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RESUMEN

Las Nuevas Sustancias Psicoactivas (NPS) son un tema emergente en cuanto al abuso de
sustancias. Constantemente aparecen nuevas variedades en el mercado, de las cuales
se desconocen las propiedades téxicas y el metabolismo. Por ello, en el presente trabajo
se realizan estudios de dichas propiedades en larvas de pez cebra, modelo utilizado por
varios autores, por su similitud con el genoma humano para el que se han obtenido

resultados prometedores.

Se analizan el 4-fluorometilfenidato (4F-MPH) y el 4-metilmetilfenidato (4M-MPH), dos
derivados del metilfenidato (MPH), un conocido farmaco para tratar el trastorno por
déficit de atencidn e hiperactividad (TDAH) y que han aparecido recientemente en el
mercado de las NPS. Para estudiar la toxicologia se inocularon distintas concentraciones
de los analitos al medio y se observé el desarrollo de las larvas, mientras que para el
estudio del metabolismo se hicieron distintos experimentos con y sin etanol
analizandose mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de

alta resolucion (LC-HRMS).
ABSTRACT

New psychoactive substances (NPS) are an emerging topic amongst abused compounds.
New molecules appear constantly on the market, without any knowledge about their
toxicology and metabolism. Therefore, in this project, the study of these properties were
carried out in zebrafish larvae, a model used by several authors in the literature because

of their similarity with the human genome with promising results.

4-fluormethylphenidate (4F-MPH) and 4-methylmethylphenidate (4M-MPH), two
derived substances from methylphenidate (MPH), a well-known drug to treat attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD), that have recently appeared on the NPS market,
were analysed. In one hand, to study the toxicology, different concentrations of the
analytes were supplied in order to evaluate the development of larvae and, in the other
hand, to study the metabolism of the drugs, different experiments with and without
ethanol were carried out, analysing the results with the liquid chromatography with high

resolution mass spectrometry detector (LC-HRMS).
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1. INTRODUCCION

Dentro del marco de las ciencias forenses, un apartado muy importante en cuanto a la
rama de la quimica es el analisis de drogas. Estas se pueden caracterizar con distintos

métodos, cromatografia de gases, cromatografia de liquidos, rayos X, etc.

El presente trabajo se centra en un tipo de drogas llamadas Nuevas Sustancias
Psicoactivas (NPS), de caracter alegal, analizadas mediante cromatografia liquida de alta

resolucién acoplada a espectrometria de masas.

1.1 NPS: Nuevas Sustancias Psicoactivas

Las Nuevas Sustancias Psicoactivas son definidas por las Naciones Unidas, como toda
aquella sustancia, pura o preparado, empleada con fines recreativos, no incluida en la
Convencion Unica sobre Estupefacientes de 1961 ni en la Convencion sobre Sustancias
Psicoactivas de 19711,

Estas drogas emergentes comparten caracteristicas comunes que describen el grave
problema de salud publica que generan:

- No son ilegales. Para que una droga sea ilegal debe contemplarse dentro del
Convenio generado por las Naciones Unidas. Por esta alegalidad que las
caracteriza son sustancias de libre circulaciéon, mas baratas que las ilegales, lo
gue las hace mas llamativas para los grupos de poblacién mas vulnerables.

- Se pueden sintetizar facilmente.

- No son seguras en su consumo. La mayoria de estas sustancias son sintetizadas
en laboratorios clandestinos, que no siguen ningun control de calidad, ni en sus
instalaciones ni en sus productos, por lo tanto, las drogas son puestas en el
mercado sin haber sido testadas respecto a sus efectos en humanos.

- Se difunden a través de las nuevas tecnologias y se pueden adquirir de manera

rapida y sencilla.

No hay que confundir el término ‘Nueva Sustancia Psicoactiva’ con ‘Droga de Nueva
Sintesis’, puesto que las NPS no tienen por qué haber sido sintetizadas por primera vez

recientemente, sino que su uso indebido, difusidn o divulgacion sea actual.

La Figura 1 muestra la cantidad de nuevas sustancias reportadas por cada pais segun la

Oficina de Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC):
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Figura 1. NPS reportadas por cada pais. Fuente: United Nations Office on Drugs and Crime, Early
Warning Advisory (EWA) on NPS, 20203,

La velocidad con la que estas sustancias aparecen en el mercado y se difunden a través
de lared hace imposible aplicar legislaciones punitivas para cada una de ellas. La lentitud
en la tramitacién de su incorporacion a las listas de estupefacientes ilegales y la opacidad
de internet hace que el sistema de control se vea saturado. Por ello, ha sido necesario
crear un sistema de alerta temprana que notificara a los Estados Miembros sobre las

sustancias emergentes?.

Sistema de Alerta Temprana de la Union Europea (Early Warning System, EWS)

El Sistema de Alerta Temprana de la Unién Europea (EWS, Early Warning System)? fue
creado en 1997 por el Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias (EMCDDA,
European Monitoring Center for Drugs and Drugs Addictions) y la Oficina Europea de
Policia (Europol) en colaboracion con los Estados Miembros de la Unién Europea (UE),
en el marco de la Accién Conjunta de 16 de junio de 1997 relativa al intercambio de
informacidn, la evaluacion de riesgos y el control de las nuevas drogas de sintesis.
Dicho sistema consiste en un intercambio de informacidn entre los distintos Estados
Miembros al detectar la aparicidon de alguna NPS, asi como una evaluacién de los riesgos

gue estas conllevan.



Existen 3 fases de respuesta una vez detectada una nueva sustancia:

- Fase 1: Intercambio de informacion - Cuando una nueva sustancia es detectada
por alguno de los Estados Miembros estos se lo notifican a la Europol y al
EMCDDA junto con la informacion disponible en relacién a su fabricacidn, trafico
y uso. Estos recopilan la informacién, la valoran y la intercambian con el resto de
miembros, la Comisién Europea y la Agencia Europea del Medicamento (EMA).

- Fase 2: Informe conjunto e informe de evaluacion del riesgo - Si la Europol y la

EMCDDA consideran que la sustancia merece ser analizada en profundidad se
elabora un informe conjunto en el que constara una descripcion fisico-quimica
de la sustancia, la frecuencia, circunstancias y/o cantidad en la que se encuentra,
métodos de fabricacion y la implicacidn del crimen organizado en su sintesis y
distribucién, riesgos de salud, precursores quimicos, si existen ya medidas de
control de los distintos Estados Miembros y si la nueva sustancia ha sido ya
evaluada por la UE. Por su parte, la EMA informa si la nueva sustancia ha
obtenido autorizacién de comercio, si estd pendiente de recibirla o si su
autorizacion ha sido suspendida.
Para el informe de evaluacion del riesgo, el EMCDDA convoca reuniones con su
Comité Cientifico, que evaluan los riesgos en base a los aspectos que se tienen
en cuenta en la Convencién Unica de 1961 sobre Estupefacientes o el Convenio
sobre Sustancias Psicotrépicas de 1971 para garantizar el control de la sustancia
a nivel internacional.

- Fase 3: Toma de decision - Una vez realizado el informe de evaluacién de riesgo,
el Consejo de la Unién Europea puede decidir si someter o no a la nueva
sustancia a medidas de control en toda la UE. En caso afirmativo, los Estados
Miembros deberan realizar las acciones necesarias de acuerdo con las leyes
nacionales para que, en no mas de un afio, la sustancia sea sometida a medidas

de control.



1.2 Catalogacion
Las NPS pueden clasificarse segun el efecto general que producen*:

- Estimulantes: estimulan el sistema nervioso central (SNC), interfieren el suefio y
son alucinégenos en altas dosis.

- Cannabinoides sintéticos: actian sobre los receptores de las células del cerebro.

- Alucinégenos: alteran la percepciéon del tiempo y la realidad. Afectan al
movimiento, pensamiento, percepciones, vision y oido.

- Opioides: estimulantes que interaccionan con los receptores opioides del SNC.

- Hipndticos: depresores del SNC.

- Disociativos: actuan alterando la distribucidon del neurotransmisor glutamato a
través del cerebro. El glutamato esta involucrado en la percepcién del dolor, las

respuestas al ambiente, y la memoria.

La Figura 2 corresponde a las NPS reportadas por la organizaciéon UNODC a nivel global.
En ella se puede observar como las drogas mas consumidas son las que tienen un efecto

estimulante y los cannabinoides sintéticos.

Synthetic new psychoactive substances by effect group, up to December 2020:

3% 3%

= Stimulants
= Synthetic cannabinoid receptor agonists
= Classic hallucinogens
Opioids
= Others

Sedatives/hypnotics

= Dissociatives

Figura 2. NPS segun sus efectos. Fuente: United Nations Office on Drugs and Crime, Early Warning
Advisory (EWA) on NPS, 20203,

En este trabajo nos centraremos en el analisis del 4F-MPH y 4M-MPH, dos derivaos del

MPH, sustancia de caracter estimulante.



1.3 Propiedades del 4F-MPH, 4M-MPH vy su precursor MPH.

L_':.\

+-CH3

MPH AM-MPH

Metilfenidato

El MPH (methyl 2-phenyl-2-piperidin-2-ylacetate) es un medicamento estimulante del
SNC utilizado para tratar el TDAH a través de un mecanismo de actuacion sobre los
transportadores de noradrenalina y dopamina, inhibiendo su recaptacion y extraccién
desde el espacio sindptico, aumentando asi sus niveles en el SNC, el cual provoca la
inhibicion de la impulsividad y una mejora de la concentracién>®. También se ha
utilizado para tratar otros trastornos como la depresion, el cancer, la narcolepsia,
trastornos cognitivos y en enfermos del virus de la inmunodeficiencia humana entre

otros’.

Se encuentra incluido en la Lista Il de clasificacién de drogas segiin la UNODC. En ella se
incluyen las drogas que presentan un riesgo de uso indebido y que constituyen una
amenaza grave para la salud publica debido a su alto potencial de abuso?, ya que en
grandes cantidades tiene efectos similares a los de la cocaina, como por ejemplo euforia,
agitacion, aumento de la sociabilidad o supresion del apetito®. Esta similitud se debe a
gue ambas drogas actuian sobre la misma regién del cerebro, el cuerpo estriado, a esta

conclusion se llegd a través de estudios marcando ambos analitos con *'C°.

En presencia de etanol forma un metabolito Ilamado etilfenidato (EPH), ethyl 2-phenyl-
2-(piperidin-2-yl)acetate!®!!, sustancia no controlada por las autoridades y de uso
Unicamente recreativo. Posee un mecanismo de accién similar al del MPH, sin embargo,
tiene una mayor selectividad dopaminérgica, con una afinidad 16 veces mayor por las
proteinas transportadoras de dopamina que por las de norepinefrina, lo que parece
indicar que genera un mayor efecto de euforia, asi como una menor ansiedad y menores

efectos simpaticomiméticos'?. Esta NPS se ha visto involucrada, en conjunto con otras



sustancias, en numerosas muertes por intoxicacién!3, sin embargo, destaca un caso en
el que la muerte fue atribuible Unicamente a la presencia de este compuesto, en una
muestra de sangre femoral, detectado por LC-HRMS*. Puesto que el consumo de drogas
esta estrechamente relacionado con el de alcohol dedicaremos parte de este estudio a

la deteccién de este metabolito y su toxicidad.

4-Fluorometilfenidato

El 4F-MPH (methyl 2-(4-fluorophenyl)-2-(piperidin-2-yl)acetate) es un derivado
halogenado del MPH que mantiene la estructura bdsica del mismo. Presenta dos
diastereoisémeros, treo-4F-MPH vy eritreo-4F-MPH, de los cuales solo el primero es
activo farmacoldgicamente®, el cual genera un potencial mayor en la inhibicién de
dopamina y noradrenalina que su precursor aumentando el efecto estimulante. Dicho
estudio sobre los diastereoisémeros fue llevado a cabo en sinaptosomas de cerebro de
rata, lo cual sugiere que tendrd el mismo efecto en seres humanos debido a su similitud
gendmica'®. Los diastereoisémeros, treo y eritreo, pueden separarse mediante su

transformacion en sales de HCl y caracterizarse mediante espectroscopia de Rayos X?°.

Las sustituciones en la posicion 4 tienden a presentar una potencia de unidn sobre los
receptores tres veces mayor que el MPH*8, En concreto, la adicién de un grupo fldor
en la posicion 4 del anillo aromatico hace que aumente la lipofilicidad de la molécula
mejorando su potencia como agente del SNC'°. Ademads de esto, numerosos estudios
afirman que la adicion del fldor favorece el aumento de los efectos estimulantes y

alucinégenos?°,

En 2018 se realizd el primer estudio post-mortem del 4F-MPH utilizando LC-HRMS para

su deteccidon en muestras de orina y jugo gastrico.



4-Metilmetilfenidato

El 4AM-MPH (methyl 2-(4-methylphenyl)-2-piperidin-2-ylacetate) proviene de la inclusién
de un grupo metilo sobre la posicion 4 del anillo aromatico del MPH. Como se ha citado
anteriormente, la sustitucidon sobre esta posicidn tiende a aumentar la potencia sobre
el SNC, en particular, la adicidon de un receptor de electrones, como es el grupo metilo,
también tiende a aumentar la lipofilicidad, al igual que el fldor, favoreciendo la difusion
hacia el SNC?2. Los efectos que se esperan encontrar tras la ingesta de esta droga serian
estados de euforia, disminucién de la necesidad de dormir, aumento de la sexualidad,
disminucion del apetito, sudoracion, patrones de suefio alterados, alucinaciones y

agresividad?3.

Las estructuras de cada compuesto aparecen reflejadas en la Figura 3.

1.4 Larvas de pez cebra

A menudo, los estudios in vitro con células hepaticas humanas presentan ciertas
desventajas, como la necesidad de un equipo especial para su cultivo, lo que ha llevado
a la comunidad cientifica a buscar alternativas para el estudio del metabolismo de las
NPS. Por ello, desde hace un tiempo se estd popularizando el uso del pez cebra (Danio
rerio) para este tipo de estudios metabdlicos, ya que éste presenta una gran semejanza
con el genoma humano, por ejemplo, varias enzimas del citocromo P450 (CYP) en el pez
cebra presentan ortélogos directos en los humanos, lo que indica un metabolismo
similar al de los mamiferos?4, por ello ya ha sido empleado en numerosos ensayos para
el estudio de la formacién de metabolitos de distintas NPS como por ejemplo,
cannabinoides sintéticos?®>, meta-clorofenilpiperazina(mCPP)%® o efilona?* entre otras,
utilizando LC-HRMS como método analitico para su deteccidn, dando resultados muy
satisfactorios. Estos andlisis pueden llevarse a cabo durante su etapa de larva, lo cual es
un aspecto positivo, ya que no son considerados animales hasta 5 dias después de la
fertilizacion (dpf) segun la Directiva Europea 2010/63 UE?°, con lo que se podria
experimentar con ellos respetando los criterios éticos, puesto que como vemos en la

Figura 4, el tercer dia desde la fecundacion la larva ya puede estar formada?”-%,
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Figura 4. Fases de crecimiento de la larva de pez cebra

Dia1l Dia 2 Dia3

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo se basan en el estudio de la toxicologia y
metabolismo de dos analitos catalogados como NPS, el 4F-MPH y el 4M-MPH, cuyo

precursor es un conocido farmaco utilizado para tratar el TDAH.

- Estudio de la toxicidad del 4F-MPH, 4M-MPH y 4M-EPH a distintas
concentraciones.

- Estudio del metabolismo de 4F-MPH y 4M-MPH.

- Estudio del metabolismo de 4F-MPH y 4M-MPH en presencia de etanol (EtOH) a

distintas concentraciones.
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3. METODOLOGIA

3.1 Reactivos y materiales
Analitos

Los reactivos 4F-MPH, 4M-MPH y 4M-EPH fueron obtenidos del laboratorio la Unidad
de Inspeccion de Farmacia y Control de Drogas (Valencia, Espafia), para los que se

realizaron disoluciones patréon de cada analito a 5000 mg L en agua.

Huevos de pez cebra

Aproximadamente 100 huevos provenientes de Aprende con Danio (Alicante, Espafia)
fueron recibidos en dos tubos, sumergidos en azul de metilo a unos 282C, temperatura

Optima para una mayor tasa de supervivencia.

Medio Danieau

Los experimentos se realizaron en presencia del medio Danieau, cuya composicién se

presenta en la Tabla 1, el cual no interfiere con los analitos ni en el desarrollo de las

larvas.
Compuesto Concentracion Peso molecular Cantidad en 1L
(mM) Mr (g/mol) (mg)
NacCl 17 58,44 993
KCl 2 74,55 149
MgSO4 0,12 120,37 14,44
Ca(NOs)2-4H20 1,8 236,15 425
HEPES (tamp6n Na) 1,5 260,28 195
HEPES (tampodn acido) 1,5 238,3 178
Microscopio

Para monitorear el desarrollo de las larvas se hizo uso de un microscopio LEICA M205

FA stereo de Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH (Wetzlar, Alemania).
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Condiciones LC-HRMS/MS para la identificacion de metabolitos

El sistema AB SCIEX(Redwood City, CA, USA) TripleTOF™ 5600 LC/MS/MS fue utilizado
para ambos extractos, el sobrenadante del medio Danieau y las larvas de pez cebra. La
separacion cromatografica fue realizada usando una columna Acquity UPLC BEH C18 (50
x 2.1 mm, 1.7 um) proveniente de Waters Corporation (Milford, MA, USA) con una fase
movil que consistia en 0,1% de acido formico en agua(A) y 0,1% de acido férmico en
acetonitrilo(B) con un flujo de 0,4 mL min. El gradiente de elucidn consistia inicialmente
en un 10% de B durante 5 minutos, seguido de un aumento del 10 al 95% a lo largo de 7
minutos y un mantenimiento de la elucién isocratica durante 8 minutos al 95%. Los
resultados de la espectrometria de masas de alta resolucion se obtuvieron con una
fuente de ionizacién por electrospray, utilizando nitrégeno como gas portador de iones
a 45 psi, gas cortina a 30 psi a una temperatura de fuente de gas de 4502C y un voltaje
de pulverizacién de iones de 5500V. La recopilacidn de datos del espectro de masas fue
mediante un método de Adquisicion Independiente de la Informacion (IDA) con un
analizador de tiempo de vuelo (TOF) y un analizador de iones con una energia de colisién

de 10V. Los resultados fueron evaluados utilizando el software PeakView™ de AB SCIEX.

3.2 Crecimiento de los embriones

Los 100 huevos fueron repartidos en dos
placas Petri, retirando parte del azul de
metilo y rellenando con agua Bezoya. Para
una O6ptima conservacidn, los embriones
fueron llevados a una camara térmica que se
encontraba a unos 25-262C, renovando el

agua de las placas Petri cada 24h durante un

par de dias, para ello se retiré un 40-50% del Figura 5. ASpecto de los huevos def

volumen y se afadid agua nueva. Las Figuras 5 muestra el aspecto de los huevos a 2dpf.
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3.3 Estudio toxicidad

Se realizé un control y 8 experimentos con los analitos a distintas concentraciones, cada
uno de ellos por duplicado. Las concentraciones a estudiar fueron 100, 1000 y 5000 uM
para 4F-MPH; 100, 500 y 1000 puM para 4M-MPH y 100 y 1000 uM para 4M-EPH. Este
ultimo corresponde al metabolito formado tras la adicién de etanol al medio del 4M-

MPH.

Se trasvaso el volumen necesario para cada concentracién de la diluciéon a 5000 mg L
de cada analito y se rellené con medio Danieau hasta llegar a un volumen final de 3 mL.

En la Tabla 2 se muestra la composicion de cada experimento.

Nombre del experimento  Composicion

Control 10 larvas + 3 mL medio Danieau

4F-MPH, 100 pM 10 larvas + 15 pL disolucién patrén 4F-MPH 5000 mg L™
+ 3mL medio Danieau

4F-MPH, 1000 uM 10 larvas + 150 pL disolucion patrén 4F-MPH 5000 mg L
+ 2,85 mL medio Danieau

4F-MPH, 5000 uM 10 larvas + 3 mL de la disolucidn de 7,6 mg disueltos en 6
mL de medio Danieau

4M-MPH, 100 pM 10 larvas + 15 pL disolucién patréon 4M-MPH 5000 mg L
+ 3 mL medio Danieau

4M-MPH, 500 pM 10 larvas + 75 pL disolucién patréon 4M-MPH 5000 mg L
+ 2,9 mL medio Danieau

4F-MPH, 1000 uM 10 larvas + 150 pL disolucion patrén 4M-MPH 5000 mg L*
2,85 mL medio Danieau

4M-EPH, 100 uM 10 larvas + 15 pL disolucién patrén 4M-EPH 5000 mg L™
+ 3 mL medio Danieau

4M-EPH, 1000 uM 10 larvas + 150 pL disolucién patrén 4M-EPH 5000 mg L*

+ 2,85 mL medio Danieau

Los experimentos se colocaron en una placa de 12 pocillos y en viales de 10 mL y se

dejaron reposar en una camara a 25-262°C.

Para evaluar los efectos de los analitos en el desarrollo de las larvas se utilizd un

microscopio anotando los cambios fisicos a las 24h, 48h y 5 dias.
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3.4 Estudio metabolismo

Se realizaron 13 experimentos, incluyendo un control, en los que se estudiaron los
metabolitos de los analitos 4F-MPH y 4M-MPH, en presencia y ausencia de EtOH al 0,5
y 1% v/v.

Los experimentos se realizaron en una placa con 12 pocillos (Figura 6) y un vial de 10mL.
En cada pocillo se adicionaron 10 larvas + 3 mL medio Danieau + analito 100 uM + etanol

si el experimento lo requiere, como se muestra en la Tabla 3.

Para conseguir la concentraciéon de 100 uM de analito se adicionaron 15 uL de la
disolucién patrén de 5000 mg L' y para las concentraciones de etanol se adicionaron 15

uL para la concentracion al 0,5% y 30 uL para la concentracién al 1% v/v.

Los experimentos del estudio de la formacidn de metabolitos se realizaron por
duplicado, menos los experimentos con etanol 0,5% y el control, de los cuales solo se

realizé una réplica.

Nombre del experimento Composicion

Control 10 larvas + 3 mL medio Danieau

Larvas + EtOH 1% 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 30 pL EtOH

4F-MPH 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 pL 4F-MPH 5000
mg L

4F-MPH + EtOH 0,5% 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 pL 4F-MPH 5000
mg L + 15 pL EtOH

4F-MPH + EtOH 1% 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 uL 4F-MPH 5000
mg L'* + 30 pL EtOH

4M-MPH 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 pL 4M-MPH
5000 mg L?!

4M-MPH + EtOH 0,5% 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 pL 4M-MPH
5000 mg L't + 15 pL EtOH

4M-MPH + EtOH 1% 10 larvas + 3 mL medio Danieau + 15 pL 4M-MPH

5000 mg L! + 30 pL EtOH
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Figura 6. Placa de 12 pocillos con el experimental del estudio de los metabolitos de 4F-MPH

y 4M-MPH.

Tratamiento de las muestras

Se dejo que las larvas absorbieran y metabolizasen las drogas durante 24 h en una
camara térmica a 25-262C y una vez transcurrido este tiempo se analizaron mediante

LC-HRMS.

Se estudiaron los metabolitos que se habian formado, tanto en las propias larvas como
en el medio en el que se encuentran, ya que, una vez metabolizados, los metabolitos
son excretados al exterior. Para separar las larvas del medio y analizar ambas partes se

realizaron los siguientes procedimientos:

- Andlisis del medio. Se pipeted entre 1 y 1,5 mL del mismo, se inyecté en una
jeringuilla con un filtro de 22 micras acoplado y se deposité en un vial.

- Andlisis de las larvas. Se retird el exceso de agua de la placa con una pipeta y se
lavé con el medio Danieau, aproximadamente 2 mL, tres veces. A continuacion,
se recogieron las 10 larvas de cada experimento con una pipeta y se dejaron en

la minima cantidad de liquido (medio Danieau) posible en un vial.

Una vez separadas las larvas se llevaron al congelador y una vez congeladas se procedié
a la liofilizacién de éstas. Los viales con las larvas se introdujeron en el liofilizador sin
tapa y se dejaron durante 2h. Pasado este tiempo se adicionaron 100 pL de metanol a

cada vial y se agité con un vértex.
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Por ultimo, se centrifugd el extracto a 10.000 rpm durante 4 minutos y se separd el
sobrenadante trasvasandolo a un vial. Este vial llevaba incorporado un inserto para

facilitar la inyeccion del automuestreador del LC-HRMS.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Estudio toxicidad

El desarrollo de larvas de pez cebra fue controlado pasadas 24h, 48h y 5 dias desde la
adicion de los analitos 4F-MPH, 4M-MPH y 4M-EPH a distintas concentraciones entre
100 y 5000 uM, como se indica en la Tabla 2.

Se tomd como referencia un experimento control en el que se evalué el desarrollo de
las larvas sin la influencia del analito, cuya evolucion aparece reflejada al inicio de las
Tablas 5-6-7, en la que se puede apreciar el desarrollo progresivo de los huevos, hasta

una total eclosion de los 10.

El analito 4F-MPH fue adicionado a 100, 1000 y 5000 uM. Para este primer experimento
de menor concentracién, los resultados fueron similares a los del control, con un
desarrollo total de las larvas progresivo, hasta la completa eclosién de los 10 huevos. Lo
contrario que ocurre al aumentar la concentracion, donde observamos que a 1000 uM
ninguna larva sale del huevo a lo largo del ensayo y a 5000 uM Unicamente 2 de ellas lo

logran, como puede apreciarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Desarrollo de las larvas de pez cebra con el analito 4FM-MPH a distintas concentraciones recién
adicionado, 24 y 48h después.

Recién adicionado 24h 48h

CONTROL
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4F-MPH
100um

4F-MPH
1000pnM

4F-MPH
5000uM

El analito 4M-MPH fue adicionado a 100, 500 y 1000 uM. Para este primer experimento
de menor concentracion, el desarrollo de las larvas fue similar al del control, con una
eclosién progresiva hasta el total desarrollo de las 10 larvas. Sin embargo, para los
experimentos de 500 y 1000 uM el desarrollo fue mas lento cuanto mayor era la
concentracion, observandose que pasadas 48h habia 6 larvas desarrolladas para el
experimento a 500 uM vy 3 larvas para el experimento con el analito a 1000 uM, como

aparece reflejado en la Tabla 5.
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Tabla 5. Desarrollo de las larvas de pez cebra con el analito 4M-MPH a distintas concentraciones recién
adicionado, 24 y 48h después.

Recién adicionado 24h 48h

CONTROL

El analito 4M-EPH fue adicionado a 100 y 1000 uM. Para este primer experimento de
menor concentracion, el desarrollo de las larvas fue similar al del control, con la total

eclosion de los huevos a lo largo del tiempo. Sin embargo, para el experimento a 1000
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MM los huevos no llegaron a desarrollarse, estando menos formados que en el resto de

experimentos, como se puede apreciar en la Tabla 6.

Tabla 6. Desarrollo de las larvas de pez cebra con el analito 4M-EPH a distintas concentraciones recién
inyectado, 24h y 48h después.

Recién inyectado

-
o
4
=
2
o
o

4M-EPH

4M-EPH
1000pM

El % de larvas desarrolladas después de 5 dias de tratamiento se proyecta sobre la Tabla
7. Los huevos tratados con una concentracion de 100 uM de analito presentan un
desarrollo del 100% de las larvas para los tres experimentos. En el caso del 4F-MPH a
1000 uM no llegaron a eclosionar y a 5000 uM observamos que solo 2 larvas se
desarrollaron por completo, aunque, si que se puede observar una progresion
morfoldgica en el resto de huevos en comparacién con el primer dia en ambos ensayos.

En el experimento con 4M-MPH la tasa de desarrollo a 1000 uM es del 100% mientras
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gue a 500 uM es también del 100% pero con aparicion de malformaciones en la espina
dorsal de las larvas. Por ultimo, los huevos tratados con 4M-EPH presentaban un
desarrollo del 0% para el experimento a 1000 uM, sin apreciacidon de ningln cambio

desde el dia de la adicion del analito.

Concentracion % Desarrollo total de las larvas
uM 4F-MPH 4M-MPH 4M-EPH
0 100 100 100
100 100 100 100
500 - 100** -
1000 o* 100 0
5000 20* - -

(-) Experimento no realizado.
(*) Los huevos presentan un mayor desarrollo respecto al primer dia.

(**) Malformaciones.

4.2 Estudio metabolismo

Los metabolitos se identificaron en funciéon de su masa molecular, tomando de ejemplo
las rutas metabdlicas encontradas en la bibliografia para su precursor, el MPH?°. En total
fueron encontrados 4 metabolitos del 4F-MPH y 3 del 4M-MPH. Los picos de los
cromatogramas de HPLC de los metabolitos fueron comparados con el del analito

original para estudiar la intensidad y el tiempo de retencion.

Los metabolitos mdas abundantes encontrados para el 4F-MPH fueron el derivado
fluorado del acido ritalinico (C13H16FNOz) formado tras la hidrélisis del éster del analito,
el cual presenta una mayor intensidad, por lo tanto, es el mayoritario. EIl metabolito
formado tras la doble hidroxilacién del anillo aromatico (C14aH1sFNQOa4), el metabolito
transesterificado (CisH20FNO2) formado al adicionar etanol al medio y la lactama
(C1sH1sFNO3), originada tras la oxidacion de este ultimo metabolito en la posicion 6 del
anillo de piperidina. En la Figura 7 podemos observar la ruta metabdlica del 4F-MPH, en
la que aparecen las estructuras de los metabolitos mencionados, junto con su formula

molecular, intensidad (1), tiempo de retencion(tR) y masa molecular(m/z) con el error
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asociado a la diferencia entre la masa molecular esperada y la tedrica, expresado en

partes por millén (ppm), dentro del rango de +6 ppm (error ppm).

CysHyFNO,
m/z = 266,1556
error ppm=-3,6 NH
tR=10,80

I=10.831 r

C1sHigFNO,
m/z =280,1343
error ppm=2,5
tR=12,16
1=1.826,4

+ 3-0H
C14HysFNO, \H.ﬁ_]
m/z = 252,1399

error ppm=1,8
tR = 10,27 F
| =3.200.000

Cy5H,FNO;
m/z = 238,1243
error ppm = 2,0
tR =845
1=11.323,3

Cy4HgFNO,
m/z = 284,1298
error ppm = 3,1
tR=9,75
1=1.995

En los cromatogramas de la Figura 8 se puede observar que los metabolitos mas polares,

como el derivado del acido ritalinico (tR = 8,45) y la doble hidroxilacién (tR = 9,75),

aparecen a un tiempo de retencion menor que el del analito principal (tR = 10,27), lo

cual se debe al tipo de columna utilizada, sin embargo, los metabolitos menos polares,

como el de la transesterificacién (tR= 10,80) y la transesterificacién + lactama (tR =

12,16) aparecen a tiempos de retencién mayores que los del analito.

100% -
10,27
80% 4

80% 4

80% 4
B0% q

40%

% Intensity [of 3,2e6]

30%

20% 4

a) Cromatograma del analito 4F-MPH para m/z 252,1399 con tR 10,27 min.

14 15
Time, min

22



% Intensity [of 9219,7|

14,06 1441 1563
| 1367 ‘ ‘1503 15,30

Time, min

% Intensity [of 10831,0]

10.80

776 832 532

346

1326 158

16.52

1408 1513

% Intensity (of 1826 4|

<)

110

10.25

317 11,27
172

23 a1

I nl.lh h.’

161 137

148

\‘ JmiMI..n

10,34 4 .

0.31 10 10

105 |
078

10% {022 I
0% L
1

301 410

3,10 a3 *

8,83

57 [
47s|5.T4. |€34| ?21‘ 758 850 |ggg 357

M'mh SR |.|I Hmln.l.] it ) II\I i |l
6

Cromatograma de la transesterificacion CisH20FNO2 para m/z 266,1556 con tR 10,80 min

O~
NH

1216 0

1241
I

1507

1323 133
1443 | 15.40

12.48
1451

1517

MWLl s

Tlme min

d) Cromatograma de la transesterificacion + lactama CisH1sFNOs para m/z 280,1343 con tR 12,16

min

23



100% o i i ) : 10.31
5/

7

985
210

1026
u

1334
|

1040
07 1.85 P

% Intensity [of 1995,0]
=
-
o
=]

., 956 . :
0% 29 123 | 1079 1148 | 1389 1412 1555

" 293 952 (1427 1524
Note L2 J e UL RN R [
: oo 420 | 433535 | o 702 738 765782 834 'Y

% NN q

1 2 3 4 5 & 7 g 9 10 1 12 13 14 15
Time, min

e) Cromatograma de la doble hidroxilacion C1sH1sFNO4 para m/z 284,1298 con tR 9,75 min

Por otro lado, los metabolitos encontrados para el 4M-MPH fueron, de manera
mayoritaria, el derivado metilado del acido ritalinico (C12aH1sNO3), formado tras la
hidrélisis del éster, el metabolito formado tras la doble hidroxilacion del mismo en el
anillo aromatico (C12H19sNOa4) y la transesterificacion del analito (CisH23NO3), generada
tras la adicion de etanol al medio. En la Figura 9 podemos observar la ruta metabdlica
del 4AM-MPH, en la que aparecen las estructuras de los metabolitos formados, junto con
su férmula molecular, intensidad, tiempo de retencidon y masa molecular con el error
asociado a la diferencia entre la masa molecular esperada y la tedrica, expresado en

ppm, dentro del rango de +6 ppm.

CysHa3NO;
m/z=262,1815

s OH CyHgNO,
m/z = 233,1416

error ppm =-2,0 NH error ppm = 0,3

tR=12,30 tR=11,23

1=2.554,7 I = 26.000
C15H21N02 CIQHENOQ

m/z = 266,1392
error ppm =-0,3
tR=1573
1=2.332

m/z = 248,1650
error ppm=3,6
tR=11,96

| = 4.400.000

En los cromatogramas incluidos en la Figura 10 se puede observar que los metabolitos

mas polares, como el derivado metilado del acido ritalinico (tR = 11,23) y el mismo con
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doble hidroxilacion (tR = 5,73), aparecen a un tiempo de retencion menor que el del

analito principal (tR = 11,96), lo cual se debe al tipo de columna utilizada. Sin embargo,

los metabolitos menos polares, como el generado tras la transesterificacion (tR = 12,30)

aparece a un tiempo de retencién mayores que el del analito.

100%

% Intensity [of 4,7ef|
=
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a) Cromatograma del analito 4M-MPH para m/z 248,1650 con tR 11,96 min
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b) Cromatograma del acido C14aH19NO: para m/z 233,1416 con tR 11,23 min
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Figura 10. Cromatogramas de los metabolitos de 4M-MPH.
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5. CONCLUSIONES

Debido a la problematica de la rapida aparicion y la alegalidad de las NPS se decidid
realizar este trabajo para evaluar la toxicologia y el metabolismo de dos analitos
derivados de un conocido medicamento para tratar el TDAH, el MPH. Estos analitos
vienen de laincorporacion de un atomo de fltor en el caso del 4F-MPH y un grupo metilo

para el 4AM-MPH.

La toxicidad de los analitos 4F-MPH, 4M-MPH y 4M-EPH fue estudiada a distintas
concentraciones, entre 100 y 5000 uM, para un total de 5 dias. La tasa de desarrollo de
las larvas parece descender al aumentar la concentracidn de las drogas en el caso del
4F-MPH y el 4AM-MPH, sin embargo, el propio desarrollo del pez también es un aspecto
a tener en cuenta, ya que pese a seguir dicha tendencia en la mayoria de los casos, se
obtienen resultados como la aparicidon de dos larvas en el experimento de 4F-MPH a
5000 uM que hace que sea necesario un estudio mas en profundidad teniendo en cuenta
este aspecto. Sin embargo, se puede confirmar la mayor toxicidad del 4M-EPH, cuya
adicion detuvo el desarrollo embrionario, al no observarse ningin cambio morfoldgico

en los huevos desde el primer dia.

Para el segundo estudio, realizado acerca del metabolismo del 4F-MPH y el 4M-MPH se
obtuvo, en ambos casos, como metabolito principal el derivado del acido ritalinico,
proveniente de la hidrélisis del éster, ademads de esto, también se pudo confirmar la
formacién de metabolitos derivados del etilfenidato en presencia de EtOH. De forma
mas concreta para cada analito, cabe destacar que para el 4F-MPH, ademas de los
metabolitos ya mencionados, se obtuvo la doble hidroxilacién del anillo aromatico y la
oxidacién del anillo de piperidina en presencia de etanol. Por ultimo, para el 4AM-MPH
también se pudo observar la obtencion del metabolito proveniente de la adicion de dos

grupos hidroxilo sobre el anillo aromatico en el compuesto derivado del 4cido ritalinico.

Todo ello se desarrollé utilizando larvas de pez cebra, ya que gracias a su genoma con
gran similitud al del ser humano es considerado un modelo muy prometedor en el

estudio de NPS.
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