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RESUMEN

Antecedentes. Los derivados del fentanilo forman parte de un grupo variado de compuestos que actuan sobre el sistema nervioso
central (SNC) y que el Consejo Asesor Cientifico de la Organizacion para la Prohibicion de Armas Quimicas (OPAQ) ha clasificado
como agentes no tradicionales. El posible empleo de este tipo de agentes con fines tacticos o de terrorismo es una amenaza creciente.
El objetivo de este trabajo es desarrollar y validar un método analitico basado en cromatografia de liquidos acoplada a espectro-
metria de masas de alta resolucion (HPLC-HRMS) para la cuantificacion simultanea de alfentanilo, carfentanilo, fentanilo, remi-
fentanilo, sufentanilo, norfentanilo, norcarfentanilo y norsufentanilo en muestras de orina. Material y Método. El analisis se llevo a
cabo utilizando un sistema UHPLC Vanquish Flex acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion Orbitrap Exploris 120
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La validacion del método se realizo tomando como referencia las directrices de
la Guia ICH M10 sobre validacion de métodos bioanaliticos. Resultados. El método desarrollado permiti6 la cuantificacion simultanea
de ocho derivados del fentanilo con un limite inferior de cuantificacion de 1 ng/ml. La validacion incluyo estudios de selectividad,
carry-over, linealidad, efecto matriz, precision y exactitud intra e interdia, estabilidad y dilucion. En todos los casos se cumplieron
los criterios de aceptacion establecidos. Conclusiones. El procedimiento desarrollado y validado, aplicable a muestras de orina, puede
ser util para verificar la exposicion a analogos del fentanilo en el contexto del posible empleo de este tipo de sustancias como armas
quimicas no tradicionales.

PALABRAS CLAVE: Agentes quimicos de guerra, Agentes que actuan sobre el sistema nervioso central, Cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas.

INTRODUCCION potente que el fentanilo®, mientras que el alfentanilo tiene un

25 % de su potencia y una duracion de accidn tres veces menor,

Los opioides son compuestos ampliamente utilizados en tera-
péutica como analgésicos, con indicaciones que incluyen el
manejo del dolor créonico intenso y la analgesia epidural en el
tratamiento del dolor postoperatorio. Entre los opioides sintéti-
cos mas representativos se encuentra el fentanilo, un compuesto
aproximadamente cien veces mas potente que la morfina, desa-
rrollado en la década de los sesenta por la farmacéutica Janssen'.
Los analogos del fentanilo, pertenecientes a la familia de las
anilidopiperidinas (como alfentanilo, carfentanilo, sufentanilo y
remifentanilo), actiian sobre el sistema nervioso central (SNC)
causando pérdida del nivel de conciencia y depresion respira-
toria®. El sufentanilo es aproximadamente de 5 a 10 veces més
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pero un inicio de accion hasta cuatro veces mas rapido*. El car-
fentanilo, es el mas potente de este grupo, con una potencia entre
20 y 100 veces superior a la del fentanilo®.

El remifentanilo, por su parte, presenta una potencia similar a la del
fentanilo, pero se caracteriza por un inicio de accion mas rapido y
una duracién de accion ultracorta debido a su metabolismo tinico®. A
diferencia de otros analogos, es metabolizado por esterasas plasmati-
cas, que producen acido remifentanilico como metabolito principal’.
En general, los analogos del fentanilo son metabolizados princi-
palmente en el higado mediante la enzima citocromo P450 3A4
(CYP3A4) produciendo metabolitos como norfentanilo, nor-
sufentanilo y norcafentanilo, que son excretados por la orina.
En algunos casos, también se detectan cantidades residuales del
compuesto inalterado®°,

Fuera del contexto terapéutico, los analogos del fentanilo han
encontrado aplicaciones ilicitas. Debido a su alta potencia y bajo
coste de produccion, son empleados para adulterar heroina!' y
contribuyen a la actual crisis de salud publica asociada al con-
sumo de opioides conocida como la «tercera ola»'?.

En el ambito tactico, los derivados del fentanilo también han
sido utilizados. Destaca el incidente de la crisis de rehenes del
teatro Dubrovka de Moscu (2002). Durante esta operacion, las
fuerzas de seguridad rusas emplearon una mezcla de anestésicos
basada en carfentanilo y remifentanilo que produjo la muerte de,
al menos, 123 rehenes’.
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Cabe sefialar que, para entonces, ya estaba en vigor la Convencion
sobre las Armas Quimicas (CAC). Este tratado internacional
recoge en sus listas anexas algunas sustancias quimicas toxicas y
precursores sujetos a medidas de verificacion'.

La posible aplicacion de los derivados del fentanilo como
agentes quimicos, erroneamente denominados «no letales», ha
sido objeto de investigacion por diferentes paises entre los que
se incluyen India e Iran, que han alegado propositos defensi-
vos o cientificos'. Los derivados del fentanilo forman parte
de un grupo variado de compuestos que actuan sobre el SNC
y que el Consejo Asesor Cientifico de la Organizacion para la
Prohibicion de Armas Quimicas (OPAQ) ha denominado CNS-
acting chemicals'®. Aunque no estan especificamente incluidos en
las listas anexas de la CAC, la OPAQ los clasifica como «agen-
tes no tradicionales», un grupo que también incluye sustancias
como las biotoxinas!’.

A pesar de que la destruccion de todas las armas quimicas
tradicionales declaradas por los Estados parte de la CAC se
completod en 2023, la amenaza asociada a los agresivos qui-
micos no tradicionales, incluidos los derivados del fentanilo,
persiste!”.

En una reciente revisién llevada a cabo por el Instituto de
Toxicologia de la Defensa sobre los riesgos asociados a la expo-
sicion al carfentanilo y sus antecedentes historicos, se considerd
justificada la necesidad de desarrollar un método analitico para
su deteccion’.

Por ello, el objetivo de este trabajo es desarrollar y validar un
método analitico basado en cromatografia de liquidos acoplada
a espectrometria de masas de alta resolucion (HPLC-HRMS)
para la cuantificacion simultanea de alfentanilo, carfentanilo,
fentanilo, remifentanilo, sufentanilo, norfentanilo, norcarfenta-
nilo y norsufentanilo en muestras de orina.

MATERIAL Y METODOS
Materiales de referencia y reactivos

Los materiales de referencia utilizados en este estudio incluye-
ron alfentanilo HCI (ALF), carfentanilo oxalato (CAR), fen-
tanilo (FEN), remifentanilo HCI (REM), sufentanilo citrato
(SUF), norcarfentanilo oxalato (NCAR) y norfentanilo oxa-
lato (NFEN). Todos ellos fueron suministrados por Cerilliant
(Round Rock, TX, EE. UU.). El norsufentanilo (NSUF) fue
adquirido de Cayman Chemical (Ann Arbor MI, EE. UU.).
Los estandares internos (SI) marcados isotépicamente, fenta-
nilo-d; (FEN-d;) y carfentanilo-d; oxalato (CAR-d;), también
fueron suministrados por Cerilliant. De acuerdo con las espe-
cificaciones indicadas en los certificados de analisis emitidos
por los fabricantes, todos los patrones presentaban una pureza
superior al 99 % excepto NSUF cuya pureza fue de 98,3 %.
Dada la elevada actividad de estos compuestos, el manejo de
los materiales de referencia se realizd extremando las precau-
ciones, con guantes y proteccién ocular y trabajando en una
campana de extraccion.

Otros reactivos empleados en la preparacion de muestras y sepa-
racion cromatografica fueron acetonitrilo (PanReac), agua ultra-
pura, metanol y acido formico (Fisher Chemical).

Preparacion de soluciones estandar

Se prepararon dos soluciones madre que contenian los ocho
patrones de referencia disueltos en metanol a una concentracion
de 0,5 pg/ml. A partir de una de estas soluciones madre, se pre-
pararon, mediante dilucion en metanol, dos soluciones hijas con
concentraciones de 20 ng/ml y 10 ng/ml. La segunda solucién
madre fue utilizada para preparar una dilucion hija en metanol
con una concentracion de 20 ng/ml.

Una de estas series fue empleada durante el proceso de valida-
cién para la preparacion de las curvas de calibrado, mientras que
la otra se utilizé de manera independiente para la preparacion de
los controles de calidad (QCs).

Adicionalmente, se prepard una solucion de trabajo que conte-
nia los dos estandares internos disueltos en metanol a una con-
centracion de 1 pg/ml.

Todas las soluciones se almacenaron en recipientes de vidrio,
protegidas de la luz, y a una temperatura de -20 °C.

Preparacion de muestras, puntos de calibracion y controles de
calidad

Para la preparacion de las muestras se tomaron 100 pl de orina
previamente centrifugada a 14500 rpm durante diez minutos y
se transfirieron a un vial de HPLC. Después, se anadieron 5 pl de
SI (FEN-d5, CAR-dS, 1 pg/ml en metanol), 95 pul de metanol y
800 ul de agua ultrapura, con lo que se obtuvo una dilucion final
de la muestra con un factor de 10. La mezcla se homogenizd
mediante agitacion en vortex antes de su analisis directo.

Los puntos de calibracion y QCs se prepararon siguiendo el
procedimiento anterior, ailadiendo sobre orina blanca solucién
estandar y ajustando el volumen de metanol para mantener una
proporcién de 100 pl de solvente organico en un volumen final
de 1000 pl.

Nivel de calibracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Concentracion final [ng/ml] 0,05 0,1* 0,2% 0,5 1* 2,5 5 7.5 10%
‘Volumen solucion estandar [uL] 5 5 10 25 50 5 10 15 20
Concentracion solucion estandar [ng/ml] 10 20 20 20 20 500 500 500 500
‘Volumen metanol [uL] 90 90 85 70 45 90 85 80 75

Tabla 1. Preparacion de los niveles de calibracion.
*Niveles empleados como controles de calidad.

Analisis por LC-HRMS

El analisis se llevé a cabo utilizando un sistema UHPLC
Vanquish Flex acoplado a un espectrometro de masas de alta
resolucion Orbitrap Exploris 120 (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). La separacion cromatografica se rea-
liz6 empleando una columna ACE Excel 2 C18-PFP (100 x 3,0,
2 um) equipada con un precalentador de columna, que mantuvo
el compartimento a una temperatura de 40 °C. La fase movil
consistio en agua ultrapura con un 0,1 % (v/v) de acido férmico
(A) y acetonitrilo con un 0,1 % (v/v) de acido féormico (B). El
flujo de la fase movil se fijé en 500 pl/miny el volumen de inyec-
cion fue de 10 pl.
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Para la separacion cromatografica de los compuestos se recurrid
al siguiente gradiente de eluyentes: 5 % de B desde el minuto 0.00
hasta el 0.50; aumento de 5 % a 100 % de B entre el minuto 0.50
y el 09.00; mantenimiento de 100 % de B durante 2,50 minutos
mas, seguido de un descenso al 5 % en 0,10 minutos. Se estable-
cié un tiempo de equilibrado de columna de 3,50 minutos antes
de cada inyeccion de muestra. La duracion del método fue de
15,00 minutos por muestra. Los tiempos de retenciéon de cada
compuesto se muestran en la tabla 2.

Elsistema se configuré con una fuente de ionizacion por elec-
trospray en modo H-ESI (Heated-Electrospray Ionization),
operando en polaridad positiva bajo las siguientes condicio-
nes: voltaje de spray de 3800 V, gas de revestimiento (sheath
gas) ajustado a treinta unidades arbitrarias (Arb), gas auxi-
liar a 7 Arb y gas de barrido (sweep gas) a 1 Arb. La tem-
peratura del tubo de transferencia de iones se establecid en
320 °C y la del vaporizador en 300 °C. Estas condiciones
se optimizaron a partir de un procedimiento experimental
basado en la infusion de alto flujo (zeed-flow) de cada uno
de los patrones analiticos a una concentraciéon de 1 ppm en
metanol. Este paso permitié ajustar los parametros de la
fuente de ionizacion y seleccionar las transiciones mas ade-
cuadas para cada compuesto.

Energia Tiempo de
de colision retencion
[eV] [min]

197,1281 30 4,76

Ton precursor Ton producto Ton producto

Férmul
ormuta milz] [miz) 2{mlz]

Compuesto

Alfentanilo C, Hy,NO;
CoHy N0,
CpoHyN;O
CyHN,0O5

Cy,HyN,0,8
CsH,N,0,
C,;H,N,O
CHy N, 0,

C,H,DNO,

C,Hy,DN,0

417,2609
395,2588
3372274
377.2071
387.2101

268.1765
Carfentanilo 3352115

188,1433

246,1486 30 5.29
105.0698 50 4,97
317,1856 30 4,32
355,1833 30 543

Fentanilo
Remifentanilo 228,1227
238,1258

231,1489

Sufentanilo
Norcarfentanilo 291,1703

233,1648

142,0861 30 3,92
84,0807 177,1384 30 3,70
128,1068 96,0807 30 4,20
2842160 - 30 528

Norfentanilo

Norsufentanilo 277,1911

Carfentanilo-d 400,2643

Fentanilo-ds 342,2588 188,1433 - 30 4,96

Tabla 2. Transiciones PRM, tiempos de retencion y energia de
colision empleados en el método.

La adquisicion de los datos se llevo a cabo utilizando los métodos
de trabajo Paralell Reaction Monitoring (PRM)y Full Scan Data-
Dependent MSIMS (full scan ddMS?*). El modo PRM (resolucion:
15 000) se empleod para la cuantificacion de los analitos seleccio-
nados, mientras que el modo full scan ddM S’ (resolucion 120 000,
scan range [mlz ]: 150-550) se utilizd para la deteccion de com-
puestos desconocidos mediante el software Compound Discoverer
3.3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

El control del espectrometro de masas se llevd a cabo mediante
el software Orbitrap Exploris Tune (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). Los softwares XCalibur y TraceFinder
5.1 General Quan (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.) se utilizaron para el control integral del sistema, la
adquisicion de datos y el procesamiento cuantitativo y cualita-
tivo de los datos.

Validacion del método

La validacién del método se realizdo tomando como referencia
las directrices de la ultima actualizacion de la Guia ICH M10
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sobre validacion de métodos bioanaliticos y andlisis de muestras
de estudio™.

Selectividad

La selectividad del método analitico se evalué mediante el
analisis de seis muestras en blanco de matriz de orina prove-
nientes de diferentes donantes voluntarios. Este procedimiento
permitié determinar la capacidad del método para diferenciar
los analitos de interés y los estandares internos de compues-
tos endogenos presentes en la matriz. Como criterio de acep-
tacion para la validacion, se establecio que la sefial detectada
en las muestras en blanco de matriz no debia superar el 20 %
de la respuesta del analito en el limite inferior de cuantificacion
(LLOQ) ni el 5 % de la senal del estandar interno en la muestra
cero.

Carry-over
El efecto de carry-over se evalué mediante la inyeccion alter-

nada de un QC de concentracion alta (10 ng/ml) y un blanco
matriz con el objetivo de evaluar la presencia de analitos resi-
duales procedentes de la inyeccion previa. Esta secuencia se
repitid seis veces utilizando muestras en blanco de diferente
origen. En caso de ser detectado algiin analito en el blanco
matriz, se calculd el porcentaje del area correspondiente a la
senal del LLOQ para dicho analito. Como criterio de acepta-
cion para la validacion se establecio que la sefnal del blanco
matriz no debia superar el 20 % de la seial del analito en el
LLOQ ni el 5% de la sefial del estdndar interno en la muestra
cero.

Linealidad

El rango de calibracion fue establecido basandose en datos
bibliograficos y en las concentraciones descritas en orina en
casos de intoxicacidén?'. La curva de calibrado incluyd una
muestra en blanco, una muestra cero (muestra en blanco
con SI) y al menos seis puntos de calibracion distribuidos
a lo largo del rango esperado de concentracién (de 1 ng/ml
a 100 ng/ml).

La linealidad se evalu6é mediante la preparacién y el anlisis de
rectas de calibracion con nueve niveles de concentracion, anali-
zadas en seis dias diferentes. Se calculd el response ratio, definido
como la relacion entre las areas del pico del analito y su corres-
pondiente estandar interno (FEN-dS para la cuantificacion de
ALF, FEN, NFEN, NSUF, REM y CAR-d5 para la cuantifica-
cion de CAR, SUF, NCAR).

La calibracién se llevd a cabo utilizando un ajuste cuadratico,
con la aplicacion de la funcidén de ponderacion 1/X para garan-
tizar una representacion adecuada de las concentraciones mas
bajas.

Como criterios de aceptacion para la validacion de la linealidad,
se establecio una exactitud del £20 % del valor nominal de cada
punto de calibracion y un coeficiente de correlacion (R?) supe-
rior a 0,99.

Limite inferior de cuantificacién

EI LLOQ se definié como la concentracion mas baja para la cual
se cumplieron los criterios preestablecidos de precision y exacti-
tud, intra e interdia.
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Precision y exactitud
La evaluacion de la precision y la exactitud se llevéd a cabo uti-

lizando QCs de cuatro niveles de concentracién: LLOQ, bajo,
medio y alto.

El analisis intradia se realizoé mediante cinco réplicas indepen-
dientes de cada nivel de QC. La precision se evalud mediante el
coeficiente de variacion (CV), calculado como el cociente entre
la desviacion estandar y la media y expresado como porcen-
taje. La exactitud se determin6 como el cociente entre el valor
medido y el valor nominal, expresado en porcentaje (% recupe-
racion). Adicionalmente, la exactitud se reporté como %Bias.
Los criterios de aceptacion para la validacion incluyeron una
exactitud dentro del +20 % del valor nominal para el LLOQ y
de 15 % para los demas niveles de QC evaluados. La precision
maxima aceptable se establecid en 20 % para el LLOQ y en
15 % para el resto de los niveles de QCs.

La precision y exactitud interdia se analizaron mediante el procesa-
miento de datos provenientes de siete tandas de trabajo realizadas en
seis dias diferentes que incluyeron todos los niveles de QC por dupli-
cado. Los criterios de aceptacion para la validacion fueron los mis-
mos que los definidos para el analisis de estos parametros intradia.

Efecto matriz

El efecto matriz se evalué mediante el analisis de tres replicados
de los QCs bajo y alto, empleando seis orinas provenientes de
diferentes donantes voluntarios. Como criterios de aceptacion
para la validacidn, se establecié una exactitud dentro del £15 %
del valor nominal para cada uno de los QCs y una precision
maxima aceptable del 20 % (%CV) para los niveles de calibra-
cién evaluados.

Estudio de dilucion
El factor de dilucién maximo del método se evaludé mediante el
analisis de muestras preparadas con una concentracion inicial

de 1 pg/ml. Estas muestras fueron diluidas diez veces utilizando
orina blanca como matriz diluyente. Con posterioridad, las
muestras diluidas fueron preparadas para su analisis siguiendo
el procedimiento descrito en este trabajo.

El analisis de las muestras se realizd en seis réplicas procesadas
en una misma tanda de trabajo. Los criterios de aceptacion para
la validacion se establecieron considerando una precision (YoCV)
<15 %y una exactitud media entre 85-115 % de la concentracién
nominal.

Estabilidad de los analitos en las muestras

Se evalu¢ la influencia de las condiciones de almacenamiento
en la estabilidad de los derivados del fentanilo mediante ana-
lisis realizados a 0 h y 168 h. Se utilizé una muestra de orina
con una concentracion inicial de 50 ng/ml contenida en tubos
de polipropileno almacenados en refrigeracién (2-6 °C). En
cada tiempo de analisis, se realizaron mediciones en seis répli-
cas. Se calculd el porcentaje de compuesto remanente a las
168 horas sobre la concentracion inicial. Adicionalmente, los
datos obtenidos fueron analizados asumiendo un comporta-
miento cinético de primer orden para estimar la constante de
degradacion k.

RESULTADOS

El método desarrollado fue validado para cuantificar de manera
simultanea ocho analogos del fentanilo en muestras de orina. La
correcta separacion cromatografica de los analitos puede obser-
varse en la figura 1. El limite inferior de cuantificacion fue 1 ng/
ml para todos los compuestos incluidos en el estudio.

La evaluacién de la selectividad demostrd la capacidad del
método analitico para diferenciar los analitos de interés y los
estandares internos de los compuestos endogenos presentes en

a Precision intradia [%CV] Exactitud intradia [Bias% (X % s)]
LLOQ Bajo Medio Alto LLOQ Bajo Medio Alto
Alfentanilo 6,9 4.4 49 2,4 4,6 (0,105+0,07) -3,3(0,193£0,009) 2,6 (1,026%0,051) -2.1(9.792+0.236)
Carfentanilo 10,5 72 1.9 1.9 3.4(0,103+0,011) -0.4(0,199+0,014) 3,2(1,032+0,043) -5,0 (9,496%0,179)
Fentanilo 6,7 3,7 1.6 1.6 4.8 (0,105+0,007) -1.4(0,197£0,007) 1,5 (1,015%0,016) -2.4(9.76210.156)
Remifentanilo 10,5 3.0 4.6 29 -7.4(0,093£0,010) -6,5 (0,187+0,006) -6,1(0,939£0,043) -8,0(9,201+0,266)
Sufentanilo 7.8 5.8 2,7 L5 5.6 (0,106%0,008) 0,8 (0,20240,012) 2,7(1,02740,028) -3.1(9,695£0,145)
Norcarfentanilo 6.5 4.1 4.1 3.3 19,6 (0,120£0,008) 4,3(0,209£0,009) 10,5 (1,105%0,046) -3.9(9,612+0,322)
Norfentanilo 7,0 1,7 3,7 29 9.4 (0,109+0,008) 3,5(0,207+0,004) 10,8 (1,108+0,041) 0,5 (10,045+0,289)
Norsufentanilo 8,0 6.4 4.6 2,8 2,6 (0,103%0,008) 5,0 (0,210£0,013) 9,5 (1,095%0,050) -1,1(9,894£0,278)

Tabla 3. Precision y exactitud intradia (n=>5) calculados para los diferentes QCs en muestras de orina.

Precision interdia [ CV] Exactitud interdia [%Bias (X % s)|
Compuesto
LLOQ Bajo Medio Alto LLOQ Bajo Medio Alto
Alfentanilo 7.6 52 2.8 5,0 -1.4(0,099+0.,008) -3,3(0,193£0,010) 0.0 (1,000£0,028) 0.7 (10,069£0,505)
Carfentanilo 9.4 59 55 8,1 -3,5(0,097+0,009) -3,3(0,193£0,011) 0.5 (1,005%0,056) -0,9 (9,910+0,798)
Fentanilo 8.2 4.1 3.1 38 -1.4(0,099+0.008) -4,2(0,192£0,008) -1,1(0.989£0,031) -0.1(9.986+0,383)
Remifentanilo 13,2 8,7 4.5 5.3 0,4 (0,100£0,013) -3,0 (0,194+£0,017) -1,8 (0,982+0,044) -2,7(9,729+0,518)
Sufentanilo 9.7 52 6.8 79 3,6 (0,104+0,010) -2,8(0.194£0,010) 0.0 (1,001£0.068) 0,0 (10,00110,788)
Norcarfentanilo 16,8 10,3 5.4 8.2 1,1(0,101£0,017) -2,7(0,195£0,020) 1,1 (1,011£0,054) -1,2(9,884£0,807)
Norfentanilo 15.8 8.1 3.6 4.6 -4.0 (0,0960.015) -0,4 (0,199£0,016) 2.1(1,021£0.036) -0.5 (9,95010.456)
Norsufentanilo 10,0 5,6 3.6 5.7 -2.0(0,098+0.010) -2,2(0,196£0,011) 1.5 (1,015£0,037) 0.5 (10,049£0,569)

Tabla 4. Precision y exactitud interdia (n=14) calculados para los diferentes QCs en muestras de orina.
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Efecto matriz Estudio dilucion
Compuesto Bajo Alto Alto
[% Recuperacion (X £ s)] [CV] [% Recuperacion (X £ s)| [%CV] [%Bias (X £ s)] [%CV]
Alfentanilo 106.5 (0,213+0.007) 33 98.6 (9,862£0,242) 2.5 -6.6 (9,345+0.815) 8.7
Carfentanilo 93,3 (0,18740,009) 4,6 103,1 (10,308+0,281) 2,7 -2,1(9,785%1,027) 10,5
Fentanilo 97.8 (0,1960,007) 35 100,6 (10,05410,231) 23 -4,0 (9,605£0,861) 9.0
Remifentanilo 111,8 (0,224+0,008) 37 105.9 (10,590%2,074) 19,6 -7.6(9,237+0,783) 8,5
Sufentanilo 96.2 (0,192+0,006) 2.9 105,7 (10,57240,511) 4.8 -1,2(9,882£0,945) 9.6
Norcarfentanilo 101.8 (0,2040.,011) 54 106.9 (10,694+1.026) 9.6 1.8 (10,178%0,847) 8.3
Norfentanilo 106,3 (0,213£0,007) 32 106,2 (10,624+0,614) 58 2,0 (10,197£0,785) 7,7
Norsufentanilo 101,6 (0,203£0,008) 4,1 99.2(9,921+0,524) 53 3,1(10,31240,860) 83

Tabla 5. Exactitud y precision en los estudios del efecto matriz (n=3) y de dilucion (n=6).

la matriz de orina. En las seis muestras en blanco de matriz ana-
lizadas no se observaron picos cromatograficos en los tiempos
de retencion correspondientes a los analitos ni a los estandares
internos que superaran los criterios establecidos (<20 % de la
respuesta al LLOQ para los analitos y <5 % para los estandares
internos en la muestra cero).

En el analisis del efecto de carry-over, no se detect6 sefal en nin-
guna de las seis repeticiones realizadas para siete de los ocho
analitos evaluados. Solo para el fentanilo se observo, en una de
las muestras en blanco, una sefal equivalente al 0,71 % del area
de la senal del LLOQ para este compuesto. Este valor se encuen-
tra ampliamente por debajo del limite de aceptacion establecido,
lo que confirma que el arrastre observado no fue significativo.
En ningun caso se detectaron sefales de los estandares internos
en los blancos.

Las curvas de calibracion presentaron coeficientes de correla-
cién no inferiores a 0,99 en el rango de concentracion validado
(figura 2).

Los resultados de precision y exactitud de los estudios intradia
e interdia se muestran con detalle en las tablas 3 y 4, respectiva-
mente. Para todos los compuestos analizados se cumplieron los
criterios prestablecidos.

El estudio del efecto matriz demostro que la alteracion sobre la
exactitud y precision causada por la presencia de componentes
interferentes en la matriz sobre las respuestas de cada analito fue
inferior al 15 % en todos los casos analizados, excepto para el
remifentanilo (tabla 5). En el QC alto, el coeficiente de variacion
del remifentanilo fue del 19,6 %, mientras que para el QC bajo
fue del 3,7 %.

La dilucion de las muestras no afecté de manera significativa a la
precision y exactitud de las medidas de ningtn analito (tabla 5).
Con relacion a la estabilidad, los resultados obtenidos en el
intervalo de 0 a 168 horas evidenciaron diferencias en la estabi-
lidad de los derivados del fentanilo en matriz de orina bajo con-
diciones de almacenamiento controladas. Las concentraciones
de todos los compuestos, excepto remifentanilo, se mantuvieron
estables dentro del rango 80-120 % tras el periodo de estudio.
Los compuestos mas estables fueron fentanilo (k=0.00052h™")
y alfentanilo (k=0.00075h™"), mientras que remifentanilo mos-
tr6 la mayor tasa de degradacion (k=0.00392h7!). La concen-
traciéon de remifentanilo tras 168 horas se redujo de forma
significativa (49 %). Carfentanilo (k=0.00126h7") y sufentanilo
(k=0.00105h"") presentaron tasas de degradacién intermedias.
Por otro lado, los metabolitos norcarfentanilo, norfentanilo y

norsufentanilo mostraron una alta estabilidad, con concentra-
ciones finales muy similares a las iniciales, lo que sugiere una
resistencia significativa a la degradacion en las condiciones
estudiadas.

DISCUSION

El Instituto de Toxicologia de la Defensa es el 6rgano asesor en
el ambito toxicologico de las Fuerzas Armadas. Como parte de
este cometido, se realizé una revision bibliografica con el obje-
tivo de identificar compuestos derivados del fentanilo para los
que existia evidencia de su empleo o investigacion con potencia-
les aplicaciones fuera del contexto médico (mantenimiento del
orden, guerra o terrorismo). Entre los compuestos identificados
se encuentran CAR, REM, ALF, SUF y FEN. Una consulta con
la palabra «fentanilo» en la base de datos CIMA de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios realizada en
diciembre de 2024 (https:/Icima.aemps.es/cimalpublicollista. html)
permitié identificar 141 referencias de medicamentos comercia-
lizados en Espafa que contienen estos principios activos: fen-
tanilo, remifentanilo, sufentanilo y alfentanilo. El carfentanilo
fue empleado como medicamento veterinario® y actualmente no
se encuentra comercializado en Espafia, aunque su presencia en
productos ilicitos, como droga o adulterante, no es descartable.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, todos estos compuestos
y sus metabolitos principales, a excepcion del acido remifentani-
lico, fueron incluidos en el método multianalito desarrollado por
el ITOXDEF. Este compuesto no fue incluido inicialmente en el
desarrollo del método debido a la no disponibilidad de material
de referencia.

Este tipo de sustancias que actuan sobre el SNC, consideradas
seguras bajo control médico, presentan un bajo margen de segu-
ridad fuera de este contexto, lo que las hace incompatibles con
un uso «no letal». Por este motivo, su empleo con fines tacticos
esta prohibido por el articulo I1.2 de la Convencidn sobre Armas
Quimicas.

En 2018, el Consejo Asesor Cientifico de la OPAQ recomendd
a la Secretaria Técnica desarrollar capacidades para llevar a
cabo actividades relacionadas con la verificacién en supuestos
empleos de compuestos que actuan sobre el SNC?,

Este estudio es el primero en relacionar el desarrollo de un
método analitico para la cuantificacion de derivados del fen-
tanilo en muestras bioldgicas con su posible aplicacion en un
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contexto de exposicidon a armas quimicas no tradicionales
(CNS-acting chemicals). Sin embargo, este grupo incluye otras
sustancias como los agonistas alfa-2-adrenérgicos (clonidina
y dexmedetomidina) y los anestésicos inhalados (isoflurano y
sevoflurano), entre otros, que también requieren métodos de
deteccion especificos. En este sentido, aplicaciones informaticas,
como «Compound Discoverer», incluida en nuestro método,
pueden facilitar la busqueda de compuestos desconocidos en
muestras biologicas. Esta herramienta ha demostrado ser util y
aplicable en muestras ambientales con bajas concentraciones de
analogos del fentanilo®.

El procedimiento desarrollado y validado es simple, rapido y
requiere un volumen de muestra reducido (100 pul), lo que mini-
miza el consumo de reactivos y facilita su aplicacion en estu-
dios con muestras limitadas. EIl LLOQ establecido en 1 ng/ml
es comparable al reportado en estudios similares que emplean
técnicas como extraccion en fase solida o liquida-liquida®*. Sin
embargo, el factor de dilucién 1:10 aplicado en la preparacion de
muestras podria limitar la deteccién de derivados del fentanilo
potentes presentes en concentraciones extremadamente bajas
(inferiores a 1 ng/ml)%.

En el analisis de una muestra de orina de un paciente expuesto
al carfentanilo durante el incidente de Moscu, que fue recogida
cinco dias mas tarde y analizada por el laboratorio de la Defensa
de Reino Unido, se detectd norcarfentanilo a una concentra-
cion aproximada de 0,1 ng/ml'3. En este sentido, podria ser 1til
recurrir a un procedimiento de extraccién como el empleado por
este centro que permitiera la cuantificacion a partir de 0,1 ng/ml.
Este tipo de procedimientos han sido aplicados en los métodos
publicados por Jung et al.’’ y Moody et al.?® alcanzando limites
de cuantificacion mas bajos.

Por otro lado, el método ha sido validado para muestras de orina,
por lo que su aplicacion en matrices bioldgicas mas complejas
como sangre requerira una validacion adicional. En la valida-
cién del método se siguieron las recomendaciones de las guias
ICH M10 elaboradas por la Agencia Europea del Medicamento.
Esta guia permite a los usuarios adaptar el nivel de cualificacion
segun el proposito del estudio. Teniendo en cuenta el ambito de
aplicacion de este método, se decidié modificar algunos criterios
respecto a los recomendados en la guia, que fueron: exactitud
de los puntos de calibracion de las rectas, permitiendo hasta un
20 % en lugar de un 15 %, y precision en la evaluacion del efecto
matriz, permitiendo un 20 % en lugar de un 15 %. Estos nue-
vos limites fueron establecidos antes del proceso de validacion
basandose en los resultados de estudios que emplearon métodos
similares, como el publicado por Cooreman et al.”.

El remifentanilo es un éster carboxilico que, en medios acuosos,
puede sufrir hidrolisis espontanea para formar su metabolito
principal, el acido remifentanilico, considerablemente mas esta-
ble. Este proceso puede ser influenciado por factores como el pH
de la orina, la temperatura, el tiempo trascurrido desde la toma
de muestra hasta el analisis o la posible presencia de enzimas
esterasas. Estos factores tienen un impacto menor en la estabi-
lidad del estandar interno asociado en nuestro método al remi-
fentanilo (FEN-d5). El método desarrollado evaluo el efecto de
diferentes matrices sobre remifentanilo y no sobre 4cido remi-
fentanilico, por lo que era previsible que la precision (%CV)
pudiera superar el 15 % recomendado por las guias de referencia.
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Precisamente, una limitacién importante de este trabajo es que no
incluyd el acido remifentanilico. Este analito fue también objeto de
estudio en la muestra de orina del paciente expuesto al gas anesté-
sico en Mosct, aunque no fue detectado debido, probablemente, al
tiempo trascurrido desde la exposicion hasta la toma de muestral®.
Por otro lado, el estudio de estabilidad evidencid la poca esta-
bilidad del remifentanilo, pero asumi6é un modelo cinético de
primer orden y solo evalué dos puntos de tiempo (de 0 a 7 dias).
Tampoco se estudiaron variables que podrian haber influido en
la degradacion de los compuestos y variar significativamente
entre individuos.

CONCLUSIONES

En conclusidn, en este trabajo se describe el desarrollo y la vali-
dacion de un método para la cuantificacion simultanea de ocho
analogos del fentanilo aplicable en muestras de orina para veri-
ficar la exposicion a sustancias que actian sobre el SNC y que
pueden ser utilizadas con fines prohibidos segiin la Convencién
sobre Armas Quimicas. El método desarrollado requiere una
preparacion de muestras simple y tiene un bajo limite de cuanti-
ficacion (1 ng/ml). Como continuacidn de este proyecto, se esta
trabajando en el desarrollo de nuevos métodos en diferentes
matrices, asi como en la deteccion de otras familias de compues-
tos capaces de actuar sobre el SNC y que podrian ser empleados
como armas quimicas no tradicionales.
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