carbossi-A9-
tetra-idrocannabinolo (THCCOOH), un metabolita inattivo
che puo essere escreto nelle urine di un fumatore cronico

Tabella 1.

fino a 30 giorni (o piu) dallassunzione della cannabis,
mentre nel fumatore occasionale pud essere rilevato, con
un cut-off di 15 pg/L, fino a ~5 giorni dopo aver utilizzato
cannabis. Pertanto, la disponibilita di una matrice
alternativa all’'urina, con tempi di rilevabilita piu brevi,
potrebbe stabilire con piu accuratezza se l'uso di tali
principi attivi & effettivamente avvenuto durante la
competizione sportiva.

L'utilizzo del sangue per la ricerca di principi attivi
vietati per doping richiede un prelievo invasivo e, inoltre,
i procedimenti analitici sono piu complessi rispetto a
quelli richiesti per le urine a causa dei costituenti proteici
e degli elementi corpuscolati presenti nel sangue. Nei
laboratori antidoping solitamente si utilizza il sangue per
ricercare quelle sostanze, come I'ormone della crescita
(hGH), non rilevabili nelle urine. Il passaporto biologico
dell’atleta (ABP) controlla nel tempo in modo seriale i
parametri del sangue di un atleta. Le misurazioni ripetute

Principali vantaggi, limiti e informazioni mancanti nell’analisi per la ricerca di principi attivi nella saliva

Vantaggi

Limiti

Informazioni
mancanti

Raccolta del
campione

Analisi della saliva

Sostanze il cui
utilizzo € sempre
vietato

Sostanze il cui
utilizzo ¢ vietato in
competizione

Prelievo facile, non invasivo; non
necessario tutelare la “privacy” o
la diversita di genere dell’atleta.

| principi attivi principali si
concentrano nella saliva; la
sostanza parente &
frequentemente rilevabile.

Gli steroidi endogeni e gli ormoni
peptidici sono rilevabili nella saliva;
le concentrazioni nella saliva
correlano meglio con quelle
rilevate nel sangue rispetto a
quelle rilevate nelle urine.

Diverse sostanze sono gia state
accuratamente studiate; la finestra
di rilevabilita & breve, le
concentrazioni di tali sostanze
correlano bene con quelle rilevate
nel sangue.

Variabilita inter- e intra-dispositivo
di raccolta del campione per
quanto riguarda il recupero del
principio attivo, la sua stabilita, il
volume di saliva raccolto. Una
bocca asciutta pud ridurre la
quantita di campione raccolto. La
stimolazione della produzione di
saliva puo influenzare i risultati
degli esami.

Pochi i dati disponibili relativi alla
stabilita degli analiti; il volume di
raccolta & scarso rispetto all’'urina;
possibili problemi strumentali a
causa del tampone utilizzato nella
fase di raccolta della saliva.

Incapacita di differenziare tra la
produzione endogena e
'assunzione esogena; calcolo del
rapporto T/E nella saliva
irrilevante; attivita enzimatica nelle
ghiandole salivari; la finestra di
rilevabilita puo essere troppo breve
per gli steroidi sintetici.

| principi attivi che si comportano
come basi deboli sono sensibili
alle variazioni di pH della saliva;
per i glucocorticosteroidi occorre
tenere presente I'attivita
enzimatica delle ghiandole salivari.

Manca una procedura
standardizzata per la raccolta del
campione.

E’ necessario sviluppare
metodiche analitiche in LC-MS o
GC-MS in grado di rilevare piu
analiti contemporaneamente; &
necessario condurre studi di
stabilita su tutti gli agenti dopanti.

Per la maggior parte di queste
sostanze mancano dati di
predisposizione; occorre valutare il
grado di contaminazione della saliva
quando i principi attivi sono assunti
tramite spray; sono necessari studi
di somministrazione controllata.

Mancano informazioni riguardo i
glucocorticosteroidi sintetici;
occorre valutare la possibilita di
contaminazione della saliva
quando le sostanze (ad esclusione
dei cannabinoidi) sono assunte
tramite spray; sono necessari studi
di somministrazione controllata.
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LC-MS, cromatografia liquida-spettrometria di massa; GC-MS, gas cromatografia-spettrometria di massa; T/E, rapporto
testosterone/epitestosterone.
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dei parametri ematologici fanno si che gli atleti possano
essere utilizzati come controlli di sé stessi: in tal modo si
riduce la variabilita e si migliora I'individuazione di casi di
doping (5).

Le matrici biologiche alternative al sangue e all’'urina
permettono di ottenere informazioni uniche riguardo il
consumo di droghe e negli ultimi 20 anni il loro utilizzo &
stato riconosciuto e accettato in ambito tossicologico,
clinico e forense (6). Tuttavia, prima di poter riconoscere
la validita dell'utilizzo di una nuova matrice biologica
nell'antidoping, occorre effettuare ricerche che mettano a
confronto i vantaggi e i limiti della nuova matrice rispetto
al sangue e alle urine, a causa delle molteplici
problematiche che accompagnano questo tipo di
cambiamenti.

In questa rassegna sara discusso in maniera critica lo
stato dell’'arte delle conoscenze riguardo l'utilizzo della
saliva negli esami antidoping effettuati per ciascuna
classe di sostanze vietate, nonché i vantaggi e i limiti
derivanti dalluso di tale matrice (Tabella 1). Occorre
infatti mettere in luce I'eventuale carenza di informazioni
e le ricerche che si rendono necessarie affinché la saliva
possa essere considerata come una valida matrice
alternativa al sangue e all’'urina negli esami antidoping.

IL PASSAGGIO DI SOSTANZE
FARMACOLOGICAMENTE ATTIVE DAL
SANGUE ALLA SALIVA

Il passaggio di sostanze farmacologicamente attive
dal sangue alla saliva pud avvenire in diversi modi che
dipendono soprattutto dalle proprieta chimico-fisiche
delle diverse molecole (PM, pKa, legame con le
proteine, liposolubilita) (7). La diffusione passiva
consiste nel passaggio attraverso la membrana cellulare
di molecole generalmente lipofile, di piccole dimensioni
(<500 Da) e non coniugate, secondo un gradiente di
concentrazione. La maggior parte delle sostanze
farmacologicamente attive, a eccezione, tra gli agenti
dopanti, dei peptidi o delle proteine, passa dal sangue
alla saliva mediante diffusione passiva. Tuttavia, i
metaboliti piu polari tuttavia, quali i coniugati solfati e
glucuronidi, diffondono scarsamente nella saliva
mediante diffusione passiva e pertanto sono presenti in
questa matrice in concentrazioni piu basse rispetto alla
sostanza parente. | composti a elevato PM possono
legarsi a proteine transmembrana e diffondere nella
saliva mediante trasporto attivo con consumo di energia
(8). Piccole molecole (<100 Da), come lI'etanolo,
possono diffondere attraverso pori della membrana
cellulare mediante ultrafiltrazione; le molecole piu grandi
(fino a 1900 Da) e i coniugati solfati e glucuronidi
possono anch’essi diffondere per ultrafiltrazione, ma le
concentrazioni di tali molecole nella saliva sono basse.

E’ possibile che la mucosa orale e la saliva siano
grossolanamente contaminate dal fumo di tabacco o
dell’assunzione di farmaci per via nasale o orale (9, 10).
Il pH della saliva, generalmente tra 5 e 7, € un fattore in
grado di influenzare significativamente la concentrazione
di un principio attivo. Soltanto le molecole non ionizzate

attraversano la membrana tra il sangue e le ghiandole
salivare, stabilendo un equilibrio tra i due compartimenti.
Tuttavia, a livelli di pH piu bassi, le molecole basiche si
ionizzano, spostando I'equilibrio verso una piu elevata
concentrazione nella saliva: tale fenomeno € conosciuto
con il nome di “ion trapping” (intrappolamento dello
ione). Stimolare la salivazione pud portare a un
incremento del pH fino a 8 a causa di un aumento delle
concentrazioni di bicarbonato, con riduzione dello “ion
trapping” (7). Questo fenomeno potrebbe avere
implicazioni pratiche per gli esami antidoping perché
molti agenti dopanti sono basi deboli con valori di pKa
<8,5. Un abbassamento del pH salivare, ottenuto
mediante stimolazione della salivazione con gomma da
masticare o con acido citrico prima raccolta del
campione, potrebbe diminuire le concentrazioni salivari
di molecole basiche con il risultato di generare risultati
falsi negativi. Per i composti basici con pKa >8,5, per
quelli acidi con pKa <5,5 o per i composti neutri, un
cambiamento di pH salivare ha poco effetto sulle loro
concentrazioni salivari, perché la percentuale di principio
attivo presente come forma ionizzata o neutra rimane
invariata per piccole variazioni di pH.

SOSTANZE VIETATE SOLO IN COMPETIZIONE

L'obiettivo di un esame antidoping che debba
individuare sostanze il cui utilizzo & vietato solo in
competizione, € quello di rilevare I'uso recente di un
principio attivo. Poiché & richiesta una corta finestra di
rilevabilita di questi principi attivi al fine di evitare
I'identificazione di sostanze assunte troppo tempo prima
della competizione sportiva, i campioni biologici sono
raccolti appena dopo il termine della gara. Uno dei
principali vantaggi nell'utilizzo della saliva negli esami
antidoping ¢ legato alla capacita di stabilire quali analiti
e cut-off possano fornire una breve finestra di rilevabilita,
come mostrato nella Tabella 2, dove sono riassunti
diversi studi controllati di somministrazione di sostanze
vietate per doping. La maggior parte delle sostanze
vietate solo in competizione sono droghe d’abuso illecite
per le quali & stata ben caratterizzata la farmacocinetica
nella matrice salivare.

Stimolanti (S6)

Gli stimolanti, con l'eccezione dei derivati topici
dell'imidazolo e di quelli inseriti nel programma di
monitoraggio WADA, sono vietati in competizione e sono
ricercati nelle urine in concentrazioni dell’'ordine di ug/L.
| 5 stimolanti piu frequentemente rilevati negli esami
antidoping  effettuati nel 2011 sono  stati
metilexaneamina, anfetamina (AMP), cocaina,
metilfenidato ed efedrina (11).

La presenza di cocaina in saliva e plasma ¢ stata
valutata a seguito di una somministrazione controllata
per via endovenosa di 15 e 40 mg di sostanza a un
intervallo di 48 ore tra una somministrazione e l'altra
(12). Utilizzando un’analisi in gas cromatografia-
spettrometria di massa (GC-MS) e con un limite di
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Tabella 2

Concentrazioni del principio attivo nella saliva dopo somministrazione controllata

Classe
doping

Principio
attivo

Modalita di
assunzione

Dose

Durata dei
tempi di
raccolta della
saliva (metodo
di raccolta)

Analiti

LOQ
(metodo)

Finestra di
rilevabilita
(cut-off)

Riferimento
bibiliografico

S6: Cocaina
Stimolanti

15e40mg e

25 mg e.v.

32 mg Intranasale

42 mg Aspirazione

Fino a 2 g/die Orale
per 16 giorni

75mg/70 kg Sottocutanea
di peso
corporeo

5 ore (getto
di saliva)

12 ore (getto
di saliva)

12 ore (getto
di saliva)

12 ore (getto
di saliva)

120 ore
(getto di
saliva)

48 ore (getto
di saliva)

Cocaina

Cocaina,
BEG

Cocaina,
BEG

Cocaina,
BEG

Cocaina,
BEG

Cocaina,
BEG, EME

150 mg/70 kg Sottocutanea 48 ore (getto Cocaina,

di peso
corporeo
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di saliva)

BEG, EME

5ugll
(GC-MS)

1 uglL
(GC-MS)

1 uglL
(GC-MS)

1 uglL
(GC-MS)

1 uglL
(GC-MS)

2,5 uglL
(GC-MS)

2,5 uglL
(GC-MS)

5 ore (LOQ)

Cocaina, 5 ore;
BEG, 7 ore (8
ug/L DHHS)

Cocaina, 6 ore;
BEG 9ore (8
ng/L DHHS)

Cocaina, 4 ore;
BEG 5ore (8
ng/L DHHS)

Cocaina, 21 ore;
BEG, 50 ore (8
ng/L DHHS)

Cocaina, 11,5
ore (LOQ); 8
ore (8 png/L
SAMSHA); 8
ore (10 pg/L
DRUID)

BEG, 32 ore
(LOQ); 28 ore
(8 ug/L
SAMSHA); 28
ore (10 ug/L
DRUID)

EME, 28 ore
(LOQ); 24 ore
(8uglL
SAMSHA); 24
ore (10 ug/L
DRUID)

Cocaina, 11,5
ore (LOQ); 8
ore (8 ng/L
SAMSHA); 8
ore (10 ng/L
DRUID)

BEG, 32 ore
(LOQ); 28
ore (8 ng/L
SAMSHA);
28 ore (10
ng/L DRUID)

EME, 28 ore
(LOQ); 24
ore (8 ng/L
SAMSHA);
24 ore (10
ug/L DRUID)

(12)

(13)

(13)

(13)

(13)

(14)

(14)
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Tabella 2 (segue)

S6: MDMA
Stimolanti

S6: METH
Stimolanti

S6: PE
Stimolanti

3 mg

1 mg/kg di
peso
corporeo

1,6 mg/kg di
peso
corporeo

10 mg

20 mg

60 mg

120 mg

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

48 ore
(dispositivo
Salivette)

143 ore
(getto di
saliva)

143 ore
(getto di
saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore
(dispositivo
Salivette)

24 ore
(dispositivo
Salivette)

Cocaina,
EME, BEG

MDMA, MDA,
HMA, HMMA

MDMA, MDA,
HMA, HMMA

METH, AMP

METH, AMP

PE, catina

PE, catina

10 uglL
(GC-MS)

MDMA/MDA,
5 ug/L
(GC-MS);
HMMA/HMA,
10 png/L
(GC-MS)

MDMA/MDA,
5pg/L
(GC-MS);
HMMA/HMA,
10 pg/L
(GC-MS)

2,5 ug/L
(GC-MS)

2,5 ug/L
(GC-MS)

5nug/L
(GC-MS)

5ug/L
(GC-MS)

Cocaina, 1
ora; EME, 3
ore; BEG, 10
ore (LOQ)

MDMA, 36,5
ore (LOQ); 23
ore (50 pg/L
SAHMSA);
23 ore (25
ug/L DRUID)

MDA, 23 ore
(LOQ); 13 ore
(50 pglL,
SAHMSA);

13 ore (25
ng/L DRUID)

HMA e
HMMA non
misurabili

MDMA, 47
ore (LOQ); 29
ore (50 pg/L,
SAHMSA);
43 ore (25
ng/L DRUID)

MDA, 39 ore
(LOQ); 15 ore
(50 pglL,
SAHMSA);
23 ore (25
ng/L DRUID)

HMA e
HMMA non
misurabili

METH, 24
ore (LOQ);
11,5 ore (50
ug/L METH +
AMP 2LOQ
SAMSHA)

METH, 24
ore (LOQ);
11,5 ore (50
ng/L METH +
AMP 2LOQ
SAMSHA)

PE, 12 ore
(LoQy;

catina, non
misurabile

PE, 14 ore
(LOQ);

catina, non
misurabile

biochimica clinica, 2015, vol. 39, n. 4

(15)

(16)

(16)

(7

(a7

(18)

(18)
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Tabella 2 (segue)
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S6:
Stimolanti

S6:
Stimolanti

S6:
Stimolanti

S6:
Stimolanti

S6:
Stimolanti

S6:
Stimolanti

S7:
Narcotici

S7:
Narcotici

S8:
Cannabinoidi
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Modafinil

Seleginina

Crotetamide,
cropropamide

Pentetrazolo

Efedrina

Sibutramina

Morfina

Eroina

Cannabis

100 mg

10 mg

50 mg
ciascuna

100 mg

12 mg

10 mg

10 0 20 mg

12 mg

2,5 mg

10,5 mg

3 mg

12 mg

20 mg

20 mg

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

Orale

i.m.

Intranasale

Aspirazione

Aspirazione

Orale

Orale

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24-48 ore
(dispositivo
Salivette)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

24 ore (getto
di saliva)

5 ore (getto
di saliva)

5 ore
(dispositivo
Quantisal)

Modafinil

Seleginina,
AMP, METH

Crotetamide,
cropropamide

Pentetrazol

Efedrina

Sibutramina

Morfina

Eroina, 6-AM,
morfina

Eroina, 6-AM,
morfina

Eroina, 6-AM,
morfina

Eroina, 6-AM,
morfina

Eroina, 6-AM,
morfina

THC,

THCCOOH,
CBN, CBD,
11-OH-THC

THC,

THCCOOH,
CBN, CBD,
11-OH-THC

5 ng/L (GC-
MS)

Seleginina/
METH, 10
ng/L; AMP, 25
ng/L (GC-MS)

5ug/L
(GC-MS)

10 pg/L
(GC-MS)

10 ng/L
(GC-MS)

10 png/L
(GC-MS)

0,6 ng/L
(RIA)

1 ng/L
(GC-MS)

1 pg/L
(GC-MS)

1 g/l
(GC-MS)

1 g/l
(GC-MS)

1 ng/L
(GC-MS)

THC, CBD,
11-OH-THC:
0,25 ng/L;
CBN, 1 ng/L;
THCCOOH, 5
ng/L (2D-GC-
MS)

THC, CBD,
11-OH-THC:
0,5 uglL;
CBN, 1 pg/L;
THCCOOH,
7,5 ng/L (2D-
GC-MS)

24 ore (LOQ)

Seleginina, 3
ore; METH, 15
ore; AMP, non
misurabile
(LOQ)

24 ore (LOQ)

8 ore (LOQ)

48 ore (LOQ)

Non
misurabile

24 ore (LOQ)

Eroina, 1 ora;
6-AM/morfina,
3 ore (LOQ)

Eroina, 2 ore;
6-AM, 0,5
ore; morfina,
2 ore (LOQ)

Eroina, 24

ore; 6-AM, 2
ore; morfina,
8 ore (LOQ)

Eroina, 5 min;
6-AM, 30 min;
morfina, 2 ore
(LOQ)

Eroina, 12

ore; 6-AM, 4
ore; morfina,
8 ore (LOQ)

THC e
THCCOOH,
5 ore; CBD,
CBN e 11-
OH-THC, non
misurabili
(LOQ)

THC e
THCCOOH,
5 ore; CBD,
CBN e 11-
OH-THC, non
misurabili
(LOQ)

(15)

(15)

(15)

(15)

(15)

(15)

(18)

(20)

(21)

(21)

(21)

(21)

(25)

(26)
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Tabella 2 (segue)

6,8% THC Aspirazione 22 ore (getto THC, THC, CBD, THC, 6 ore 9)
di saliva) THCCOOH, 11-OH-THC: (2png/L
CBN, CBD, 0,25pug/L; SAMSHA);
11-OH-THC CBN, 1pug/L; 6ore (1png/L
THCCOOH, 5 DRUID);
ng/L (2D-GC- THCCOOH,
MS) 6 ore (20
ug/L); CBD, 2
ore (1 ngl/L);
CBN, 4 ore;
11-OH-THC,
non misurabile
(LOQ)
6,8% THC Aspirazione 22 ore THC, THC, CBD, THC, 6 ore (10)
(dispositvo  THCCOOH, 11-OH-THC: (2 pg/L
Quantisal) CBN, CBD, 0,5ug/L; SAMSHA);
11-OH-THC CBN, 1 pg/L; 6ore (1pg/L
THCCOOH, DRUID);
7,5 ng/L (2D- THCCOOH,
GC-MS) 6 ore (20
ng/L); CBD, 4
ore; CBN, 3,5
ore; 11-OH-
THC, non
misurabile
(LOQ)
S8: Miscela di 500 mg Aspirazione 90 ore JWH-018, 0,2 pg/L JWH-018, 19 (30)
Cannabinoidi cannabinoidi (dispositivo  JWH-200, (LC-MS/MS)  ore; JWH-
sintetici RapidEase) JWH-210 200, 3 ore;
JWH-210, 21
ore (LOQ)
S8: AM2201 5mg Orale 25 ore AM2201 0,2 pg/L AM2201, non (30)
Cannabinoidi (dispositivo (LC-MS/MS) misurabile
RapidEase) (LOQ)

S1: Agenti Testosterone 4 x 1,5 mg/kg Transdermico 3 settimane  Testosterone 1,9 ng/L >1 settimana (39)

anabolizzanti di peso (getto di (ELISA) dopo l'ultima
corporeo saliva) somministra-

zione (LOQ)

S1: Agenti Ossimetolone 50 mg Orale 24 ore Ossimetolone 1 ug/L 2 ore (LOQ) (43)

anabolizzanti (metodo non (GC-MS)

riportato)

S1: Agenti Tibolone 2,5mg Orale 1 ora(getto  Tibolone 0,1 ng/L >1 ora (LOQ) (44)

anabolizzanti di saliva) (GC-MS)

P1: Alcol Alcol 1 g/kg di Orale 24 ore etanolo, EtG 4,4 ng/L etanolo, 5,5 (65)
peso (dispositivo (LC-MS/MS) ore; EtG, 11,5
corporeo Statsure) ore (LOQ)

0,5 g/kg di Orale 24 ore etanolo, EtG 4,4 ng/L etanolo, 3,5 (65)
peso (dispositivo (LC-MS/MS) ore; EtG, 3,5
corporeo Statsure) ore (LOQ)

LOQ, limite di quantificazione; GC-MS, gas cromatografia-spettrometria di massa; BEG, benzoilecgonina; DHHS, “Department of Health
and Human Services”; EME, ecgoninametilestere; SAMSHA, “Substance Abuse and Mental Health Services Administration”; DRUID,
“Driving under the influence of drugs, alcohol and medicines”; MDMA, 3,4-metilendiossimetamfetamina; MDA, 3,4-
metilendiossiamfetamina, HMA, 4-idrossi-3-metossiamfetamina; HMMA, 4-idrossi-3-metossimetamfetamina; METH, metanfetamina;
AMP; anfetamina; PE, pseudoefedrina; 6-AM, 6-acetilmorfina; THC, tetraidrocannabinolo; THCCOOH, 11-nor-9-carbossi-A9 THC; CBN,
cannabinolo; CBD, cannabidiolo; LC-MS/MS, cromatografia liquida MS/MS; EtG, etanolglucuronide.
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quantificazione (LOQ) di 5 nug/L, la cocaina nella saliva,
a entrambi i dosaggi, era quantificabile per un periodo di
5 ore, con un’emivita stimata pari a 30 min. Sebbene le
concentrazioni di cocaina nella saliva e nel plasma siano
temporalmente correlate, I'elevata variabilita tra soggetti
preclude la possibilita di predire la concentrazione della
sostanza nel plasma a partire da quella nella saliva.
Dopo che alcuni volontari hanno ricevuto 25 mg di
cocaina per endovena, 32 mg per via intranasale o 42
mg come fumo, sono state loro raccolte saliva e urine
per un periodo, rispettivamente, di 12 e 72 ore (13). Aun
cut-off di 8 pg/L, i tempi medi di rilevabilita nella saliva
della cocaina e della benzoilecgonina (BEG), il principale
metabolita inattivo della cocaina, sono stati di 4-8 ore. |
tempi medi di rilevabilita della BEG nelle urine a cut-off
di 100/150 pg/L sono di oltre 40 ore. In un recente
lavoro, €& stato osservato come dopo una
somministrazione di cocaina sottocute pari a 75 e 150
mg/70 kg di peso, questa era rilevabile nella saliva
(LOQ, 2,5 ng/L) per 11,5 e 17,7 ore, rispettivamente,
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mentre la BEG lo era per 32 e 47 ore e la
ecgoninametilestere (EME) per 28 e 32 ore (Figura 1)
(14). Con I'applicazione di cut-off piu elevati, quali quello
del “Driving under the influence of drugs, alcohol and
medicines” (DRUID) (10 pg/L) e della “Substance Abuse
and Mental Health Services Administration” (SAMHSA)
(8 ng/L), la finestra di rilevabilita della cocaina al
dosaggio piu basso e piu elevato & stata,
rispettivamente, di 8 e 9,8 ore, mentre era di 28 e 32 ore
per BEG e 24 e 26 ore per EME. Sebbene il
monitoraggio accoppiato di cocaina e BEG sia
essenziale per aumentare la finestra di rilevabilita, il
monitoraggio dellEME non contribuisce ad aumentare |l
numero di campioni positivi.

In un altro lavoro, i volontari hanno ricevuto 5 dosi
orali consecutivi di cocaina al giorno per 16 giorni,
secondo uno schema a dosaggio crescente di 25
mg/dose fino al raggiungimento di un dosaggio massimo
cumulativo di 2 g/die (13). Se la cocaina viene assunta
per via orale, & possibile arrivare ad assumerne dosaggi
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Concentrazioni mediane di cocaina, benzoilecgonina e ecgoninametilestere nella saliva e nel plasma dopo somministrazione di una
dose singola di cocaina per via sottocutanea di 75 mg/70 kg di peso corporeo (“low dose”, 19 soggetti per saliva, 17 per plasma) o
di 150 mg/70 kg di peso corporeo (“high dose”, 14 soggetti per saliva, 13 per plasma).

Le barre rappresentano gli scarti interquartili. Le linee tratteggiate indicano i seguenti cut-off: limite di quantificazione (2,5 ug/L),
SAMHSA (8 ug/L) e DRUID (10 ng/L). Riproduzione autorizzata da Scheidweiler et al. (14).
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elevati, ma interrompere la somministrazione quando
sono raggiunti i massimi livelli di sicurezza
cardiovascolare. Le finestre di rilevabilita medie di
cocaina e BEG nella saliva a un cut-off di 8 png/L sono
state, rispettivamente, di 21 e 50 ore, a fronte di una
raccolta del campione (getto di saliva dopo stimolazione
con acido citrico-caramelle aspre) proseguita fino a 120
ore. Nelle urine, utilizzando un cut-off di 100 pg/L, la
finestra di rilevabilita di BEG era di 105 ore. Dopo che
una volontaria ha ricevuto 3 mg di cocaina per via orale,
le finestre di rilevabilita di cocaina, EME e BEG nella
saliva sono state di 1, 3 e 10 ore, rispettivamente,
mentre nelle urine, a un cut-off di 10 ng/L, la finestra di
rilevabilita & stata di 4 ore per la cocaina e 36 ore per
BEG ed EME (15).

A seguito dellassunzione di 1,0 e 1,6 mg/kg di
metilendiossimetamfetamina (MDMA) per via orale, la
sostanza parente e il suo principale metabolita, la 3,4-
metilendiossiamfetamina (MDA), sono state rilevate
nella saliva rispettivamente per 47 e 29 ore, utilizzando |l
cut-off proposto da SAMHSA di 50 pg/L, sebbene il
monitoraggio della molecola sia proseguito fino a 7 giorni
dopo l'assunzione (Figura 2) (16). Questa finestra di
rilevabilita cosi ristretta ha contribuito alla revisione delle
linee guida proposte da SAMHSA, che ha rivisto il cut-off
a 25 ng/L, in accordo con quanto stabilito dal DRUID per
gli stimolanti. 4-idrossi-3-metossimetamfetamina e 4-
idrossi-3-metossiamfetamina non erano rilevate nella
saliva.

Dopo l'assunzione di 10 e 20 mg di metamfetamina

Figura 2

(METH), la finestra di rilevabilita della sostanza nella
saliva ¢ stata rispettivamente di 11,5 e 24 ore, utilizzando
i cut-off proposti nel 2004 dal SAMHSA, ovvero una
concentrazione 250 ng/L per METH e uguale o maggiore
al LOQ (22,5 ug/L) per AMP (17). A seguito di
un’assunzione di METH a basso (10 mg) o elevato (20
mg) dosaggio, 29% e 60% dei campioni di saliva &
risultato positivo dopo 11,5 ore e 0 e 20%,
rispettivamente, dopo 24 ore. A seguito di 4
somministrazioni ripetute nell’arco di 7 giorni di METH ai
medesimi dosaggi, rispettivamente, 33% e 80% dei
campioni di saliva era positivo 24 ore dopo 'assunzione
dell’ultima dose; nessun campione é risultato positivo
dopo 48 ore dall'ultima dose.

In un altro lavoro, & stata studiata per 24-48 ore nella
saliva e per 72 ore nelle urine di 5 volontarie la
disponibilita di modafinil (100 mg), selegilina (10 mg),
crotetamide/cropropamide (50 mg  ciascuna),
pentetrazolo (100 mg), efedrina (12 mg) e sibutramina
(10 mg) assunti per via orale (15). Tutte le sostanze, con
'eccezione della sibutramina, sono risultate misurabili
nel primo campione raccolto un’ora dopo I'assunzione.
Poiché l'ultimo campione risultato positivo alle diverse
sostanze & stato raccolto a un tempo piu breve nella
saliva (3-48 ore) rispetto alle urine (4-72 ore), la saliva
potrebbe essere indicata quale matrice da utilizzare
negli esami antidoping quando si debbano rilevare le
sostanze il cui utilizzo € vietato solo in competizione. La
sibutramina e i suoi metaboliti non sono mai stati
rilevabili nella saliva.

Percentuale di rilevazione (% positivi) di metilendiossimetamfetamina (MDMA) e 3,4-metilendiossiamfetamina (MDA) nella saliva
raccolta 0,25-71 ore dopo una singola dose orale di 1,0 o 1,6 mg/kg di MDMA assunta da adulti sani consumatori di MDMA (soggetti:
27 e 25, rispettivamente, per la dose di 1,0 e 1,6 mg/kg). Il campione é stato raccolto mediante getto di saliva. La percentuale di

rilevazione é stata calcolata utilizzando il limite di quantificazione (LOQ) (5 ug/L) e tre cut-off raccomandati da “International Meeting”

di Talloires, Francia (settembre 2006) (20 ug/L) (16), DRUID (25 ug/L) e SAMHSA (50 ug/L). Le barre nel grafico non sono visibili se
la percentuale di rilevazione e la stessa alla concentrazione cut-off pit elevata. Riproduzione autorizzata da Barnes et al. (16).
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Quando 4 soggetti di sesso maschile e 4 di sesso
femminile hanno ricevuto 60 e 120 mg di pseudoefedrina
per via orale, il picco di concentrazione della sostanza
nella saliva € stato raggiunto entro 2-4 ore (18).
Utilizzando un cut-off pari a 5 ug/L, la finestra di
rilevabilita della pseudoefedrina, monitorata per 24 ore
nella saliva e 32 ore nell'urina, & stata di 10-14 ore nella
saliva e 28-32 ore nelle urine, con una elevata variabilita
tra soggetti. La catina non era mai misurabile nella
saliva, mentre € stata rilevabile per 32 ore nelle urine.

Tutti questi studi controllati relativi all’assunzione di
stimolanti confermano che la finestra di rilevabilita di
queste sostanze nella saliva varia da qualche ora a
pochi giorni, fornendo cosi una buona dimostrazione del
fatto che la saliva pud essere considerata una matrice
utile per rilevare I'uso di stimolanti proibiti solo in gara.
Occorre effettuare ulteriori ricerche per caratterizzare la
disponibilita nella saliva di altri stimolanti, quali
metilexaneamina e metilfenidato. La possibilita di
misurare queste molecole non dovrebbe essere un
problema poiché queste sostanze di natura basica
dovrebbero essere presenti nella matrice salivare a
elevate concentrazioni.

Narcotici (S7)

| narcotici, che includono gli oppiacei naturali
(morfina) e gli oppioidi sintetici (ossicodone), vengono
rilevati raramente nei campioni degli atleti sottoposti a
controllo antidoping, rappresentando solo lo 0,4% dei
risultati analitici avversi (e atipici) (AAF) (11).

A seguito di una singola somministrazione
intramuscolare di 10 o 20 mg di morfina a due volontari di
sesso maschile, la massima concentrazione di morfina
nella saliva (10,8 e 37,8 ng/L) e stata misurata 0,5 ore
dopo l'assunzione, sebbene la sostanza sia risultata
rilevabile per 24 ore. Utilizzando la stessa metodica
analitica (RIA) e lo stesso cut-off (0,6 ug/L) della saliva, la
morfina nella matrice urinaria & risultata rilevabile per 6
giorni (19).

Utilizzando un LOQ pari a 1 ng/L, dopo un’assunzione
intranasale di 12 mg di eroina, questa, la 6-acetilmorfina
(6-AM) e la morfina sono state rilevate nella saliva per 1
ora (eroina) e 3 ore (6-AM e morfina) (20). La finestra di
rilevabilita dell’eroina nella saliva dipende dalla dose e
dalla modalita di somministrazione: una dose bassa (3
mg) assunta per via endovenosa ha una finestra di
rilevabilita nella saliva di 5 min, mentre una dose di 10,5
mg assunta mediante inalazione é rilevabile per 2 ore. 6-
AM e morfina mostrano un comportamento simile
alleroina, sebbene la morfina possegga una finestra di
rilevabilita pit ampia sia rispetto all’eroina che alla 6-AM
(120 min per la morfina, 30 min per la 6-AM e 5 min per
I'eroina) (21). Le concentrazioni plasmatiche e quelle
salivari dell’eroina sono altamente correlabili, con un
rapporto di 1:1. Tuttavia, in questi studi piuttosto datati, la
saliva é stata raccolta mediante stimolazione con acido
citrico: questo potrebbe comportare la diminuzione della
concentrazione nella saliva delle molecole basiche,
portando a una diminuzione della finestra di rilevabilita
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della sostanza. Si rendono quindi necessari ulteriori studi
con nuove modalita di raccolta della saliva e sui tamponi
utilizzati nella conservazione del campione al fine di
valutare la reale stabilita degli oppioidi nella matrice
salivare.

Cannabinoidi (S8)

| cannabinoidi sono il terzo agente dopante piu
comune dopo gli steroidi anabolizzanti e gli stimolanti
(11). Attualmente, una concentrazione soglia di
THCCOOH urinario pari a 15 ug/L indica assunzione di
cannabis. In un consumatore cronico o in un fumatore
abituale, THCCOOH pud essere rilevato oltre questo
livello soglia fino a 30 giorni e oltre dopo [l'ultima
assunzione (5, 22), mentre la finestra di rilevabilita in un
soggetto che fumi cannabis, meno di una volta al giorno
e di ~5 giorni (23). THC-glucuronide, cannabidiolo (CBD)
e cannabinolo (CBN) nelle urine sono buoni indicatori di
consumo recente di cannabis, anche se scarsamente
sensibili. Quando vengono rilevati, indicano un consumo
recente di cannabis anche nei fumatori cronici, ma
queste molecole sono rilevabili per breve tempo e non in
tutti i campioni urinari.

Per rilevare nella saliva THC, CBD e CBN nell’'ordine
dei microgrammi per litro e THCCOOH nell'ordine dei
nanogrammi per litro occorre disporre di metodi analitici
altamente sensibili. Il nostro gruppo di lavoro & stato il
primo a sviluppare una metodica analitica in GC-MS
bidimensionale (2D-GC-MS) con un LOQ di 0,25-0,5
ug/L per THC e CBD, di 1 ug/L per CBN e di 5-7,5 ng/L
per THCCOOH, a seconda del metodo utilizzato per la
raccolta della saliva (24). Da 10 volontari, fumatori
cronici giornalieri di cannabis, che hanno assunto THC
per via orale a dosaggi crescenti (da 40 a 120 mg/die del
THC sintetico Marinol per oltre 8 giorni) € stata raccolta
la saliva mediante getto o mediante il dispositivo di
raccolta Quantisal (25, 26). Le concentrazioni salivari piu
elevate di THC, CBN e CBD sono state raggiunte prima
della prima dose, riflettendo il consumo pregresso di
cannabis da parte dei volontari. CBN e CBD erano
rilevati per sole 11 ore dopo l'assunzione di THC,
sebbene queste sostanze non fossero presenti nel
Marinol e non fossero mai state riscontrate dopo
assunzione orale di tale farmaco. A seguito
dell’assunzione orale di THC, la concentrazione salivare
di THCCOOH aumenta, mentre quella di THC
diminuisce; dopo la prima dose di THC, i campioni
salivari erano positivi per ~23 ore (THC) e 185 ore
(THCCOOH). Le concentrazioni medie di THCCOOH
rilevate 23 ore dopo 'assunzione dell’ultima dose erano
pari, rispettivamente, a 96 ng/L nel campione di saliva
raccolto mediante getto e 134 ng/L nel campione
raccolto con Quantisal.

A seguito del consumo di sigarette contenenti THC al
6,8% da parte di fumatori cronici quotidiani di cannabis,
THC, CBD, CBN e THCCOOH sono stati quantificati
nella saliva fino a 22 ore dopo l'ultima assunzione,
rispettivamente, nel 95,2% (THC), 69,3% (CBD), 62,3%
(CBN) e 94,7% (THCCOOH) degli 80 campioni raccolti
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mediante getto o mediante il dispositivo di raccolta
Quantisal (9, 10). In particolare, nei campioni raccolti
mediante getto di saliva, 8 dei 10 soggetti partecipanti
allo studio erano positivi al THC (0,9-90 pg/L) e al
THCCOOH (17-151 ng/L) 6 ore dopo aver fumato,
mentre solo 4 soggetti erano positivi al CBD (0,5-2,4
ng/L) e al CBN (1-3 ng/L). Dopo 22 ore, 1 partecipante
era ancora positivo al THC, 5 lo erano al THCCOOH, 1
al CBD e nessuno al CBN. Per contro, nei campioni di
saliva raccolti con il dispositivo Quantisal 22 ore dopo
l'ultima assunzione, 4 partecipanti erano positivi al THC
(0,5-5,5 pg/L), 5 al THCCOOH (9-103 ng/L) e nessuno
a CBD e CBN (10). E’ stato possibile determinare CBD e
CBN solo fino a 6 ore (0 meno) dall’assunzione di THC
(Figura 3). Sono stati proposti diversi cut-off per i
cannabinoidi con lo scopo di venire incontro alle
esigenze dei diversi programmi antidroga. Una
concentrazione soglia per il THC 21 o 2 ug/L e una
concentrazione soglia per il THCCOOH =20-30 ng/L
rilevate singolarmente o in combinazione tra loro
producono risultati positivi per almeno 22 ore. La finestra
di rilevabilita per CBD 20,5 pug/L o CBN 21 ug/L € pari a
0-6 ore.

La presenza di cannabinoidi nella saliva & stata
studiata in 28 volontari fumatori cronici quotidiani di
cannabis sottoposti a 30 giorni di astinenza prolungata
(senza possibilita di accesso alla cannabis) presso
un’unita di ricerca. In 24 dei 28 partecipanti allo studio,
THC non era piu quantificabile 48 ore dopo l'inizio dell’
astinenza, CBN e CBD erano quantificabili solo nel
prelievo fatto all'inizio dello studio, mentre THCCOOH
era rilevabile fino a 19,6 giorni dopo l'inizio della ricerca
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Figura 3

Concentrazioni di tetraidrocannabinolo (THC), cannabidiolo
(CBD), cannabinolo (CBN) e 11-nor-9-carbossi-A9 THC
(THCCOOH) rilevate nella saliva dopo aver fumato una sigaretta
contenente THC al 6,8% (fino a 6 ore, n=10; fino a 22 ore, n=6).
Le barre di errore indicano gli scarti interquartili. La figura in
inserto fornisce ulteriori dettagli relativi alle variazioni delle
concentrazioni mediane di THCCOOH nel tempo. Riproduzione
autorizzata da Lee et al. (10).

(27). Gli autori di questo studio ritengono che un
rapporto THCCOOH/THC <4 ng/ug potrebbe indicare un
consumo recente, sebbene questi risultati necessitino di
ulteriori approfondimenti.

Cosi come avviene per la cannabis fumata, anche lo
spray orale Sativex € in grado di contaminare la mucosa
orale e indurre elevate concentrazioni di THC, CBN,
CBD nel campione di saliva (28). Lo spray orale evita i
danni causati dalla cannabis fumata e migliora la
biodisponibilita del THC anche rispetto alla
somministrazione orale; tuttavia, il suo utilizzo determina
una grossolana contaminazione della saliva per 15-60
min dopo la somministrazione. Non risulta per contro che
la saliva sia contaminata a seguito di un’assunzione
orale di dronabinol, un THC sintetico incapsulato in olio
di sesamo (25).

Un’importante limitazione all’'utilizzo della matrice
salivare per la ricerca dei cannabinoidi € legata alla
possibilita che un individuo possa essere contaminato
da fumo passivo di cannabis. In uno studio sono stati
esaminati 10 partecipanti esposti al fumo passivo di
cannabis per 3 ore in un coffee shop olandese. In tutti i
campioni di saliva, raccolti all’'uscita del coffe shop, il
THC era quantificabile utilizzando un LOQ di 0,5 pg/L
per THC e CBN, 1 pg/L per CBD e 2 ng/L per
THCCOOH; inoltre, il 70% dei campioni risultava positivo
anche utilizzando il cut-off proposto dal SAMHSA (2
ng/L) (29). Dopo 12-22 ore dall'esposizione passiva al
THC, il 20% dei campioni € risultato ancora positivo
secondo il LOQ prefissato, ma negativo secondo il cut-
off di 2 pug/L. Il CBN era rilevato dopo 3 ore in 3 dei 10
soggetti partecipanti allo studio; il CBD non era mai
rilevato, forse a causa del basso contenuto di CBD nella
cannabis olandese. Il THCCOOH, che non & presente
nel fumo di cannabis, non &€ mai stato rilevato nei
campioni dei soggetti esposti passivamente: esso,
pertanto, potrebbe essere utilizzato come marcatore di
consumo in grado di evitare il problema legato alla
contaminazione passiva della saliva.

Gli studi soprariportati forniscono una base di dati
utile per interpretare i risultati degli esami per la ricerca
dei cannabinoidi nella saliva, nonché per accertare un
consumo recente di cannabis. Il consumo recente di
cannabis deve essere accertato nel caso di indagini
legate alla guida sotto I'affetto di droghe, nel caso di
indagini legate a incidenti stradali e nel caso di esami
antidoping per la ricerca di sostanze il cui uso € proibito
solo in competizione. Anche i cannabinoidi sintetici (ad
es., JWH-018, AM2201) sono sostanze doping
identificabili nell’'urina e nella saliva (30). A seguito di 3
aspirazioni di una sigaretta costituita da 500 mg di una
miscela di erbe contenenti diversi cannabinoidi sintetici a
concentrazione ignota e 500 mg di tabacco, i primi sono
risultati quantificabili (LOQ, 0,2 pg/L) per almeno 6 ore
nella saliva raccolta per oltre 90 ore con il dispositivo
Biophor RapidEASE. Sono necessarie, tuttavia, ulteriori
ricerche volte a caratterizzare la biodisponibilita dei
diversi cannabinoidi sintetici nella saliva.
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Glucocorticosteroidi (S9)

Questi ormoni steroidei relativamente polari sono
largamente abusati in ambito sportivo a causa delle loro
proprieta antiinfiammatorie e per la capacita di ridurre il
senso della fatica, e pertanto sono regolarmente oggetto
di monitoraggio nelle urine. Il problema consiste nel
riuscire a differenziare un’assunzione esogena di
glucocorticosteroidi dalla produzione endogena di tali
sostanze (cortisone e cortisolo), cosi come riconoscere
un abuso di glucocorticosteroidi sintetici. Il cortisolo
diffonde liberamente nella matrice salivare, con minima
dipendenza dal flusso salivare (9). Le concentrazioni di
cortisolo nella saliva sono basse (1-10 pg/L) a causa
della presenza della 11B-idrossisteroide deidrogenasi,
che ossida il cortisolo a cortisone. Inoltre, il cortisolo
salivare risente dell’attivita fisica dell’'individuo; nei
giovani atleti che praticano calcio, il cortisolo salivare
aumenta da 19 a 21 nmol/L dopo 90 min di allenamento
(31). Al fine di poter accertare un abuso di cortisone o
cortisolo negli esami antidoping sulla saliva & necessario
effettuare studi relativi alle concentrazioni dei
glucocorticosteroidi naturali in questa matrice e sulla loro
somministrazione esogena controllata.

Nel 2011 la WADA ha riportato che tutti gli AAF
(soggetti positivi ai controlli antidoping) registrati nei
confronti dei glucocorticosteroidi erano legati a positivita
per molecole sintetiche, con il budesonide come
principio attivo piu diffuso. In uno studio, a 5 volontari
sani sono stati somministrati per via inalatoria 200 mg di
budesonide. Con un LOQ di 5 pg/L, i metaboliti urinari
del budesonide sono stati rilevabili fino a 12 ore dopo la
somministrazione (32). Due volontari sani hanno
ricevuto 3 mg di budesonide per via orale: le urine di tali
soggetti sono risultate positive alla sostanza per 24-48
ore, utilizzando lo stesso LOQ. Non sono al momento
disponibili dati relativi ai glucocorticosteroidi sintetici
nella saliva, sebbene essi possano esservi presenti a
causa di un loro accumulo in bocca a seguito della loro
somministrazione. Di conseguenza, sono necessarie
ulteriori ricerche volte a stabilire quale sia la
farmacocinetica dei glucocorticosteroidi sintetici nella
saliva, cosi da poterne riconoscere un uso recente

SOSTANZE SEMPRE VIETATE

Sostanze non approvate (S0)

Una sostanza non approvata € una qualunque
molecola farmacologicamente attiva non approvata da
alcuna agenzia governativa per [l'utilizzo terapeutico
nell'uomo. La classe doping SO include sostanze
farmacologicamente attive in via di sviluppo o non piu
autorizzate e sostanze approvate solo per uso
veterinario. Di conseguenza, gli esami antidoping sulle
sostanze che rientrano nella classe SO richiedono lo
sviluppo di nuove metodiche analitiche per ogni matrice
biologica utilizzata. Non siamo a conoscenza di tutti i dati
pubblicati relativi alle analisi in matrice salivare delle
sostanze incluse nella classe S0. Sappiamo che
potrebbe essere vantaggioso ricercare i principi attivi
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con pKa basico nella saliva piuttosto che nel sangue,
poiché queste sostanze tenderebbero a concentrarsi in
essa rendendone piu semplice la loro misura. Monitorare
tali sostanze nella saliva potrebbe offrire un altro
potenziale vantaggio: essendo il loro metabolismo
spesso sconosciuto nel momento in cui vengono incluse
tra i principi attivi vietati per doping, & con tutta
probabilita la sostanza parente da considerare come la
molecola bersaglio delle indagini analitiche; cid pud
rappresentare un problema se si utilizza la matrice
urinaria.

Agenti anabolizzanti (S1)

Gli agenti anabolizzanti includono gli steroidi
anabolizzanti androgeni naturali e di sintesi, oltre che
altri agenti con proprieta simili, in grado di incrementare
la ritenzione proteica e I'accrescimento muscolare. Gli
agenti anabolizzanti sono tra le piu comuni sostanze
rilevate negli esami antidoping (11).

La rilevazione analitica degli steroidi endogeni
utilizzati a scopo di doping é difficoltosa. Attualmente,
testosterone, epitestosterone e gli altri steroidi sono
quantificati nelle urine. Un rapporto
testosterone/epitestosterone (T/E) elevato (>4 ¢ il livello
soglia fissato dalla WADA), richiede una conferma

analitica in gas cromatografia/combustione/
spettrometria di massa a rapporto isotopico
(GC/C/IRMS), una tecnica analitica in grado di

differenziare con accuratezza i rapporti isotopici del
carbonio e dell'idrogeno ('3C/'"?C o 2H/'H) del
testosterone esogeno ed endogeno. Il rapporto T/E pud
variare in modo naturale: in atleti che posseggono un
rapporto T/E naturalmente basso, il doping pud non
produrre un rapporto T/E >4, portando a ottenere risultati
falsi negativi. Per contro, negli atleti con un rapporto T/E
fisiologicamente elevato, si potrebbero ottenere dei
risultati falsi positivi, che tuttavia risulteranno negativi
alle successive analisi di conferma in GC/C/IRMS (33).

E’ in corso di implementazione 'APB per gli ormoni
steroidei urinari, ovvero il monitoraggio nel tempo del
profilo steroideo di un individuo similmente a quanto
accade con il passaporto ematologico (34). Il profilo
steroideo individuale permette di rilevare i cambiamenti
nelle concentrazioni degli steroidi a causa di una
riduzione della variabilita delle concentrazioni steroidee.
I monitoraggio di un atleta mediante APB per gli ormoni
pud identificare piu efficacemente i cambiamenti in
quegli atleti che hanno un rapporto T/E fisiologicamente
basso o troppo elevato.

La metodica analitica IRMS é accurata, ma & lunga e
costosa; puo richiedere, inoltre, grandi volumi di urina a
causa della limitazioni legate alla sensibilita analitica: ad
es., sono richiesti 18 mL di urina contenenti 5-10 ug/L di
analita per determinare in maniera accurata il §'C (35).
A causa delle basse concentrazioni di steroidi presenti
nella saliva e dei ridotti volumi di campione che e
possibile raccogliere, & attualmente improbabile che si
possa utilizzare la GC/C/IRMS su questa matrice per
confermare un abuso di steroidi endogeni: 'lRMS, infatti,
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richiede un elevato volume di urina per ottenere una
concentrazione di analita tale da permettere la
determinazione dell’abbondanza isotopica.

Le concentrazioni degli steroidi endogeni nella
saliva, i ritmi diurni e la variabilita intra- e interindividuale
sono stati studiati approfonditamente (9, 36). Gli steroidi
liberi [testosterone, deidroepiandrosterone (DHEA)]
passano dal torrente ematico alla saliva per diffusione
passiva, mentre il passaggio dei metaboliti steroidei di
fase Il (DHEA-solfato) & limitato all'ultrafiltrazione (9, 37).
Nelle donne adulte, la correlazione tra concentrazione
degli steroidi nel sangue e nella saliva € debole, con
concentrazioni nella saliva <567 ng/L (37); tuttavia, nei
maschi adulti il rapporto saliva/sangue di testosterone
totale € ~1:90, con concentrazioni di testosterone nella
saliva di 72-172 ng/L. La 17B-idrossisteroide
deidrogenasi presente a livello delle ghiandole salivari
pud convertire il testosterone in androstenedione,
riducendo le concentrazioni salivari di testosterone. Gli
steroidi presenti nella saliva (testosterone, DHEA,
DHEA-solfato) variano tra gli atleti praticanti sport
differenti, in relazione alla specifica attivita fisica
praticata (9). In giovani calciatori di 10-16 anni, il
testosterone nella saliva aumenta significativamente da
97 a 118 ng/L dopo 90 min di allenamento (31), mentre
nei giocatori di rugby professionisti (eta media, 25 anni)
non sono stati rilevati significativi cambiamenti a seguito
di esercizi di resistenza; questi risultati evidenziano la
variabilita interindividuale del testosterone (38).

Uno studio ha valutato le concentrazioni di
testosterone e il rapporto T/E nella saliva e nelle urine in
19 maschi sani sottoposti a esercizio fisico dopo aver
ricevuto una dose/settimana di testosterone gel
transdermico (1,5 mg/kg) per un periodo di 3 settimane
(39). Il testosterone nella saliva aumentava
significativamente, passando da 50 ng/L al prelievo
basale fino a 5000 ng/L dopo la prima applicazione del
gel: la sua concentrazione ha continuato ad aumentare
durante le 3 settimane di trattamento e fino ad almeno
una settimana dopo I'applicazione dell’ultima dose
(Figura 4). Il rapporto T/E medio nelle urine &
incrementato, ma non ha mai superato il valore 4; é stata
osservata una modesta ma significativa correlazione tra
le concentrazioni salivari di testosterone e il rapporto T/E
urinario. L'esercizio fisico non ha avuto alcun effetto sulle
concentrazioni salivari di testosterone determinate con
metodo ELISA prima e dopo I'applicazione transdermica
dello steroide. Si rende necessario confermare con
tecniche analitiche piu specifiche (ad es., LC-MS) i
risultati ottenuti, poiché altri steroidi (DHEA) possono
cross-reagire con gli anticorpi utilizzati nei metodi ELISA
per la determinazione del testosterone.

Un lavoro presentato a un meeting, ma mai
pubblicato (40), descrive la determinazione simultanea
nella saliva raccolta con il dispositivo Quantisal di
testosterone, epitestosterone, diidrossitestosterone,
DHEA, androsterone, etiocolanolone e ao- e f-
androstanediolo. LOQ bassi (10 ng/L) sono stati
raggiunti da tutti gli analiti eccetto o- e B-
androstanediolo (40 ng/L). Nei soggetti di sesso

maschile, le concentrazioni di testosterone erano 12-32
ng/L e quelle di DHEA 24-52 ng/L. Nelle donne ¢é stato
rilevato solamente il DHEA a concentrazioni di 28-520
ng/L. Tutti gli altri analiti, incluso I'epitestosterone, non
sono risultati quantificabili nei campioni di saliva di
entrambi i sessi.

| risultati di questa prima ricerca costituiscono una
documentata evidenza che & potenzialmente possibile
determinare un abuso di steroidi naturali vietati per
doping nella saliva. Tuttavia, poiché & impossibile
determinare I'epitestosterone in questa matrice, sarebbe
irrilevante calcolare il rapporto T/E. Si rendono
necessarie ulteriori ricerche volte a stabilire sia i criteri di
positivita dei test per la determinazione del testosterone
nella saliva che per sviluppare metodiche in LC-MS in
grado di determinare il profilo steroideo di un individuo.
Questo sforzo da parte dei ricercatori pud portare a un
esteso “profiling” steroideo quale quello gia realizzato
nelle urine (41), anche se per arrivare a cid & necessario
aumentare la sensibilita analitica degli strumenti. E’ stata
osservata una limitata variabilita nella concentrazione
ematica degli steroidi nel tempo (42); poiché esiste
correlazione tra le concentrazioni ematiche e salivari
degli steroidi, un potenziale vantaggio legato alle analisi
di questi nella saliva potrebbe essere legato alla bassa
variabilita degli stessi nel tempo.

Gli steroidi androgeni anabolizzanti di sintesi
vengono generalmente rilevati nelle urine, sebbene
alcune pubblicazioni riportino metodiche analitiche per
una loro determinazione in matrice salivare (43, 44). In
un lavoro (43) viene riportata la quantificazione in
GC/MS dell’'ossimetolone, un derivato sintetico del
testosterone, somministrato per os a un dosaggio di 50
mg a 3 volontarie di sesso femminile (eta media, 28 +3,5
anni). Il plasma e la saliva delle volontarie sono stati
raccolti per le 24 ore successive alla somministrazione
dell’'ossimetolone. Il primo campione di saliva & stato
raccolto dopo 30 min: la concentrazione di ossimetolone
era pari a 11,3 ug/L, sebbene gia il prelevo effettuato
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Figura 4
Concentrazioni medie (DS) di testosterone in campioni di saliva.
Ex, esercizio; T, applicazione di testosterone (1,5 mg/kg di peso
corporeo). L’asterisco indica differenze statisticamente
significative (P <0,05). Riproduzione autorizzata da Schénfelder
etal. (39).
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dopo un ora risultava negativo. Il plasma, per contro, &
rimasto positivo per 24 ore. Recentemente, nelle urine di
3 volontari di sesso maschile, che avevano ricevuto 50
mg/die di ossimetolone per 5 giorni consecutivi, sono
stati individuati nuovi metaboliti dell’ossimetolone,
spostando cosi la finestra di rilevabilita della sostanza
fino a 20 giorni dopo I'assunzione (45). La finestra di
rilevabilita dell’ossimetolone, e probabilmente di altri
steroidi sintetici, nella saliva & troppo breve, cosi da
rendere questa matrice probabilmente inefficace per un
suo utilizzo nell’antidoping.

In uno studio sul metabolismo del tibolone (un 19-
norsteroide simile al nandrolone) nelle urine, 2,5 mg di
[*“C]-tibolone sono stati assunti per via orale da 3
volontarie in post-menopausa. La radioattivita & stata
rilevabile fino a 192 ore dopo I'assunzione del prodotto,
documentando una lunga finestra di rilevabilita del
tibolone nella matrice urinaria (46). Soltanto in un lavoro
vengono riportati dati relativi al tiblone nella saliva (44).
In esso, il tibolone (2,5 mg) era somministrato a una
donna di 27 anni, alla quale sono stati fatti prelievi di
saliva ogni 5 min fino a un’ora dopo l'assunzione. Le
concentrazioni piu elevate di tibolone (4 png/L) sono state
rilevate nel campione prelevato dopo 5 min, ma tutti i
campioni di saliva sono risultati positivi, fino a un’ora
dall’assunzione del prodotto.

Ormoni peptidici, fattori di crescita e sostanze
correlate (S2)

I proteoma salivare €& stato studiato
approfonditamente, inclusi ormoni peptidici, fattori di
crescita e sostanze correlate (48). Gli agenti stimolanti
I'eritropoiesi, quali I'eritropoietina ricombinante (rhEPO) o
I’attivatore continuo del recettore dell’eritropoietina
(CERA), conosciuto anche come EPO di terza
generazione, sono solitamente rilevabili sia nelle urine
che nel sangue in basse concentrazioni (49). E’ possibile
distinguere 'EPO di origine esogena da quella di origine
endogena mediante isolettrofocalizzazione (IEF). La
sensibilita analitica dell'lEF nella rilevazione del rhEPO o
del CERA & ~40 pg. Questo valore corrisponde a
concentrazioni pari a 50 ng/L nel siero o a 3 ng/L
nellurina. LEPO di origine endogena & quantificabile
nella saliva di adulti e bambini e correla bene con le
concentrazioni sieriche (rapporto saliva/siero, 1:4) (50).
Non & noto il meccanismo mediante il quale 'EPO viene
trasferita alla saliva, se per secrezione diretta da parte
delle ghiandole salivari o mediante trasporto attivo. E’
necessario sviluppare studi volti a comprendere se sia
possibile rilevare rhEPO e CERA nella matrice salivare.
Al momento sembra difficile pensare di poter utilizzare
'lEF con la saliva, a causa del volume ridotto di
campione e delle basse concentrazioni attese dei principi
attivi.

rhGH (ormone della crescita ricombinante) nel
sangue puo essere distinto dal GH endogeno (hGH)
utilizzando specifici anticorpi in grado di riconoscere le
differenti isoforme del GH. Il test antidoping per la
determinazione del rhGH é stato introdotto per la prima
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volta durante le olimpiadi di Atene del 2004. In questo
test, la concentrazione totale delle diverse isoforme viene
confrontata con la concentrazione dell'isoforma 22-kDa,
I'unica isoforma ricombinante (51). Quando il rapporto tra
lisoforma 22-kDa e tutte le altre isoforme &€ maggiore di
un certo livello soglia o di un limite di riferimento stabiliti
sulla base dei risultati ottenuti in una popolazione
demograficamente ben definita, il risultato del test &
considerato positivo, a meno che rhGH abbia una
concentrazione <0,1 pg/L. Sono stati anche sviluppati
metodi in LC-MS/MS per rilevare rhGH: tali metodiche,
tuttavia, mancano al momento di un’adeguata sensibilita
analitica (51).

hGH di origine endogena & stato misurato in campioni
di saliva di 23 uomini e 28 donne (52). Le donne hanno
mostrato concentrazioni significativamente piu elevate
(12,8 mU/L) rispetto agli uomini (3,4 muU/L), mentre il
rapporto tra hGH salivare e hGH sierico e risultato pari a
~1:1000. Poiché le concentrazioni del’ormone nella
saliva sono estremamente basse, cosi come il rapporto
tra hGH salivare e plasmatico, non sembra probabile che
esso sia secreto nella saliva, ma piuttosto che derivi da
diffusione passiva o trasporto attivo dal sangue. | metodi
attualmente sviluppati non offrono sufficiente sensibilita
per poter rilevare rhGH e hGH nella saliva alle
concentrazioni attese di pochi ng/L cosi da poter essere
utilizzati nell’ambito dell’antidoping.

La ricerca di un biomarcatore del GH piuttosto che
dello stesso hGH rappresenta un altro approccio per
rilevare un’assunzione illecita di rhGH. Questo si basa
sulla misurazione di biomolecole influenzate dalla
somministrazione di rhGH, come IGF-1 (il fattore di
crescita insulino-simile 1) (51). Nei campioni di saliva
umana, IGF-1 libero & stato rilevato in concentrazioni
dell’'ordine di qualche mg/L, ma non & stata trovata alcuna
correlazione con le concentrazioni di IGF-1 nel plasma, a
supporto del fatto che nelluomo IGF-1 pud essere
secreto direttamente nella saliva, cosi come & stato
osservato nel ratto (53, 54).

Linsulina € un altro ormone peptidico di cui puo
essere fatto un uso inappropriato in ambito sportivo. In
ambito clinico, le misurazioni dell'insulina nella saliva
sono effettuate utilizzando saggi immunologici dotati di
elevata sensibilita analitica (1,2 ng/L) (55). Nel topo,
l'insulina pud essere sintetizzata a livello delle ghiandole
salivari; nelluomo, per contro, la buona correlazione
osservata tra concentrazioni salivari e plasmatiche di
insulina indica che la sua presenza nella saliva & molto
probabilmente legata a ultrafiltrazione dal sangue (56,
57). Linsulina che viene utilizzata a scopo di doping &
un’insulina di origine sintetica o animale, che si distingue
dallinsulina umana di origine endogena per alcune
diversita nella sequenza amminoacidica (58). Cosi, nei
saggi immunologici su matrice salivare utilizzati nella
pratica clinica, puo verificarsi cross-reattivita tra i
differenti tipi di insulina, rendendo difficile la distinzione
tra insulina endogena e quella esogena. 2,5 ore dopo
aver assunto insulina, la concentrazione salivare di
questa nei pazienti con diabete di tipo | aumenta,
raggiungendo valori fino a 1,2 pg/L. Questi risultati,
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tuttavia, sono stati ottenuti con [I'utilizzo di saggi
immunologici, che hanno sommato i contribuiti forniti
dallinsulina esogena e da quella endogena (59). Nei
controlli antidoping, la determinazione dell'insulina
nellurina o nel plasma e effettuata utilizzando la
spettrometria di massa: questa tecnica analitica & in
grado di differenziare l'insulina esogena (probabilmente
utilizzata a scopo di doping) da quella endogena (58).
Queste metodiche analitiche devono essere sviluppate
anche per la matrice salivare.

Sebbene non siano disponibili dati relativi a molte
delle sostanze inserite nella classe S2, si suppone che
queste siano presenti nella saliva in concentrazioni molto
basse, tali da richiedere metodiche analitiche piu sensibili
rispetto a quelle al momento disponibili. L'APB
ematologico, e forse, in futuro, quello sulla saliva,
possono offrire un altro metodo vantaggioso per
monitorare queste sostanze o i loro marcatori nel corso
del tempo.

B-2 Agonisti (S3)

| B-2 agonisti sono una classe di farmaci utilizzati nel
trattamento dell’asma e di altre patologie polmonari. | -
2 agonisti pit comuni sono il salbutamolo, il formoterolo
e il salmeterolo. | -2 agonisti sono vietati per doping, a
eccezione di quelli utilizzati a scopo terapeutico per via
inalatoria. Viene riconosciuta un’AAF agli esami
antidoping se la concentrazione di salbutamolo nelle
urine supera 1 mg/L e quella di formoterolo supera 40
ug/L. Diversi studi hanno dimostrato che I'assunzione
controllata per via inalatoria di salbutamolo ai massimi
dosaggi terapeutici (1600 mg nelle 24 ore) da parte di
atleti asmatici e non, non & in grado di determinare il
superamento delle concentrazioni soglia urinarie stabilite
da WADA (60, 61). L'assunzione di salbutamolo per via
orale a scopo di doping determina concentrazioni
urinarie della sostanza (fino a 3000 pg/L) che superano
di gran lunga i livelli soglia fissati dalla WADA. I
formoterolo a dosaggi singoli o ripetuti di 18 ug, assunto
per via inalatoria da soggetti asmatici o non asmatici,
non ha mai determinato concentrazioni urinarie >40 pg/L
(62).

Non esistono al momento pubblicazioni che riportino
dati relativi alle concentrazioni dei -2 agonisti nella
saliva. Queste sostanze sono relativamente basiche a
causa dei loro gruppi funzionali amminici; pertanto, &
ragionevole pensare che siano presenti nella saliva in
concentrazioni quantificabili. Tuttavia, la
somministrazione dei -2 agonisti per via inalatoria
potrebbe determinare una grossolana contaminazione
della mucosa orale, tale da rendere la saliva una matrice
non adeguata. Si rende necessario effettuare studi volti
sia a determinare le variazioni delle concentrazioni
salivari dei B-2 agonisti nel tempo, che a definire la
relazione tra concentrazioni nel sangue e saliva,
definendo i livelli soglia e stabilendo la finestra di
rilevabilita nella saliva dei -2 agonisti assunti attraverso
diverse vie di somministrazione, cosi da discriminare tra
un’assunzione sistemica e un’assunzione terapeutica

per via inalatoria.

Ormoni e modulatori metabolici (S4)

Questa classe include gli inibitori dell’aromatasi (ad
es., androstantriendione), i modulatori selettivi del
recettore degli estrogeni (ad es., tamoxifene), altre
sostanze anti-estrogeniche (ad es., clomifene), gli
inibitori della miostatina e i modulatori metabolici (ad es.,
agonisti del recettore & attivato dal proliferatore del
perossisoma). Nel 2011 il tamoxifene & stato il principio
attivo maggiormente rilevato come AAF tra le sostanze
appartenenti a questo gruppo, rappresentando ~50%
delle positivita registrate nella classe S4 (11). |l
tamoxifene, assunto dagli atleti di sesso maschile con lo
scopo di incrementare la produzione di steroidi
androgeni, viene attualmente rilevato nelle urine
attraverso la ricerca dei suoi metaboliti diretti mediante
LC-MS/MS o GC-MS e mediante il profilo steroideo (63).
Non esistono al momento pubblicazioni che riportino dati
relativi al tamoxifene o alle altre sostanze incluse nella
classe S4 nella matrice salivare. E’ tuttavia ragionevole
pensare che il tamoxifene, molecola dotata di gruppi
amminici, sia quantificabile nella saliva. E’ necessario
effettuare studi volti a caratterizzare nella saliva le
concentrazioni delle varie sostanze incluse nella classe
S4 e le rispettive finestre di rilevabilita.

Diuretici e altri agenti mascheranti (S5)

| diuretici incrementano la minzione e diluiscono le
urine; i loro effetti sul volume della saliva sono
sconosciuti. Gli espansori del plasma (ad es., mannitolo)
sono altri agenti mascheranti utilizzati a scopo di doping
per modificare i valori del’APB ematologico dell’atleta
attraverso una variazione della concentrazione di
emoglobina e I'aumento del volume di sangue e del
trasporto di ossigeno a muscoli e tessuti. Queste
sostanze non sono in grado di alterare in maniera diretta
la prestazione sportiva, ma possono mascherare il
rilevamento nelle urine di altre sostanze dopanti. E’
possibile che ci siano diversi agenti mascheranti nella
saliva che potrebbero richiedere un monitoraggio. La
maggior parte delle sostanze incluse nella classe S5
sono altamente polari: questa caratteristica rende I'urina
un’ottima matrice per la loro determinazione in LC-MS a
concentrazioni >100 pg/L (64). A causa dell’elevata
polarita, sembra difficile che queste sostanze possano
essere diffuse passivamente nella saliva. Si rende
necessario effettuare studi volti a caratterizzare le
concentrazioni degli agenti mascheranti nella saliva e a
stabilire se questa matrice sia adatta a essere utilizzata
per il loro monitoraggio.

SOSTANZE PROIBITE IN PARTICOLARI SPORT
Alcol (P1)

Tra gli esami antidoping effettuati nel 2011 sono
state registrate solo 5 positivita all’alcol (11). L'alcol
(etanolo) viene efficacemente rilevato nel respiro e/o nel
sangue; tuttavia, anche la saliva si dimostra una matrice
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adeguata. Ad esempio, dopo aver bevuto una dose di
alcol pari a 0,5 g/kg, questo é rilevabile nella saliva a un
cut-off di 0,06 g/L per un tempo pari alla sua rilevabilita
nel sangue, ovvero fino a 3,5 ore (65). Dopo
'assunzione di un medesimo dosaggio di alcol (0,5
g/kg), a un cut-off di 4,4 pg/L, il coniugato glucuronide
dell’etanolo (EtG) mostra una finestra di rilevabilita nella
saliva piu breve rispetto a quella del sangue (3,5 vs. 11,5
ore). Con una dose piu alta pari a 1 g/kg, anche la
finestra di rilevabilita dell’etanolo nella saliva & piu breve
rispetto a quella del sangue (5,5 vs. 8,5 ore), mentre
quelle dellEtG nelle due matrici sono sovrapponibili
(~11,5 ore). Data la volatilita dell’etanolo, EtG potrebbe
essere I'analita di elezione nella valutazione antidoping.

B-Bloccanti (P2)

| B-bloccanti sono proibiti in alcune discipline sportive
ad alto rischio, come il salto con gli sci, lo sci acrobatico
e lo snowboard, oppure in quegli sport dove il tremore e
il movimento sono penalizzanti, come il tiro con Il'arco e,
piu in generale, le gare di tiro. | B-bloccanti riducono la
frequenza cardiaca, il rilascio di adrenalina e il tremore e
cid rappresenta un vantaggio in tali sport. | B-bloccanti
vengono ricercati nelle urine utilizzando LC-MS/MS o
GC-MS con un LOQ <100 pg/L, la concentrazione
corrispondente alle prestazioni strumentali minime
richieste da WADA (66). Non esistono a oggi
pubblicazioni relative a determinazioni nella saliva di
queste sostanze. | f-bloccanti sono molecole
relativamente lipofile e pertanto dovrebbero faciimente
passare dal sangue alla saliva. Il loro divieto di utilizzo
nel’ambito dell’antidoping riguarda, quando non
diversamente specificato, soltanto il loro utilizzo in gara,
sicché una finestra di rilevabilita breve nella saliva
potrebbe risultare utile per accertarne un uso recente.

VANTAGGI E LIMITI

Stabilita delle sostanze dopanti nella saliva

Poiché gli atleti hanno il diritto di richiedere una
controanalisi su un campione risultato positivo a una
prima indagine, la stabilita delle sostanze dopanti nella
saliva € un elemento importante di cui tenere conto,
poiché in grado di influenzare i risultati analitici. La
stabilita del campione & uno dei vantaggi derivanti dalla
raccolta della saliva mediante gli appositi dispositivi e
relativi tamponi stabilizzanti. In campioni di saliva reali e
non addizionati con alcuna sostanza, la stabilita del
cortisolo & stata dimostrata per 3 mesi a -20 °C e per un
anno a -80 °C (saliva raccolta con Salivette) e quella del
testosterone per 1 mese a -20 °C (campione raccolto
mediante getto di saliva) (65, 67).

In campioni di saliva addizionati con THC (campioni
fortificati), la stabilita nel tempo di questo analita &
dipesa dal dispositivo di raccolta (69). In campioni reali,
raccolti con il dispositivo Quantisal, THC e gli altri
cannabinoidi sono risultati stabili per 1 mese a +4 °C,
mentre nei campioni raccolti mediante getto di saliva, la
stabilita degli stessi analiti € risultata inferiore: in
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particolare, la concentrazione del THC diminuiva, mentre
quella di CBN aumentava a causa dell'ossidazione del
THC a CBN (70). Un problema che complica
linterpretazione dei risultati sulla saliva & legato alla
degradazione degli analiti: ad es, 6-AM si degrada a
morfina e la cocaina a BEG (71). Alcuni conservanti,
come il tampone citrato a pH 4 e sodio azide allo 0,1%,
sono in grado di inibire tale degradazione.

Quando il campione di saliva & stato raccolto con il
sistema Cozart Rapiscan, il metadone é risultato stabile
per 2 mesi a 4 °C, mentre le concentrazioni del suo
metabolita, 2-etilidene-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina,
sono diminuite (72).

La stabilita a breve termine dell’insulina nella saliva &
stata studiata in campioni raccolti mediante getto di
saliva e addizionati con tale analita (55). Dopo 7 giorni a
2-8 °C, la concentrazione di insulina & diminuita del
29,8%, mentre nessuna diminuzione € stata osservata
quando il campione é stato conservato a -20 °C.

Non sono disponibili ulteriori dati relativi alla stabilita
delle sostanze doping nella saliva; pertanto, al fine di
una corretta interpretazione dei risultati analitici, e
necessario effettuare nuovi studi per valutare la stabilita
di tutte le sostanze doping. E’ necessario inoltre valutare
la stabilita a lungo termine (21 anno) di queste sostanze,
per rendere possibile 'esecuzione di controanalisi anche
dopo un anno dal prelievo del campione.

Raccolta del campione di saliva

Uno dei maggiori vantaggi legati alle analisi sulla
saliva rispetto a quelle su sangue e urina & legato alla
facilita di raccolta del campione. La saliva, infatti, puo
essere facilmente raccolta sotto la supervisione di
personale non medico, di entrambi i sessi, senza
incorrere in problemi legati alla violazione della “privacy”.
Questo diminuisce il rischio di adulterazione del
campione dopo la raccolta o di una sua sostituzione.
Esistono diversi metodi per la raccolta della saliva;
tuttavia, a causa dei gravi inconvenienti cui si pud
andare incontro (ad es., il disgusto provocato nel
donatore e in colui che raccoglie il campione oppure
l'instabilita degli analiti nel campione raccolto mediante
getto di saliva), & opportuno evitare la raccolta per
stimolazione passiva o mediante getto di saliva. Tra i vari
dispositivi di raccolta della saliva, si assiste a una grande
variabilitd per quanto riguarda il volume raccolto e il
recupero degli analiti (69). La secchezza della bocca che
segue all'assunzione di stimolanti e l'uso di alcuni
farmaci per terapia possono diminuire la salivazione (9,
10). Teoricamente, anche la disidratazione a seguito di
uno sforzo fisico importante, come una gara di atletica,
potrebbe influenzare la salivazione. La fase di raccolta
del campione €& un passaggio critico dell'intero
procedimento di analisi della saliva. Non esistono al
momento procedure standardizzate per la raccolta del
campione. Pertanto, prima che l'analisi sulla matrice
salivare sia introdotta di routine nei controlli antidoping,
si rendono necessari ulteriori studi volti a stabilire quale
sia la procedura ottimale per la raccolta del campione.
Ad esempio, cosi come nel campione di urina viene
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utilizzato il peso specifico per normalizzare la
concentrazione degli analiti, € possibile trovare nella
saliva un parametro in grado di normalizzare le
concentrazioni delle sostanze in questa matrice?

Analisi dei campioni di saliva

La spettrometria di massa &€ comunemente impiegata
negli esami antidoping poiché permette I'identificazione
inequivocabile delle diverse sostanze e dei loro
metaboliti. Le analisi in GC-MS richiedono spesso la
derivatizzazione del campione: tale operazione puo
essere impegnativa, lunga ed essere costosa. La LC-MS
permette, utilizzando un volume ridotto di campione, la
conferma simultanea di molteplici composti senza la
necessita di derivatizzare il campione (73). Le elevate
sensibilita e specificita analitiche di questi strumenti
hanno ridimensionato il problema di ottenere un’accurata
quantificazione degli analiti alle basse concentrazioni
presenti nella saliva. La tecnologia analitica € ora in
grado di sostenere i programmi di controllo antidoping
con analisi sulla matrice salivare accurate, sensibili e
facilmente implementabili.

| risultati delle analisi sulla saliva potrebbero essere
influenzati da cibo, bevande, collutori o dentifrici. Uno
studio ha valutato gli effetti di un collutorio, del succo
d’arancia, del dentifricio, del caffe, del latte di soia e
dell’'acqua di rubinetto sui risultati di un test ELISA diretto
su sudore e saliva senza trovare differenze tra i campioni
di saliva basali e quelli raccolti 5 e 30 min dopo che i
volontari avevano utilizzato uno dei prodotti
sopraelencati (74). Un altro studio effettuato su volontari
sani ha invece mostrato che caffé, Coca-Cola, succo di
frutta, arance, cibo speziato, dentifricio e aceto
consumati prima del prelievo di saliva effettuato con il
dispositivo Intercept potrebbero dare risultati presunti
positivi con I'immunodosaggio su micropiastra Orasure
(75). Tuttavia, tutti questi risultati falsi positivi nello
screening sono successivamente risultati negativi in
conferma con la spettrometria di massa. Un terzo studio
ha dimostrato che un risciacquo della bocca con
collutorio effettuato 30 min dopo aver assunto 10 mg di
codeina o 1 ora dopo aver mangiato 180 g di un muffin
ai semi di papavero ha determinato una diminuzione di 2
o 3 volte delle concentrazioni di oppiacei nei campioni di
saliva prelevati 30 min dopo il risciacquo con collutorio
con i dispositivi Oratect o Intercept (76). Infine, il
tampone di eluizione della saliva che stabilizza gli analiti
e ne migliora il recupero puo0 richiedere frequenti
cambiamenti dei setti della GC-MS, nella sorgente, nella
colonna cromatografica e nel “liner” delliniettore.
Quando si utilizza LC-MS, se non si prepara
preventivamente in maniera adeguata il campione, il
tampone pud produrre un effetto matrice di notevole
entita (69, 77).

CONCLUSIONI

Nella presente rassegna sono riportate Ile
informazioni disponibili in letteratura per ciascuna classe

di sostanze doping nella matrice salivare. La Tabella 2
riassume gli studi effettuati sulla saliva relativamente alla
somministrazione controllata di principi attivi vietati per
doping e sottolinea il fatto che, per quanto riguarda i
principi attivi vietati solo in competizione (ad es.,
cannabis e stimolanti), c’é sufficiente evidenza del fatto
che questa matrice potrebbe essere utile in quanto la
breve finestra di rilevabilita che segue una loro
assunzione pud essere sfruttata con appropriati cut-off.
Tuttavia, per altre classi di sostanze doping, le
conoscenze sono scarse e pertanto occorre effettuare
studi in grado di stabilire se nei test antidoping la saliva
possa essere considerata un’utile matrice alternativa. E’
stata proposta l'analisi sui capelli quali matrice
alternativa da utilizzare negli esami antidoping (78).

Tuttavia, la possibilita che si verifichi una
contaminazione da parte di sostanze presenti
nell’lambiente, il fatto che esistono variazioni

interindividuali nelle concentrazioni dei vari principi attivi

nei capelli a causa delle differenze di colore ¢ il fatto che

esistono finestre di rilevabilita delle sostanze doping
molto eterogenee rendono problematico l'uso di questa
matrice nei controlli antidoping. Come alternativa, sono

stati valutati le lacune nella conoscenza, i vantaggi e i

limiti degli esami sulla saliva e la loro potenziale utilita

nel monitoraggio antidoping. Proprio come avviene per
le analisi su urina e sangue, che offrono vantaggi e limiti
per specifici agenti dopanti, le analisi sulla saliva offrono
soluzioni per alcuni, ma non tutti i problemi
dell’'antidoping. Cosi come avviene per l'analisi sulla
matrice cheratinica, questa potrebbe rappresentare la
questione principiale che impedisce di implementare le
analisi sulla matrice salivare nel controllo antidoping. Al
momento, infatti, solo un numero relativamente piccolo

di sostanze vietate e stato quantificato nella saliva.

Aggiungere la saliva come matrice utilizzabile nei

controlli antidoping richiederebbe anche la raccolta di un

terzo tipo di campione, che potrebbe portare a difficolta

di interpretazione quando i risultati di urine, sangue e

saliva siano discordanti. Ci sarebbe bisogno di una

chiara direttiva che indichi quale matrice utilizzare per
cercare una positivita per specifiche sostanze doping.

Infine, occorre dare una risposta ad alcune questioni
prima che [I'analisi antidoping sulla saliva possa
diventare routine:

- come deve essere raccolta la saliva? Dovrebbe
essere predisposta una procedura standardizzata
(che includa il dispositivo di raccolta, le condizioni di
trasporto, le modalita di conservazione del
campione, il volume raccolto, la normalizzazione
delle concentrazioni degli analiti nella saliva) cosi
come é stato fatto per I'urina?

- quali sostanze vietate sarebbe meglio che fossero
monitorate nella saliva?

- qual é la concentrazione soglia (cut-off) appropriata
per ogni sostanza nella saliva?

- l'adulterazione della saliva rappresenta un rischio
significativo?

Per colmare queste lacune nella conoscenza €
necessario che la ricerca si sviluppi in molteplici ambiti.
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La raccolta della saliva deve essere standardizzata per
ottenere risultati accurati e definire la stabilita per tutti gli
agenti dopanti. Sono necessari studi di
somministrazione controllata di sostanze doping e
ricerche sulla disponibilita dei principi attivi nella saliva
per determinare le finestre di rilevabilita di queste
sostanze e dei loro marcatori. In complesso, la saliva
sembra offrire vantaggi sostanziali rispetto al
monitoraggio nelle urine, in particolare per gli agenti
vietati solo in competizione.
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