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Resumen

Los farmacos son, en su mayoria, sustancias quimicas sintéticas que se utilizan para la
prevencién, el diagndstico, el tratamiento y/o la cura de enfermedades, tanto en animales
como en humanos. El cambio en los estilos de vida que incluyen la malnutricién, el consumo
de alcohol, el tabaco, el abuso de drogas, el estrés, las dietas poco saludables, las largas
sesiones de trabajo, y el sedentarismo, entre otros, han promovido el consumo de farmacos.
Este crecimiento del consumo es particularmente notable en los paises desarrollados, como,
por ejemplo, aquellos que forman parte de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico, OECD. En algunos casos, el incremento del consumo de farmacos se ha elevado
hasta en un 1500 % en paises como Dinamarca en 15 afios (en el caso de los farmacos
hipolipemiantes). Aunque el objetivo principal del uso de farmacos es mejorar la calidad de
vida de los seres humanos y de la sociedad en general, la liberacién continua de residuos de
medicamentos en el medio ambiente a través de una variedad de fuentes, puede dar lugar a
que la fauna se vea expuesta a los farmacos de manera continua y a largo plazo, con posibles

efectos no deseados en los organismos no diana.

Una vez que los farmacos entran en el organismo objetivo, en el caso de los seres humanos
generalmente por via oral, estan sujetos a procesos de biotransformacion por medio del
receptor biolégico que convierten el farmaco madre en uno o varios metabolitos de actividad
generalmente reducida. Sin embargo, la fraccion intacta del farmaco administrado se excreta
y llega asi a las aguas residuales municipales. Adicionalmente, la eliminacion inapropiada de
los medicamentos no utilizados puede aumentar la carga de los farmacos en los flujos de
residuos que finalmente se recogen en las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDARS). Aparte del metabolismo de las sustancias farmacéuticas por medio de enzimas en
los seres humanos, o en los animales en el caso de los medicamentos veterinarios, se pueden
generar productos de transformacién (TP) por diversos medios, incluyendo procesos fisicos,

quimicos y biolégicos.

Las EDARSs, que principalmente sirven para reducir el contenido de materia organica en el
flujo de residuos y, por lo tanto, para disminuir la demanda biol6gica de oxigeno del agua
tratada, se pueden considerar como un importante colector de aguas con su gran diversidad
de microorganismos que degradan las sustancias organicas. Lamentablemente, las EDARs
municipales que se basan en tecnologias de tratamiento estandar con etapas fisicas y
biol6gicas, no estan optimizadas para la eliminacion completa de los farmacos. Las
tecnologias de tratamiento avanzadas, como los procesos de oxidacion avanzados, han
demostrado ser muy prometedoras para mejorar la eficiencia de eliminacion de farmacos en

la planta piloto, pero su implementacion en plantas a escala real no esta todavia extendida.



Por lo tanto, los vertidos de efluentes de las EDARs a los cuerpos de agua naturales,
contienen trazas de una multitud de farmacos en concentraciones comprendidas entre 1 ng/L
y 1000 ug/L. A pesar de las cantidades relativamente bajas, la exposicion crénica a los
farmacos puede comprometer la salud de los organismos acuaticos en los habitats
contaminados. Ademas de la presencia de farmacos en las aguas residuales domésticas, los
farmacos también pueden llegar a los cuerpos de agua por medio de la escorrentia de los
vertederos y por la eliminacion de los desechos de animales, particularmente de las unidades
con préacticas de agricultura intensiva donde el uso de medicamentos para la prevencién de la

propagacion de enfermedades es coman.

De una forma u otra, los farmacos, sus metabolitos humanos y sus TP estan en contacto
permanente con la biota que habita en las aguas naturales. Los farmacos disueltos en el agua
pueden entrar en los peces a través de la piel y las branquias, y pueden ser consumidos a
través de la dieta. Por analogia a la distribuciéon y eliminacion de los farmacos en el cuerpo
humano, los farmacos pueden distribuirse en varios érganos y tejidos con un perfil distinto y
pueden transformarse en metabolitos. Teniendo en cuenta que las moléculas de los farmacos
estan inicialmente disefiadas para interactuar con receptores especificos a través de una serie
de interacciones moleculares, la funcion y la estructura de los peces expuestos, pueden verse

alteradas.

En la presente tesis doctoral se desarrollaron metodos analiticos para la determinacion de
farmacos de uso humanos en el tejido muscular de los peces, incluyendo la comparacion y
optimizacion de diferentes tipos de extracciones donde también se optimizé la purificacion de
los extractos. Para la deteccion y cuantificacion, se utilizd la cromatografia liquida (LC)
acoplada a la espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) en un instrumento QToF,
en modo Full MS y SWATH. Las validaciones de los métodos abarcaron hasta 47 farmacos
en analisis especificos de 14 familias terapéuticas. Ademas, se realiz6 un analisis de
compuestos sospechosos utilizando una lista con mas de 500 farmacos, metabolitos, drogas

de abusoy TPs.

Los dos métodos analiticos validados utilizaron la extraccion de tipo QUEChERS o la
extraccidon por ultrasonido. En el primero, a una extraccién sdélido-liquido le seguia la
separacion del disolvente orgénico de la fase acuosa mediante salting-out. La limpieza de los
extractos tenia como objetivo eliminar el material lipidico, que puede constituir una fraccién
considerable del tejido de los peces. Los lipidos co-extraidos fueron eliminados por medio de

adsorbentes especificos de tipo dispersivo, como el EMR-lipid removal y el adsorbente Z-Sep.



Se aprovecho el modo de adquisicion SWATH del instrumento QToF-MS utilizado un modelo
Sciex X500R, en el que la adquisicion de datos ultrarrdpida alterna entre el modo MS para la
deteccion de iones moleculares con hasta diez adquisiciones secuenciales de fragmentacion

de todos los iones, cada una de las cuales cubre una ventana de m/z 90-100 Da de amplitud.

Las validaciones de los métodos incluyeron los pardmetros de recuperacion, precision, efecto
de la matriz, reproducibilidad, sensibilidad, robustez y linealidad. El primer método validado
realizado con extraccion QUEChERS, desarrollado para matrices de musculo de peces
liofilizado, a 3 niveles diferentes de concentracion hasta 500 ng/g peso seco (dw) de pez, se
aplicé a 16 muestras recogidas en dos rios diferentes de Italia y Grecia. El andlisis cuantitativo
revel6 la presencia de sotalol, carbamazepina, trimetoprima, ketoprofeno, acetaminofén,

propranolol y venlafaxina en concentraciones hasta 80 ng/g de pescado (dw).

A diferencia del primer método, con su amplio pero limitado nimero de analitos, el segundo
método validado incluia también la deteccidon de compuestos por analisis de sospechosos
(suspect screening analysis). En esta metodologia se examinaron muestras de pescado
fresco (fw) para detectar la presencia de 47 farmacos en modo direccionado validados hasta
50 ng/g de pez (fw). Como complemento de la metodologia validada, se incluyeron méas de
500 farmacos, drogas de abuso, metabolitos y TPs para el andlisis por suspect screening. Los
resultados positivos se confirmaron considerando tanto los iones moleculares como los iones
de fragmentos caracteristicos apoyados por la base de datos de la biblioteca instrumental,
gue incluye la biblioteca SCIEX All-In-One HR-MS/MS y también el paquete de biblioteca NIST
2017, que compilan espectros en alta resolucion para mas de 17000 compuestos. La
confirmacion también fue apoyada por la base de datos online ChemSpider que esta
conectada con el software analitico SCIEX O.S.

La aplicacion de este método a 32 muestras de peces de 4 rios de Europa: Italia (Adige),
Grecia (Evrotas), Espafia (Llobregat) y un rio transfronterizo que atraviesa Eslovenia, Croacia,
Bosnia y Herzegovina y Serbia (Sava); di6 lugar a la deteccion de bezafibrato, cafeina,
carbamazepina, claritromicina, diltiazem, furazolidona, ketoprofeno, sulfapiridina, trimetoprima
y verapamilo en concentraciones hasta 69 ng/g de pescado (fw). Mediante el analisis por
suspect screening, se detectaron y confirmaron con éxito en las muestras analizadas

benzoilecgonina, cocaina, nicotina y ofloxacina.

Otro aspecto de esta tesis se refiere a la investigacion de la acumulacion organo-especifica
de los farmacos en peces de agua dulce autéctonos recogidos en el rio Llobregat, en
Catalufia, Espafia. La deteccién y, cuando fue posible, la cuantificacion, se dirigié a diez

biofluidos, 6rganos y tejidos. Se analizaron las agallas, bilis, cerebro, corazén, higado,



musculo, pancreas, piel, plasma y rifidn de 12 muestras pertenecientes a cuatro especies
comunes de la parte baja del rio cerca de Barcelona, haciendo andlisis direccionado
especifico y andlisis de compuestos sospechosos. Adicionalmente, se monitorizé el agua del

rio en busca de los mismos compuestos.

Mientras que en las muestras de agua se identificaron 53 sustancias por medio de un andlisis
direccionado y/o suspect screening, en uno o varios 6rganos de cada especie se detectaron
hasta 34 compuestos. La evaluacion semicuantitativa indico la distribucion preferencial de los
farmacos, las drogas de abuso, los metabolitos y los TPs en el rifidn, la piel, el higado, el

cerebro y el pancreas.



Abstract

Pharmaceuticals are, mostly synthetic, chemical substances used for the prevention,
diagnosis, treatment and/or cure of diseases, in both animals and humans. The changing
lifestyle that includes malnutrition, alcohol consumption, smoking, drug abuse, stress,
unhealthy diet, long working sessions, sedentarism, and so on has promote the consumption
of pharmaceuticals. This growth in consumption is particularly noticeable in developed
countries, for example those that are part of the Organization for Economic Cooperation and
Development, OECD. In some cases, the increament of pharmaceuticals compsumption has
raised up to 1500 % in countries as Denmark in 15 years (e.g. for lipid modifying agents).
Although the main objective of the use of pharmaceuticals is to improve the quality of life of
humans and of society in general, the continuous release of drug residues into the environment
through a variety of sources may result in long-term exposure of wildlife with potential

undesired effects on non-target organisms.

Once pharmaceuticals have entered the target organism, in humans most frequently by the
oral route, they are subject to biotransformation processes, which convert the parent drug into
one or several metabolites of usually reduced activity towards the biological receptor. The
intact fraction of the administered drug, however, is excreted and thus reaches municipal
wastewater. In addition, inappropriate disposal of unused drugs may further add to the burden
of drugs in waste streams eventually being collected in wastewater treatment plants (WWTP).
Apart from the enzyme-mediated metabolism of pharmaceutical substances in humans, or in
animals in case of veterinary drugs, transformation products (TPs) can be generated by

various means, including physical, chemical and biological processes.

Wastewater treatment plants, which primarily serve to reduce the content of organic matter in
the waste stream, and thereby to lower the biological oxygen demand of the treated water, can
be thought of as an important sink with its highly diverse pool of microorganisms degrading
organic substances. Unfortunately, municipal WWTPs relying on standard conventional
treatments with physical and biological stages are not optimized for complete elimination of
drugs. Advanced treatment technologies, such as advanced oxidation processes, have shown
great promise to enhance the removal efficiency of drugs in pilot plant but their implementation

in full-scale plants is not yet widespread.

Therefore, effluent discharges from WWTPs into natural water bodies contain trace amounts
of a multitude of drugs at concentrations in the ng/L to ug/L range. Despite the relatively low
amounts, chronic drug exposure may compromise the health of aquatic organisms in

contaminated habitats. In addition to the presence of pharmaceuticals in domestic wastewater,



pharmaceutical compounds in water bodies may also originate from landfill run-off and from
disposal of animal wastes, particularly from units with intensive farming practices where the

use of drugs for the prevention of disease spreading is commonplace.

In one way or another, pharmaceuticals, their human metabolites, and their TPs are in
permanent contact with biota inhabiting natural waters. Pharmaceuticals dissolved in water
may enter fish through the skin and the gills, and can be taken up in the bound state through
the diet. Similarly to the distribution and elimination of drugs in the human body, drugs can
partition into the various organs and tissues with distinct profile and can be transformed into
metabolites. Taking into account that drug molecules are initially designed to interact with
specific receptors through a number of molecular interactions the function and structure of

exposed fish may be altered.

In the present PhD thesis, analytical methods were developed for the determination of human
pharmaceuticals in muscle fish tissue, including the comparison and optimization of different
types of extractions. The cleanup of the extracts was also optimized. For detection and
guantification, liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry on a QToF
instrument, in Full MS and SWATH mode was used. The method validations covered up to 47
pharmaceuticals in targeted analysis from 14 therapeutic classes. Additionally, suspect
screning analysis using a list with more tha 500 pharmaceuticals, metabolites, drugs of abuse,
and TPs was performed.

The two validated analytical methodologies used either QUEChERS extraction or ultrasound
extraction. In the former, a solid-liquid extraction was followed by separation of the organic
solvent from the aqueous phase by salting-out. The cleanup of the extracts aimed at removing
lipidic material, which may constitute a considerable fraction of fish tissue. Coextracted lipids
were eliminated by specific dispersive-type adsorbents, namely EMR-lipid removal and Z-Sep

adsorbent.

It took advantage of the so-called SWATH acquisition mode of the used QToF-MS instrument
in a Sciex X500R, where ultra-fast data recording alternates between MS-only mode for the
detection of molecular ions with up to ten sequential SWATH windows acquisitions, each of

which covering an m/z 90-100 Da - wide window.

The validations of the overall methods included the parameters recovery, precision, matrix
effect, reproducibility, sensitivity, robustness, and linearity. The first validated method
performed with QUEChERS extraction, developed for freeze-dried fish muscle matrices, at 3
different levels of concentration up to 500 ng/g fish dw was applied to 16 samples collected

from two different rivers in Italy and Greece. The quantitative analysis revealed the presence



of of sotalol, carbamazepine, trimethoprim, ketoprofen, acetaminophen, propranolol and

venlafaxine at concentrations of as high as 80 ng/g of fish (dw).

Unlike the first method with its broad yet limited number of analytes, the second validated
methodology included also a suspect screening analysis. In this method, fish fresh samples
were examined for the presence of 47 pharmaceuticals in targeted mode validated at 3 levels
of concentration up to 50 ng/g of fish fw. Complementary to the validated method, more than
500 pharmaceuticals, abuse drugs, metabolites, and TPs were included for analysis by
suspect screening. Positive findings were confirmed by considering both molecular ions and
characteristic fragment ions supported by the instrumental library database, that includes the
SCIEX All-In-One HR-MS/MS library and also the NIST 2017 library bundle, that compile
spectra in high resolution for more than 17000 compounds. Confirmation was also supported
using the free online chemical database ChemSpider connected with the analytical SCIEX

O.S. software.

Application of this method for 32 fish samples from 4 European rivers: Italy (Adige), Greece
(Evrotas), Spain (Llobregat), and a transboundary river crossing Slovenia, Croatia, Bosnia and
Herzegovina, and Serbia (Sava); resulted in the detection of bezafibrate, caffeine,
carbamazepine, clarithromicin, diltiazem, furazolidone, ketoprofen, sulfapiridine, trimethoprim
and verapamil up to a maximum concentration of 69 ng/g of fish. Using suspect screening,
benzoylecgonine, cocaine, nicotine, and ofloxacin were successfully detected and confirmed

in the analyzed samples.

A further aspect of this thesis dealt with investigating the organ-specific distribution of drugs in
native freshwater fish collected from the Llobregat river in NW Spain. Detection, and where
possible, quantification, addressed ten biofluids, organs, and tissues. The processing of gills,
bile, brain, heart, liver, muscle, pancreas, skin, plasma, and kidney from 12 samples belonging
to four prominent species of the lower section of the river near Barcelona was followed by
targeted and suspect screening analysis. In addition, the river water was monitoring for the

occurrence of drugs.

While in the water samples, 53 substances were identified by either targeted or suspect
analysis, as many as 34 compounds were detected in one or several organs of each species.
Semi-quantitative assessment suggested preferential distribution of the pharmaceuticals,

drugs of abuse, metabolites and TPs into kidney, skin, liver, brain and pancreas.
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CAPITULO 1
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En el dia a dia, una cantidad casi incontable de compuestos contaminantes, se descargan
sobre los sistemas de drenaje y conductos de aguas residuales en todo el mundo. El manejo
que reciben estas aguas no siempre es el mas adecuado, por lo que las aguas naturales
presentan altas cargas de contaminantes, lo que hace cada vez mas dificil su recuperacion.
Algunos de esos contaminantes son de uso diario en la poblacion mundial; por ejemplo, los
productos de aseo y de cuidado personal, incluyendo un tipo de productos que se encuentran

entre los mas consumidos en el planeta: los farmacos.

Por definicién, los farmacos, son todas aquellas sustancias quimicas con diversas
propiedades fisicoquimicas que permiten la prevencion, diagndstico, tratamiento y/o cura de
enfermedades en humanos y/o animales. Dichos compuestos generalmente estan disefiados
para actuar en 6rganos dianas u objetivos especificos dentro del cuerpo (6rganos, tejidos,
sistemas, etc.) y con una duracion del efecto variable. Por eso mismo, los farmacos se
clasifican de acuerdo a su propdsito terapéutico u objetivo; por ejemplo: antibidticos,

analgésicos, dermatoldgicos, cardiovasculares, entre otros 3.
1.1 Farmacos: produccion y consumo

La importancia de los farmacos en la sociedad, radica en su papel para mantener la salud
publica en condiciones aceptables para una comunidad especifica, al igual que mejorar la
calidad de vida de cada uno de los individuos que la componen. Es por ello que los valores
de consumo no son iguales en todos los paises; cada comunidad tiene diferentes necesidades
de acuerdo al ambiente en el que viva, como la temperatura ambiental, flora y fauna
circundante, habitos alimenticios, situacion econdOmica, presencia de algun tipo de
eventualidades como desastres naturales, derrumbes, sequias, entre otros. Adicionalmente,
el consumo de medicamentos se ve afectado por factores politicos como, la organizacion del
sistema de salud del pais y la prescripcion de medicamentos que incluyen dosis, duracién del

tratamiento, y/o un aumento o disminucién de algin brote en cierto momento y lugar.
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Figura 1. Tendencias de consumo de farmacos en los afios 2000, 2009 y 2015 para paises miembros de la
OECD.Valores expresados en unidades de dosis diarias definidas por cada 1000 habitantes y dia (DHD). Parte
superior: farmacos reductores de colesterol; Parte media: farmacos antidiabéticos; Parte inferior: farmacos
antidepresivos. Fuente: 4-5.
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En la Figura 1 se presentan variaciones regionales en el consumo de farmacos, donde se
observan las dosis diarias definidas (DDD) por cada 1000 habitantes por dia (DHD) en
diferentes paises pertenecientes a la Organizacién para la Cooperaciéon Econdémica vy el
Desarrollo, OECD (por sus siglas en inglés Organization for Economic Cooperation and
Development) #®. En la figura se observan las tendencias de consumo en 28 paises en los
afos 2000, 2009, y 2015 para 3 grupos de familias de farmacos diferentes. El aumento del
consumo de los tres grupos de farmacos presentados para paises como Dinamarca,
Eslovaquia, Espafa, Finlandia, Portugal, Republica Checa, y Suecia es evidente entre el 2000
y el 2009, aunque no es tan notoria cuando se analiza la variacion entre el 2009 y el 2015. Lo
que si es significativo es el continuo aumento de las DHD en todos los paises, a lo largo del
tiempo, donde llegd a multiplicarse hasta 10 veces (contando desde el afio 2000), como en el
caso de los farmacos para la reduccion del colesterol (parte superior, Figura 1), y cuyo
aumento es mucho mas notorio que en los otros dos grupos de medicamentos que se

presentan en la misma grafica.

De manera similar, a nivel local, la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) presenta informes publicos de consumo de diversas familias de farmacos entre los
aflos 2000 y 2018 en Espafia y su respectiva comparacion con respecto al consumo a nivel
global. De los informes se puede concluir que hay ciertos tipos de medicamentos que se han
mantenido con un consumo estable en Espafia durante el periodo enmarcado entre las dos
Ultimas décadas (afios 2000-2018) representados en la Figura 2, como es el caso de
medicamentos para la hipertension (9 dosis diarias por cada 1000 habitantes en promedio),
antiepilépticos (16 dosis diarias por cada 1000 habitantes en promedio), betabloqueantes (23
dosis diarias por cada 1000 habitantes en promedio) o los diuréticos (44 dosis diarias por cada
1000 habitantes en promedio). Sin embargo, en la misma figura también se muestra una
tendencia de aumento en el consumo de medicamentos en otras familias de farmacos como
es el caso de los farmacos hipnéticos (de 17 a 31 dosis diarias por cada 1000 habitantes entre
2000 y 2012), ansioliticos (de 39 a 58 dosis diarias por cada 1000 habitantes; entre 2000 y
2012), los farmacos que actian sobre el sistema renal (de 168 a 179 dosis diarias por cada
1000 habitantes; entre 2010 y 2018), antidiabéticos
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Figura 2. Historico consumo de farmacos en Espafia afios 2000 - 2018. DHD: dosis diarias definidas por cada 1000
habitantes y dia (DHD). Fuente: 7.

(de 45 a 70 dosis diarias por cada 1000 habitantes; entre 2000 y 2014), y algunos casos muy
evidentes de aumento de consumo como antidepresivos (de 25 a 80 dosis diarias por cada
1000 habitantes; entre 2000 y 2013), antiulcerosos (de 30 a 135 dosis diarias por cada 1000
habitantes; entre 2000 y 2012), y los hipolipemiantes (entre 18 y 100 dosis diarias por cada
1000 habitantes; entre 2000 y 2012) 7.

1.2 Entrada de los farmacos al medio ambiente

El aumento tanto de la produccion industrial, asi como del consumo de medicamentos, ha
desatado un aumento en la entrada de farmacos al medio ambiente. Esto conlleva a una gran
preocupacion general en la comunidad cientifica, por los efectos que presentan la continua
exposicion de la faunay la flora a un gran nimero de productos en diversas concentraciones,
y cada uno con su respectiva actividad biolégica 8. Hoy en dia, el impacto y los riesgos que
pueden tener los farmacos en el medio ambiente deben ser evaluados para su produccién y
comercializacién. Dicha evaluacién se realiza monitoreando la persistencia, la bioacumulacién

y la toxicidad (PBT) de los productos, de acuerdo a la directiva 2001/83/CE del parlamento



europeo, que a su vez fue modificada el 15 noviembre del 2018 °. La persistencia esta
relacionada con las sustancias activas que no se degradan en el medio ambiente; la
bioacumulacién es el proceso por el cual una sustancia activa se acumula en un organismo
determinado; y la toxicidad se define como el grado de efectividad de una sustancia toxica, es

decir una sustancia que contiene veneno o produce envenenamiento °,

La presencia de farmacos (y muchos otros compuestos) en las aguas contaminadas o en
recursos hidricos, es un fenémeno comun y permanente a nivel global 3 1%1¢, En general esta
muy bien documentado que una de las principales rutas de entrada de los farmacos al medio
acuatico es a través de las aguas residuales > 13, Ahora bien, la presencia de los farmacos
en las aguas residuales puede tener varios origenes: (i) los farmacos consumidos de uso
doméstico (animales / humanos) y hospitalario, (ii) el uso de medicinas veterinarias en las
granjas de produccion animal y piscifactorias, y (iii) descargas de empresas de quimicos

relacionadas con los farmacos.

La presencia de los farmacos en las aguas residuales de uso doméstico y hospitalario se debe
a que los productos después de ser ingeridos por los humanos, no son metabolizados por
completo, lo que hace que durante los procesos de excrecion (orina, heces, sudor) y lavado
(en caso de uso topico) se excreten o remuevan de la piel en sus formas biolégicamente
activas. Pero también pueden llegar en sus formas metabolizadas . El metabolismo o la
biotransformacion de los farmacos es el proceso por el cual los organismos vivos efectian
cambios bioquimicos en una molécula. Estas formas metabolizadas o metabolitos, son
productos de la reaccidn enzimatica con el farmaco de origen que generalmente se producen
en el higado, los rifiones, el tracto gastrointestinal, y en menor proporcién en los pulmones y
el plasma de los animales y humanos 3436, Dichos productos metabdélicos pueden llegar a ser
inocuos, menos téxicos, 0 mas téxicos que el compuesto de origen o compuesto padre 3-8,
Los metabolitos predominantes de los farmacos en el ser humano, generalmente se
determinan durante el desarrollo del farmaco, ya que muchos de ellos se eliminan
principalmente como metabolitos. Por ejemplo, entre el 0 y el 15 % del diclofenaco, el
ibuprofeno y el naproxeno se excretan como compuestos padres, y el resto, son formas

metabolizadas 3°4°.

El metabolismo de los farmacos se puede dividir en dos fases, fase | y fase Il. Algunos
farmacos s6lo experimentan reacciones de fase | o reacciones de fase Il. Por lo tanto, la
numeracion de las fases es una clasificacion funcional, no secuencial. Pero cuando se tienen
los dos tipos de reacciones, generalmente, pero no siempre, las reacciones se producen de

manera secuencial.



Los metabolitos de fase I, son los metabolitos directamente productos de la reaccion
enzimatica dentro del organismo, en las cuales generalmente se pierde o se altera la actividad
farmacologica, y tienen como resultado la oxidacion, hidroxilacion, dealquilacion,
sulfoxidacién, y/o la hidrélisis del farmaco de origen. Estos productos de la fase | pueden ser
especies farmacolégicamente activas o inactivas y suelen representar sustratos para las

enzimas de fase || 34-36. 4142,

Los metabolitos de fase Il, son productos conjugados procedentes de una 0 mas reacciones
de conjugacion sintética entre el farmaco y una molécula endégena o, entre un metabolito de
fase | y una molécula endogena. El resultado de las reacciones de fase Il son productos de
mayor polaridad en comparacion con los farmacos originales, lo que permite que se excreten
mas facilmente en la orina o la bilis a fin de detoxificar el organismo y que por lo general,
aungue no siempre, son farmacoldégicamente inactivos. Este tipo de reacciones dan como
resultado moléculas de glucurénidos (con O o N), sulfatos, aductos de glutation,

conjugaciones con aminoacidos como la glicina, o la taurina entre otros 34 364243,

Gran parte de la presencia de los farmacos en las aguas residuales domésticas y
hospitalarias, se debe al manejo inadecuado de productos caducados, sobrantes, y sus
respectivos envases a través de las aguas de bafio (lavamanos y cisternas) y/o las basuras
4445 Sin embargo, en este tipo de aguas residuales suelen contener también una alta carga
de microorganismos patdégenos, nutrientes, materia organica, drogas recreativas, drogas

ilegales de abuso, sustancias endocrinas y productos de cuidado personal .

Con respecto al uso de medicinas veterinarias en la produccién animal, los farmacos usados
en la alimentacién o el bienestar saludable de los animales, son excretados al suelo y el
estiércol se reutiliza como abono fertilizante en cultivos. Una vez en el suelo, con ayuda de
agua lluvia, o agua de riego, los farmacos se solubilizan en el agua y se movilizan a otras
fuentes hidricas a través del lixiviados %647, Las aguas residuales de producciéon ganadera y
de acuicultura de base terrestre, suelen contener materia organica (a menudo a muy altas
concentraciones), nutrientes disueltos y residuos veterinarios como farmacos de uso animal,
por ejemplo, antibiéticos y hormonas de crecimiento artificial. Los antibiéticos son usados,
principalmente, para impedir (uso profilactico) y tratar (uso terapéutico) infecciones

bacterianas, por ejemplo, durante la produccién de peces y mariscos, °.

Adicionalmente, diferentes actividades humanas afectan la naturaleza de las aguas naturales.
Por ejemplo, las descargas de las empresas por medio de las aguas residuales industriales,
que son muy variadas dependiendo del tipo de industria. En el caso de la industria quimica y

especificamente, la industria farmacéutica, se presenta un aporte importante de farmacos si



no son tratadas adecuadamente, sin embargo, el mayor aporte, sigue siendo el de la excrecion
y metabolismo de los pacientes a través del agua residual “¢. De esta manera, se detecta la
presencia de farmacos en fuentes hidricas naturales, como son las aguas superficiales,
subterraneas, rios, lagunas, depésitos de agua, e incluso en el agua potable %%, La
reutilizacion de las aguas residuales tratadas en riegos de cultivos, al igual que el uso de los
lodos de depuradoras como abono, hace que los farmacos lleguen a través de la infiltracién a

fuentes hidricas naturales 14 5154,

La persistencia de estos compuestos en las aguas se debe principalmente a su permanente
entrada al medio, su baja volatilidad, su alta solubilidad en agua y su baja biodegradabilidad.
Por ejemplo, algunos farmacos tienen la capacidad de ser persistentes en la naturaleza y
mantenerse bioldégicamente activos por mucho tiempo, casos como en naproxeno, el
sulfametoxazol y la eritromicina pueden resistir hasta un afio en la naturaleza estando
biolégicamente activos, mientras que el acido clofibrico se puede mantener en su forma
original por varios afios °°. Explicaciones graficas y bien documentadas de las fuentes de
origen y el transporte de los farmacos en el medio ambiente se pueden encontrar en muchos

trabajos cientificos 47 %¢,
1.3 Tratamiento de aguas residuales

Aunque se tiene legislado que las aguas residuales sean tratadas en las estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDARs), en muchos paises no industrializados, las aguas
residuales se descargan a las aguas naturales sin ningun tratamiento, o con tratamientos muy
béasicos. Asi lo demuestra el informe de las naciones unidas Wastewater: The Untapped
Resource del 2017 2°. En dicho informe se presentan los porcentajes de agua no tratada en
el 2015 en los paises con bajos ingresos (92 %), en paises con ingresos medio-bajos (72 %),
en paises con ingresos medios (62 %), y en paises con altos ingresos (30 %), con aspiraciones

de reducir cada uno de esos porcentajes a la mitad para el afio 2030 #°.

El objetivo de los tratamientos de agua residual en las EDARs consiste en remover, 0
transformar los productos contaminantes por tratamientos primarios, secundarios y
avanzados (Figura 3). Sin embargo, no todos los productos presentes en los influentes de las
depuradoras, tienen el mismo destino. Durante el tratamiento, algunos productos son
removidos y algunos otros son transformados, inclusive produciendo compuestos o productos
de transformacion que en algunos casos pueden ser mas toxicos o dafiinos ambientalmente
que el farmaco o metabolito de origen *’. Todo esto es debido a que la remocién de farmacos

de las aguas residuales no solo depende de las propiedades fisicoquimicas de los



compuestos, sino que es también dependiente de los procesos que tienen luego en las

EDARSs, produciendo diferentes porcentajes de remocion de los farmacos ¢ 58-62,

Las EDARs funcionan bajo un principio basico o un esquema genérico de un pretratamiento,
un tratamiento primario, un tratamiento secundario y en algunos casos un tratamiento

avanzado, como se presenta en la Figura 3.
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lodo activado

A

Lodos para
tratamiento y
disposicion final

Figura 3. Esquema general de una Estacién Depuradora de Aguas Residuales, EDAR. Adaptado de fuentes: 63 -
64.

Durante el pretratamiento, se busca remover los residuos sélidos mas grandes, sacar las

arenas, eliminar las grasas y regular el flujo de entrada de agua.

Durante el tratamiento primario, sedimentaran las particulas solidas mas pesadas, y se retiran
las grasas, aceites y residuos sélidos ligeros que puedan flotar durante el tiempo en que el
agua se queda estancada a manera de reposo, en un tanque. Durante estos dos primeros

tratamientos, la remocion de farmacos suele ser muy baja %59,

Durante el tratamiento secundario se degrada la materia organica disuelta en las aguas
residuales, con ayuda de procesos bioldgicos. El uso de bacterias en este tipo de tratamiento
es comunmente soportado con lodos activados, conocidos por su nombre en inglés
Conventional Activated Sludge, CAS; o también usando Membrane Biological Reactor, MBR.
Durante este tratamiento, la materia organica disuelta se reduce por medio de degradaciones
biol6gicas o por procesos fisicos de adsorciéon hasta en un 90 % °*. Sin embargo, se conocen
casos de metabolitos conjugados de glucurénidos o sulfatos que se rompen, liberando lo que
seria el principio activo del farmacos y generando asi mayor concentracién de los mismos a
la salida de la EDAR que a la entrada, como por ejemplo el Ns-acetilsulfametoxazol, o las
hormonas estrona-glucuronido, o 17-B-estradiol-glucuronido que se retransforma en el

antibiético u hormona de procedencia 3 771, Durante este tratamiento secundario, se obtiene



una biomasa, que se separa nuevamente por sedimentacion y el agua tratada pude liberarse

como efluente a las aguas naturales.

En algunos casos, las EDARs cuentan con tratamientos avanzados que son mas especificos
y que pueden incluir sistemas de desinfeccion. Estos tratamientos estan implementandose
cada vez mas, aunque su implementacion depende en gran medida de su costo, y
generalmente es aplicado a las aguas que seran descargadas sobre ecosistemas controlados
0 que seran aguas reutilizadas en riego, para generacién de agua potable, recarga de
acuiferos, entre otros. Este tratamiento especifico contiene procesos de filtracion, eliminacion
de nutrientes, y/o desinfeccion. Con dichos tratamientos avanzados, se logra, en algunos
casos, eliminar hasta el 80 % de los farmacos presentes en las aguas residuales %% 8
Teniendo en cuenta que en los Ultimos afios se han desarrollado nuevos sistemas de
tratamientos especificos, en aras de mejorar la remocion de los contaminantes de las aguas
residuales, se detallaron los procesos convencionales y avanzados para la remocion de
farmacos en aguas residuales en la publicacion de un capitulo del libro Integrated and
Sustainable Environmental Remediation de la Sociedad Americana de Quimica (American

Chemical Society, ACS) en su coleccion de publicaciones ACS Symposium Series 2.
1.4 Presencia de farmacos en las aguas superficiales

Después del tratamiento de las aguas residuales, aun persisten en los efluentes muchos
contaminantes entre los que se encuentran los farmacos, con un variado rango de
concentraciones, ya que las EDARs no estan disefiadas para remover este tipo de
compuestos 3738 59-61. 7374 | 5 presencia de los farmacos en las aguas residuales tratadas, y
por ende, en las aguas superficiales, es un problema que se viene estudiando hace
aproximadamente 20 afios. En la Figura 4 se presentan concentraciones de farmacos
reportados en aguas superficiales en diferentes estudios con detecciones hasta por encima
de los 600 ng/L como la hidroclorotiazida, el ibuprofeno, la oxicodona, la paraxantina, el

sulfametoxazol, y el valsartan.

Como se observa en la Figura 4, la concentracion de los farmacos que se encuentran en las
aguas superficiales es variable. Ademas, va cambiando a lo largo del tiempo y con el recorrido
del agua, gracias a procesos de atenuacion natural y procesos fisocoquimicos. Desde el punto
de vista de procesos naturales, se encuentran los procesos fisicos como la dispersion y la
dilucion, los cuales no alteran la estructura quimica del farmaco, pero su concentracion se
puede llegar a reducir incluso un orden de magnitud con respecto a las concentraciones
detectadas en las EDARs 33 %% 1. 7578 También se encuentra variacién por procesos de

sorcién (que incluye absorciéon y adsorcion) °82, Igualmente hay una disminucién de la
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Figura 4. Deteccién y cuantificacion de farmacos en aguas superficiales. Fuentes:; 16: 18, 20,2527, 80, 83-90,



concentracion de farmacos por procesos quimicos que incluyen fotodegradacion, hidrolisis y
degradaciones cataliticas con el ambiente °1°°, Finalmente hay procesos biolégicos como la
degradacion biolégica (por medio de hongos, microorganismos, plantas o0 animales),
biosorcion, y/o bioacumulacion % 7% 82. 96101 Fn mucha menor proporcién se encontrarian
procesos de evaporacion, que estan afectados por la baja la presion de vapor de los farmacos,
el peso molecular més alto que las moléculas volatiles, la alta polaridad y la solubilidad.

El estudio de los farmacos en sedimentos naturales y material particulado del rio tambien se
ha realizado en busca del destino ambiental de este tipo de contaminantes. Sin embargo, las
concentraciones detectadas no son tan predominantes como en el caso de las aguas. Para
citar algunos estudios se pueden presentar el caso de la investigacion realizada por Arya y
sus colaboradores 8 en el rio Potomac (Virginia, Estados unidos), donde determinaron
concentraciones de acetaminofén, difenhidramina, gemfibrozil, ibuprofeno, y trimetoprima
entre 1 y 52 ng/g de sedimento. Al igual que los estudios realizados en nuestro grupo de
investigacion por Osorio y sus colaboradores ® en cuatro rios espafioles, donde se
monitorizaron mas de 70 farmacos en agua y sedimentos. Los analisis de este trabajo
demostraron que mientras el total de las concentraciones en el agua variaban entre 759 y
13000 ng/L, las concentraciones en los sedimentos eran mucho mas bajas y estables (entre
1000 y 1875 ng/g). Sin embargo, las variaciones en el agua se deben a varios factores como
la época del afio (dilucién por lluvias o concentracion por sequias) que también conllevan
procesos de desorcién de los farmacos de los sedimentos. Otro trabajo llevado a cabo en este

instituto, realizado por da Silva y sus

colaboradores " en el rio Ebro (Espafia) donde estudiaron sélidos suspendidos y sedimentos
con deteccion de 30 y 34 farmacos respectivamente entre 0,5 y 657 ng/g. Estos valores de
sorcién en sedimentos y material particulado parece haber aumentado a lo largo del tiempo
como se reporta en %2, Pero de manera general, debido a su polaridad, los farmacos tienden
a mantenerse disueltos en la fase acuosa antes de adherirse a materiales particulados o
sedimentos, lo que da como resultado que sus estudios en dichas matrices presenten valores
de concentracion, por lo general, mas bajos 1°. Debido a las mayores concentraciones, y a la
movilidad que tiene la fraccién de farmacos que se mantiene en el agua, la probabilidad de

gue puedan entrar en contacto con los organismos acuaticos (flora y fauna) es mayor.
1.5 Particién de los farmacos entre el agua del rio y la biota

Los farmacos presentes en agua, entran en contacto con los organismos acuaticos de manera
prolongada. De esa manera, el farmaco, o cualquier otra sustancia disuelta en el agua, puede

entrar al interior del organismo a través de las branquias y tejidos epiteliales. La acumulacién



de un contaminante que ingresa a travées de este medio se conoce como bioconcentracion. Si
el farmaco (o la sustancia contaminante) también ingresa al organismo a traves de la dieta o
por ingesta de sedimentos del fondo del rio 0 mar, y se acumula en el pez, este proceso se
conoce como bioacumulacién. Finalmente, el proceso por el cual el farmaco o la sustancia
contaminante, se transpasa acumulandose a través de dos o mas niveles en la cadena trofica
se llama biomagnificacion 1°41%  Teniendo en cuenta que los organismos acuéticos
interactian unos con otros dentro de la cadena alimenticia, el conocimiento de la tendencia
de la bioconcentracion de los residuos de contaminantes provenientes del agua y de la ingesta
por la dieta es importante, sobretodo cuando se evalla los efectos de estos contaminantes

por la exposicién real en el medio ambiente.

La informacién sobre ecotoxicidad, bioconcentracion, bioacumulacion y biomagnificacion es
necesaria y es util desde el punto de vista de la regulacion, y para la evaluaciéon de otros
procesos como por ejemplo, la absorcion de los farmacos del agua en los organismos, seguido
de la eliminacion o transformacién metabdlica y/o acumulacién como compuesto original. Una
explicacién de los procesos que sufren los farmacos desde el agua hacia el interior del pez, y
su transformacioén interna, hacia la metabolizacion y posterior excrecion, se presenta en la
Figura 5, donde se demuestran que las vias de entrada de los farmacos hacia interior del
organismo son basicamente la ingesta por la dieta, seguido por la absorcién y difusion a través
de las agallas (0o en menores casos, por la piel). Dentro del organismo del pez, varios procesos
pueden suceder como el transporte interno por los fluidos del pez y el tracto gastrointestinal,
con acumulacion en grasa y tejido lipidico. Si hay acumulacion del farmaco, se vera un efecto
de dilucion (muy leve) por crecimiento del individuo. Finalmente, en diferentes 6rganos del
pez, se sufren procesos metabdlicos, que termina con una excrecion y detoxificacion del pez

hacia el exterior.
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Figura 5. Diagrama explicativo de la transferencia de farmacos (y contaminantes) desde la fase acuosa hacia el
interior del pez. DOM: Materia Organica Disuelta; POM: Material Organico Particulado. Adaptado de fuentes: 104,
106.

Hoy en dia, ya se encuentran reportados diversos estudios que describen la toxicidad de los
farmacos en peces y su (bio)-acumulacién %7, De hecho, el impacto que producen este tipo
de contaminantes, debe ser evaluado midiendo la bioacumulacion del farmaco en los

organismos acuaticos °.

Esto también trasciende al campo de los peces para el consumo humano, ya que directamente
afecta la salud humana. En este caso, se establecen unos limites maximos de residuos (MRL,
por sus siglas en inglés maximum residue limits) de aquellos farmacos que entrafian riesgos
conocidos. Esos MRL estan entre 4 y 1000 ug/kg para antibiéticos en peces de consumo
humano de origen animal en las piscifactorias de acuerdo al reglamento de la comisién de la
UE No 37/2010 %8,

Uno de los primeros trabajos que reporté la deteccién de farmacos en peces procedentes de
aguas superficiales fue realizado por Brooks et al. en el 2005, estudiando individuos expuestos
a descargas de aguas residuales en Texas, Estados Unidos. En el estudio se determiné la
presencia de antidepresivos como la fluoxetina y sertralina y algunos de sus metabolitos en

concentraciones hasta los 10 ng/g 1.

Poco a poco se ha detectado un aumento en los estudios acerca de la presencia de farmacos
en peces, al igual que su metabolismo, bioacumulacién y biomagnificacion. Para evaluar la

exposicion de los peces a los farmacos, la bilis resulta ser muy adecuada siempre y cuando



los compuestos se metabolicen y secreten facilmente en el higado y la bilis y no se acumulen

en el masculo u otros érganos 1.

En los peces, por ejemplo, la biotransformacion de diclofenaco, el ibuprofeno y el naproxeno
es muy eficiente y ya se han identificado varios metabolitos. En la bilis predominan los
acilglucuronidos, pero también se encuentran conjugados de sulfato y metabolitos

hidroxilados 43 111113,

Por ejemplo, la Figura 6 muestra identificacién de metabolitos de fase | y fase Il del ibuprofeno
en peces inyectados de la especie Solea senegalensis desarrollado en nuestro grupo de
investigacion *®. En este caso se trabajaron con dos farmacos que se detectan comunmente
en las aguas superficiales: el ibuprofeno y la carbamazepina. En el caso de la Figura 6, se
detectaron metabolitos de fase | provenientes de la hidroxilacién del ibuprofeno (M222 y
M238), metabolitos de fase Il del ibuprofeno, producto de las reacciones con glucurénidos
(M382, M398, M414), conjugaciones con taurina (M313, M329, M345) y también la mezcla de
glucuronidos y taurina en la misma molécula (M505). Aunque no se presentan en esta
memoaria, en el mismo estudio tambien se detectaron otros metabolitos de la carbamazepina
como los provenientes de la hidroxilacién, epoxidacion y la glucuronidacion de los compuestos

hidroxilados.
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Figura 6. Ruta metabdlica propuesta para el ibuprofeno en peces (especie Solea senegalensis). Reimpreso con
permiso de fuente: 43.

Entre otros trabajos esta el estudio de Kidd y sus colaboradores en el afio 2007 4 donde
llevaron a cabo una investigacién durante 7 afios en un lago experimental, en Ontario,
Canada, exponiendo peces ciprinidos, Pimephales promelas, a un estrogeno utilizado como
anticonceptivo: 17-a-etinilestradiol, en muy baja concentracion (5-6 ng/L). Como resultado del
estudio, se observd que esta hormona sintética lograba alterar el desarrollo genital de los
peces machos y su comportamiento llevaba a tener relaciones sexuales entre peces del
mismo sexo, al igual que se alteraba la ovogénesis en los peces hembras, lo que conllevara,
en un futuro préximo, a la extincion de la especie en el lago y con lo que se demuestra la
toxicidad de los farmacos en especies acuaticas salvajes. Un estudio similar con el mismo

compuesto, pero variando la dosificacion, fue realizado por Armstrong et al. en el afio 2016



115 con conclusiones similares al estudio realizado en el 2007. Igual sucedi6 en el 2019, con
el estudio realizado por Jackson y sus colaboradores con el mismo 17-a-etinilestradiol pero
con exposicién mas prolongada . A similares conclusiones ya habian llegado Larsson y sus
colaboradores en 1999, trabajando con efluentes donde ya se habia detectado éste tipo de

hormonas, trabajando experimentalmente con la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) 7.

La alteracién del comportamiento sexual de los peces y el desarrollo de sus rganos sexuales
por parte de compuestos diferentes a las hormonas, también fue estudiado por otros autores
118122 donde sobresalen las investigaciones publicadas por Niemuth y sus colaboradores 2,
donde concluyé que la metformina, un farmaco antidiabético, actiia como disruptor endocrino
y afecta la sexualidad de los peces, cuando se encuentra en concentraciones relevantes en
el agua (40 ug/L). A similares conclusiones llegaron Lee y sus colaboradores %! demostrando
que el gemfibrozil, un farmaco para tratar niveles de triglicéridos en sangre, afecta también el
comportamiento sexual y la reproduccion en los peces después de un largo tiempo de
exposicion. Pero en el caso del gemfibrozil, la repercusion no trasciende en la linea
generacional %2, Una investigacion mas reciente fue realizada por McCallum et al. en 2017
123 En este caso se sometieron peces a efluentes de aguas residuales ya tratadas durante 28
dias. Con esto se observo que la agresividad de los peces se reducia. Al parecer, alguno(s)
de los once farmacos encontrados (de los 93 estudiados) en cerebro, plasma, génadas,
higado y musculo afectaba el comportamiento de agresividad que es normal en los Neogobius
melanostomus durante la adquisicién de su propio terreno y durante los procedimientos de
defensa. Mas estudios sobre los efectos de los farmacos en peces se encuentran publicados

en revistas cientificas como por ejemplo 2 124129,

Sin embargo, los efectos que provocan los farmacos individuales sobre los organismos
acuaticos no siempre son faciles de reconocer. Esto fue lo sucedié con un experimento usando
tramadol *°, donde una vez expuestos los peces por 24 dias, a 3 concentraciones distintas
del analito de interés, los resultados no fueron concluyentes. Este estudio cont6 incluso, con
participacion independiente de expertos de Reino Unido y Jap6n analizando los resultados de
manera aislada. Las observaciones de los investigadores, no lleva a una conclusion clara, ya
que algunos expertos dicen que las concentraciones bajas de tramadol afectan el
comportamiento de los peces, pero que las concentraciones altas no lo afectan, y otro grupo
de expertos piensan que no hay una afectacion evidente. Resultados similares, donde no se
evidencian claramente los efectos sobre peces, esta reportado con el diclofenaco en agua a
diferentes concentraciones **1. Es posible que a estas concentraciones se esté muy cerca del
nivel de efectos adversos no observables, o nivel NOAEL (No Observable Adverse Level

Effects), que son los niveles de exposicién a los cuales no se observa un efecto o cambio



significativo a nivel estadistico o biolégico. Sin embargo, para ampliar el estudio de los efectos
de los farmacos en organismos acuaticos, hoy en dia se esta evaluando el efecto que tiene la
mezcla de farmacos (cocktail o mixture) sobre los peces, como los trabajos reportados durante
el afio 2019 de Zhou et al, Bachour et al, y Godoy et al 132134,

El estudio de los farmacos en los peces se puede evaluar desde dos perspectivas diferentes.
La primera perspectiva, es el efecto y la toxicidad de los farmacos en los peces, como lo
explicado anteriormente. Desde esta perspectiva, se analizan los niveles de toxicidad y los
efectos que se producen a diferentes concentraciones del farmaco en agua. En la segunda
perspectiva, se analiza internamente el individuo y se comparan los niveles de acumulacién

de los farmacos al interior del organismo.

En éste Ultimo caso, se pueden citar los trabajos realizados en Canada, 1*° y Estados Unidos
136, En el primer trabajo, se evallan los factores de bioacumulacién de los farmacos en peces
después de 3 semanas de exposicion en diferentes puntos de un humedal que recibe aguas
residuales tratadas. Se determinaron hasta 15 farmacos en el plasma de los peces, de los 64
farmacos que se encontraron en el agua del humedal. En el segundo trabajo, se detalla un
seguimiento de 20 farmacos en 25 puntos de muestreo en rios de los Estados Unidos. Como
resultado, de los 20 farmacos analizados, se encontraron 13 en el musculo de los peces, a
concentraciones maximas de hasta 37,5 ng/g de pez del sotalol, y que no fue el producto
farmacéutico mas frecuentemente detectado, como si lo fue la venlafaxina, con una

concentracion maxima de 22,9 ng/g de pez.

Sin embargo, no todos los farmacos se acumulan en los peces. Por ejemplo, los trabajos
realizados en los afios 2012-2013 por los autores de los estudios ¥’y 31, comprueban que la
carbamazepina y el diclofenaco se detectaron en los peces, pero no se bioacumulan en el
organismo. Segun la investigacion realizada por Nallani y sus colaboradores %, al igual que
en el caso anterior, la bioconcentracién del ibuprofeno en peces después de expasicién por
28 dias (a 250 pg/L) seguido de 14 dias de depuracién parece ser muy baja e incluso ausente.
Cuando se ha estudiado la bioacumulacién de farmacos a través de la cadena tréfica 1% se
concluye que la bioacumulacién de algunos farmacos cémo diclofenaco y trimetoprima es
practicamente nula mientras que otros farmacos como oxazepam, difenhidramina e
hidroxicina se detectaron en organismos como las larvas de invertebrados, pasando por

crustaceos hasta llegar a los peces.

Enla Tabla 1 se presentan trabajos publicados, con mas de 20 farmacos detectados en peces,
ya sea en el musculo, o en el pez homogenizado. Se observa que ciertos farmacos son mas

frecuentemente detectados, como la carbamazepina, diclofenaco, difenhidramina vy



norfluoxetina. Pero las concentraciones detectadas varian de acuerdo a la matriz (musculo o
el pez homogenizado), varia en las regiones, o incluso dentro del mismo rio varia de acuerdo
al punto del muestreo. Otros farmacos se encuentran con menor frecuencia, o0 muchas veces
no son contemplados para los estudios. Sin embargo, teniendo en cuenta que hoy en dia
existen mas de 10000 diferentes prescripciones y farmacos de venta libre con més de 1300
ingredientes activos Unicos registrados y aprobados por la administracion de medicamentos y
alimentos, FDA (por sus siglas en inglés Food and Drug Administration) 4°, la probabilidad de

gque se acumulen muchos otros farmacos en los peces, es muy alta.

Tabla 1. Deteccién y cuantificacion de farmacos musculos de peces o en peces homogenizados.

Fdrmaco Concentracion en peces (ng/g) Matriz Referencia
Acetaminofén 5,0-24,0 (a) Homogenizado 80
Atenolol 0,61 (a) Musculo 141
Carazolol 0,21 (a) Musculo 142
Carazolol 0,05-4,0 (a) Musculo 141
Carbamazepina 1,0-1,4 (a) Musculo 143
Carbamazepina 3,0-8,2 (b) Musculo 136
Carbamazepina 65,0 (a) Homogenizado 80
Carbamazepina 0,6 (a) Musculo 144
Carbamazepina 0,88 (a) Musculo 141
Citalopram 0,8 (b) Homogenizado 142
Citalopram 1,2-2,4 (b) Musculo 136
Clopidogrel 7,4-8,0 (b) Musculo 136
Clopidogrel 0,51 (a) Musculo 141
Codeina 1,1(a) Musculo 141
Desmetilsertralina 1,6-4,7 (a) Homogenizado 145
Diazepam 1,9 (b) Musculo 136
Diazepam 0,19 (a) Musculo 141
Diclofenaco 4,1-8,8 (b) Homogenizado 142
Diclofenaco 4,1(b) Homogenizado 105
Diclofenaco 0,7 (b) Musculo 136
Diclofenaco 22,0 (a) Homogenizado 80
Diltiazem 0,1-0,3 (a) Musculo 143
Difenhidramina 0,6-1,3 (a) Musculo 143
Difenhidramina 55-90 (a) Homogenizado 80
Difenhidramina 0,14-0,31 (a) Musculo 144
Difenhidramina 50-436 (a) Homogenizado 139
Difenhidramina 0,04-0,07 (a) Homogenizado 145
Fluoxetina nd-1,02 (a) Homogenizado 146
Fluoxetina 0,1 (a) Musculo 147
Gemfibrozil 15,0 (a) Homogenizado 80
Hidrolorotiazida 5,98 Musculo 141
Hidroxyzina 214-10485 (a) Homogenizado 139
Ibuprofeno 3,0-40,0 (a) Homogenizado 80
Lorazepam 0,73 (a) Musculo 141
Metoprolol 2,4 (a) Musculo 141



Farmaco Concentracion en peces (ng/g) Matriz Referencia
Nadolol 1,9-2,3 (b) Musculo 136
Nadolol 0,49 (a) Musculo 141
NorFluoxetina nd-1,08 Homogenizado 146
NorFluoxetina 3,5-5,1 (a) Musculo 143
NorFluoxetina 1,1 (a) Musculo 147
Oxazepam 8-45 (a) Homogenizado 139
Oxazepam 0,4-13 (a) Musculo 124
Paroxetina nd-0,58 (a) Homogenizado 146
Propranolol 4,2 (a) Musculo 142
Propranolol 1,9qa) Musculo 141
Propranolol 0,4 (b) Musculo 136
Salbutamol 0,6 (b) Homogenizado 142
Salbutamol 3,4-6,7 (b) Musculo 136
Salbutamol 0,28 (a) Musculo 141
Sertralina 17,1 (b) Musculo 136
Sertralina 0,3 (a) Musculo 147
Sotalol 5,3-37,5 (b) Musculo 136
Sotalol 0,15 (a) Musculo 141
Venlafaxina 0,6 (b) Homogenizado 142
Venlafaxina 4,6-22,9 (b) Musculo 136
Venlafaxina 1,6 (a) Musculo 141

a: Peso fresco; b: Peso seco.

En el caso de la Tabla 1, se presentan compuestos acumulados en el musculo del pez o en
el pez homogenizado. Sin embargo, teniendo en cuenta que la mayoria de los farmacos estan
disefiados para actuar localmente en objetivos diana (6rganos, tejidos, sistemas, etc.) y con
una duracién del efecto variable, se podria considerar que, en los peces, estos farmacos,
pueden tener efecto sobre 6rganos, tejidos, y/o sistemas similares a los de los humanos. Esto
conlleva a pensar en la acumulacion de los farmacos, si la hay, puede estéar localizada en los
organos puntuales para los cuales fueron disefiados. Por ello, para predecir la acumulacion
del farmaco en los peces se tendria que evaluar la distribucién interna del farmaco dentro del
pez; y el metabolismo de los compuestos farmcéuticos biotransformables en los peces, de los

cuales existen pocos estudios 8,

Por lo tanto, el desarrollo de trabajos alrededor de la acumulacién de los farmacos en biota, y
la busqueda de metabolitos y productos desconocidos que se generen por efecto de
metabolismo en los peces, esta ganando terreno. Entre los objetivos de estos estudios, esta
el detectar nuevos metabolitos de farmacos producidos por los peces. Aunque algunos
investigadores afirman que la farmacocinética y metabolismo de los farmacos por parte de los
humanos se puede comparar con el de los peces, se desconoce si existan algunos otros

metabolitos que se generen en los organismos acuaticos 48,



En la literatura se encuentran algunos estudios acerca de la distribucion de farmacos en los
distintos organos de los peces. Algunos trabajos se realizaron a escala laboratorio en
condiciones controladas, mientras que en otros estudios se analizan farmacos en muestras
de campo. Por ejemplo, se pueden referenciar los trabajos realizados en el grupo de Tanoue
y sus colaboradores, donde analizaron tramadol para calcular la distribucién en el cerebro y
el plasma sanguineo ¢, llegando a concluir que hay un alto transporte del tramadol del agua
al plasma sanguineo y mayor efecto de acumulacion en el cerebro. Este mismo grupo de
investigacion presenta en el 2015 un trabajo acerca de la distribucion de farmacos en dos
especies distintas de peces, Carassius carassius y Cyprinus carpio, que vivian en arroyos
afectados por efluentes de aguas residuales *°. Los resultados mostraron una mayor
acumulacién de los productos estudiados en el higado y en los rifilones y concluye que el
diclofenaco, la indometacina y la carbamazepina tienen poca movilidad del plasma sanguineo
a los tejidos estudiados (cerebro, higado, masculo y rifién), a diferencia de la sertralina, la
norsertralina, difenhidramina, el haloperidol y el diltiazem, que presentan una alta posibilidad
de traspasar de la sangre a los tejidos. Otro trabajo referido a la distribucién de farmacos en
peces fué realizado por Margiotta-Casaluci y sus colaboradores *° trabajando con fluoxetina.
Ellos observaron que la acumulacién de éste farmaco en el plasma, aumentaba drasticamente
cuando la concentracion del farmaco en el agua sobrepasaba los 20 ng/mL. Esta acumulacién
se debe a que a partir de esta concentracion se inhibe el metabolismo del farmaco, mientras
que, a concentraciones inferiores, la metabolizacion de fluoxetina a norfluoxetina se mantiene

constante, evitando la acumulacion del mismo.

En 2017, McCallum et al. 23 expusieron peces a agua residual durante 28 dias, para estudiar
los efectos y la concentracién de compuestos en diferentes tejidos como el cerebro, plasma,
gonadas, higado y mdusculos. El estudio demostré acumulacion en los tejidos para 11
farmacos (bupropién, carbamazepina, citalopram, clotrimazol, diltiazem, difenhidramina,
donepezil, flecainida, oxazepam, risperidona, y venlafaxina) de los 93 estudiados y se observa
una relacion directamente proporcional entre la concentracién de los farmacos en las aguas
residuales, y el efecto de la acumulacion de farmacos en los tejidos. Adicionalmente, se
concluye gue la concentracién de los farmacos es mayor en el cerebro, seguido por plasma
sanguineo, luego en las génadas, finalmente en el higado y el misculo. A conclusiones muy
similares han llegado Arnnok y sus colaboradores con el estudio de farmacos antidepresivos
(22 compuestos) en el rio Niagara 1. Los autores del estudio concluyeron que, para el caso
de los farmacos pertenecientes a la familia de antidepresivos, los mayores factores de
bioacumulacién estan en el cerebro, seguido por el higado, luego en masculo y finalmente las

gonadas.



Por otro lado, Lahti y sus colaboradores #* estudiaron a escala de laboratorio la absorcién y
metabolizacion de cinco diferentes farmacos en trucha (diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno,
bisoprolol, y carbamazepina) a dos distintos niveles de concentracion. Para ello se hicieron
estudios en plasma y en la bilis. El trabajo demostré la acumulaciéon de todos los farmacos
estudiados en el plasma de la sangre en concentraciones hasta de 210 ng de farmaco/mL de
plasma. En el caso de la acumulacién en bilis y metabolizacién, la respuesta fue mucho més
evidente ya que se determinaron concentraciones hasta dos érdenes de magnitud superiores
comparado con el plasma. La bioacumulacion, bioconcentracién y la distribucion de la
carbamazepina fue estudiado dentro del grupo de Valdés y sus colaboradores en el 2016 %2
en peces a escala de laboratorio. Se logré demostrar la presencia de la carbamazepina, y uno
de sus principales metabolitos (2-hidroxicarbamazepina) en agallas, intestino, higado, cerebro
y musculo. Sin embargo, la presencia de otro metabolito comuin, la 10,11-epdxi-

carbamazepina, solo fue evidente en las agallas y el masculo.

En el trabajo de Grabicova y sus colaboradores °2 se hizo un estudio de peces expuestos por
13 dias a aguas residuales de Suecia. Durante esta investigacion se lograron encontrar
productos farmacéuticos como citalopram, sertralina y venlafaxina en el cerebro e higado de
la mayoria de los peces estudiados, pero no en el plasma sanguineo ni en musculo. Sin
embargo, las concentraciones en el cerebro fueron mucho mas bajas comparadas con la
menor concentracion detectada en el cerebro de algin mamifero tratado con dosis

terapéuticas, lo cual no implica ningun riesgo para el pez.

Se pueden encontrar ademas, otros dos ejemplos de deteccion de farmacos en peces en
Argentina * y en Republica Checa ° con resultados similares a los ejemplos antes
explicados; aunque en el caso de Argentina solo se estudian 3 6rganos en los peces (musculo,
higado y agallas), mientras que en el caso de la Republica Checa, se estudian 5 6rganos

diferentes (musculo, higado, rifién, cerebro y plasma).

Todos los trabajos mencionados anteriormente, incluyendo los que se presentan en la Tabla
1, reportan farmacos detectados en concentraciones muy bajas, a nivel de unos pocos ng/g
de muestra. Para poder determinar valores tan bajos, se requiere de técnicas analiticas
avanzadas, con buenos limites de deteccidn y robustez, como seria el caso de la técnica de

espectrometria de masas. Técnica de la cual se hace una introduccién en la siguiente seccion.
1.6 Analisis de farmacos en muestras de peces

La determinacion de farmacos en muestras ambientales ha avanzado considerablemente
gracias al desarrollado de las técnicas analiticas. Todo el proceso analitico involucra una serie

de pasos como son los de extraccion de los analitos, la purificacion del extracto, la deteccién



por medio de equipos analiticos, y finalmente, el procesamiento de los resultados. Sin
embargo, se considera que, a dia de hoy, hay un numero relativamente corto de estudios
describiendo la presencia de de farmacos en biota. Esto puede ser debido a dos factores
fundamentales, el primero a la variabilidad bioldgica de las muestras. Se estima que hay
descritas alrededor de 31000 especies de peces y 176000 especies de invertebrados.
Segundo, las capacidades analiticas que se requieren. Realizar determinaciones tipo
multiresiduales, incluyendo miles de compuestos farmacéuticos usados a nivel animal y
humano, ademas de sus metabolitos, en matrices complejas como las de peces y a
concentraciones tan bajas como las presentes en este tipo de muestras en ambientes
naturales 1%, requiere equipos y métodos robustos y personal capacitado para llevar a cabo

los andlisis, e interpretar los resultados con fiabilidad %7,

1.6.1 Tratamiento de la muestra

Para poder proceder a la extraccion de los compuestos de interés, lo primero que se necesita
es preparar la muestra de acuerdo al método a aplicar. La preparacion puede incluir
congelacion, liofilizaciébn, homogenizacion, y limpieza de la muestra (en el caso de los peces,
ademas se deben quitar las escamas, lavar, y separar 6rganos). También se debe utilizar un
tratamiento especial, por ejemplo, el caso de muestras de sangre, plasma, bilis o algunas

matrices liquidas, que pueden requerir filtracion, precipitaciéon proteica, y/o centrifugacion -
158

En el caso de la extraccion de los farmacos de la muestra, se tiene como objetivo principal el
aislamiento y concentracion de los analitos de interés de todos los otros componentes de la
matriz, sea liquida o sélida. Este paso de preparacion de la muestra es especialmente critico
debido a la complejidad de las matrices biolégicas, que por lo general presentan
concentraciones del contaminante a niveles muy bajos, entre los pg/g y nug/g. Esta complejidad
se ve incrementada por la presencia de componentes extraibles como lo son sulfatos,
fosfatos, azlcares como la glucosa, aminoacidos, colesterol, glicéridos, vitaminas,
componentes de la sangre, pigmentos y algunos otros componentes no deseados, presentes

en la matriz que pueden interferir en el analisis 159161,

Teniendo en cuenta los problemas antes mencionados, se deben desarrollar métodos
apropiados para la obtencion de una eficiente extraccion de los compuestos de interés que
por lo general requiere de una preparacién de la muestra extensiva 6214 Otro de los
problemas que se tiene que afrontar, esta relacionado con la especificidad de la extraccion.
En caso de los farmacos, las caracteristicas de los mismos son muy variadas, como lo son la

polaridad, la solubilidad, el pH, y la estabilidad térmica. De esta manera, desarrollar un Gnico



método de extraccién para todos los compuestos es una tarea muy compleja 12163, Es por
ello que, algunos estudios se centran en un solo tipo de compuestos, es decir una Unica familia
de farmacos como por ejemplo antibiéticos 5%, o sulfonamidas ¥’ o en un nimero muy

reducido de compuestos en el desarrollo de métodos de andlisis para farmacos en peces 6,

Las extracciones de los compuestos de matrices biol6gicas sélidas requieren un nimero de
procesos, en general, mas extenso que para las matrices liquidas. Sin embargo, el mercado
ofrece una buena cantidad de métodos para realizar extracciones. Entre los métodos de
extraccion mas comunes de muestras sélidas, estan la extraccion asistida por microondas
(MAE) 169171 extraccion liquido/ sélido, o simplemente extraccion liquida (liquid extraction) 14+
166,172 extraccion por QUEChERS 168 173174 ‘nombre acrénimo del inglés “Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe” 1’® que se traduce al castellano como rapido, facil, econémico,
efectivo, robusto y seguro; extraccion asistida o soportada por ultrasonido (USE) 149 151, 176-177
extraccion acelerada con solventes (ASE) o extraccion con liquidos presurizados (PLE) 145-146.
152 ']a extraccion rotativa 1°° 143 o la micro-extraccion en fase sélida (SPME) 1°7 178180 Esta
Ultima técnica se ha estado implementando para hacer estudios de contaminantes in vivo en

peces, sin necesidad de sacrificar al individuo.

El resultado de cualquiera de las técnicas de extraccion aqui nombradas, es un extracto
liquido, que se debe purificar, con el objetivo de eliminar los compuestos que puedan afectar

el analisis instrumental y ademas de pre-concentrar los analitos de interés.

1.6.2 Purificacién del Extracto

Eliminar los coextractos es un proceso generalmente complejo, o que consume tiempo del
andlisis. Incluso el resultado puede llegar a ser negativo, ya que puede implicar perdida de la
muestra o pérdida del analito de interés !, Sin embargo, muchas veces las ventajas se
sobreponen a estas desventajas y se recomienda purificar el extracto. En algunos casos, se
puede aplicar como técnica de purificacion, la filtracion para eliminar las particulas sélidas
mas grandes de los extractos sin posteriores tratamientos de muestra 4. Sin embargo, la
mayoria de los procesos de limpieza y purificacion del extracto de peces, estan basados en
una técnica conocida como SPE por su nombre en inglés Solid Phase Extraction o extraccion
en fase soélida. Esta es una técnica de preparacion de muestras con particulas sélidas,
similares a las usadas para el empaquetamiento de columnas cromatogréficas, pero
empacadas en un cartucho o disco, con el objetivo de separar los diferentes componentes de
la muestra, pasando el extracto liquido a través de la fase sélida 58. Este método requiere
pequefias cantidades del extracto, es relativamente rapido y puede separar diversos tipos de

compuestos de acuerdo a las caracteristicas del material sélido o fase estacionaria con la que



se esté trabajando. En el mercado actual se pueden encontrar diferentes tipos de fases
estacionarias, por ejemplo: HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance, que traduce al castellano
balance (o equilibrio) hidréfilico-lipofilico), alimina, florisil, silica, etc. Uno de los problemas
que mas puede afectar el analisis de farmacos en los peces, es la presencia de compuestos
como los lipidos y las grasas en las muestras, que en el caso de los peces puede ser hasta
del 50 % de la muestra analizada #? y que por lo general producen un efecto matriz importante

157, 182-183

Estos lipidos, generalmente se coextraen con el disolvente durante el proceso de extraccion,
sobre todo si el disolvente es un alcohol 4, Este tipo de co-extractos o componentes de la
matriz no deseados, pueden traer ademas otro tipo de problemas como obturacion en las
columnas cromatograficas, o incluso en los equipos de andlisis. Para la purificacion de
muestras con alto contenido de grasas, se han desarrollado sorbentes especificos para la
retencién de grasas, aplicados al igual que la SPE, por ejemplo Oasis HLB-prime, un sorbente
modificado con tecnologia patentada para la remocién de fosfolipidos 8, o algunos otros que
son extracciones en fase sélida pero de manera dispersa, d-SPE y no de manera compactada
en un cartucho. Algunos ejemplos de estos d-SPE son el EMR-lipid (enhanced matrix removal
of lipids) 8¢, o el Supel QUE que trabaja con sorbentes del tipo z-SEP, particulas de silice

recubiertas de 6xido de zirconio %7,

Otro método de limpieza de extractos es la cromatografia de exclusion molecular (size
exclusion chromatography o Gel-Permeation chromatography GPC). Este método puede ser
muy efectivo a la hora de realizar la purificacién de las muestras, pero tiene la desventaja de
requerir mucho volumen de solvente para limpiar el extracto, incluso hasta 200 mL de
disolvente para limpiar 250 uL de extracto, lo que encarece el método 2. Sin embargo, en
algunos casos se han visto limpiezas de extracto mucho mas sencillas y econémicas, como

simplemente el uso de la congelacién del extracto para remover colesterol 176,

Aunque los procedimientos de purificaciébn pretenden eliminar la mayor cantidad de co-
eluyentes de la matriz, tambien se podria dar el caso de perder algo del analito, como se
comenté al inicio de esta seccion. Es decir, se debe encontrar un balance entre la purificacion
y la co-extraccion de los analitos que permita recuperaciones Gptimas para poder analizar las
muestras. Finalmente, después del proceso de purificacion del extracto, se puede proceder a
realizar el andlisis de los compuestos. En la presente tesis, se realiza el analisis por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), técnica que se describe

a continuacion.



1.6.3 Andlisis de farmacos por LC-MS

La LC-MS es una de las técnicas mas utilizadas para el andlisis de muestras ambientales y la
identificacion de los contaminantes como los farmacos, incluyendo sus metabolitos y sus

productos de transformacion 8,

Debido a su gran versatilidad y aplicabilidad, la LC-MS ha ganado mucho terreno en el campo
del andlisis de contaminantes, y es hoy por hoy quizas una de las técnicas mas empleadas al
momento de analizar muestras, ya que dependiendo del tipo de adquisiciébn que se haga,
permite el monitoreo de sustancias de interés, denominado andlisis dirigido (target analysis),
pero incluso existe la posibilidad de realizar andlisis de compuestos no contemplados
inicialmente, por medio del andlisis de compuestos sospechosos (suspect screening) o

compuestos desconocidos gracias al andlisis no dirigido (non target analysis).

En el caso de los farmacos, se prefiere usar la ionizacion por electro-espray (Electrospray
ionization, ESI) que se usa muy frecuentemente para el analisis de moléculas con polaridad
de intermedia a alta y es apta para analizar moléculas en un amplio rango de mj/z.
Adicionalmente, se complementa con la ionizacion quimica a presién atmosférica (APCI), o la
foto-ionizacion a presion atmosférica (APPI) que son técnicas de ionizacién para moléculas
de polaridad intermedia a baja 18%1°°, La ESI se considera una técnica de ionizacién suave en
la cual las moléculas mantienen su informacién de composicion elemental (ion cuasi-
molecular o quasimolecular ion). Y es por esa misma razén, que este tipo de ionizacion es
mas sensible a los efectos de matriz, ya que se genera una competencia por las cargas

disponibles en la superficie de las micro-gotas, con los co-extractos de la matriz.

1.6.4 Efecto matriz

En muchos casos, el extracto obtenido puede contener componentes de la matriz que no son
de interés durante el andlisis. Estos componentes no deseados, pueden producir
interferencias que se ven reflejadas en un aumento de la sefial en el instrumento de deteccion
(enhancement) o reducciéon de la sefial (suppression), y es lo que se conoce como efecto

matriz.

A pesar de que muchos autores han tratado este punto del efecto matriz, y han publicado
algunos trabajos sobre el tema 182183, 191-193 't5do parece indicar que la reduccién de la sefial,
en LC-MS, est4 fuertemente relacionada con la ionizacion de la muestra en estado liquido
antes de pasar a estado gaseoso. Posiblemente durante la ionizacion, puede haber una
competencia por las cargas disponibles, entre los analitos de interés y los coextractos que

producen este efecto matriz, al igual que una competencia por tener acceso hacia la superficie



de la gota que pasaréa al estado gaseoso. Otra explicacién de la reduccion de la sefial, esta
relacionada con la viscosidad del solvente que lleva la fase movil. Una mayor cantidad de
compuestos disueltos en la muestra, puede producir un incremento en la viscosidad del
solvente que transporta la muestra, generando una mayor tension superficial, lo que da como
resultado una reduccién en la eficiencia de la atomizacion y posterior evaporizacion del
liquido, por lo tanto, habra una menor cantidad de cargas disponibles. Esta misma viscosidad
también puede ser afectada por la presencia de modificadores en los solventes que llevan la
muestra, como el sulfato de amonio, o acetato de amonio. Incluso, se ha publicado que los
modificadores del solvente y los co-extractos pueden reaccionar entre ellos formando
complejos con el analito %1%, Cabe destacar que el efecto matriz es independiente para cada

analito, ya que depende de la polaridad de la molécula °,

A mayor cantidad de muestra introducida, se tiene mas cantidad de matriz, por lo tanto el
efecto matriz serd mayor, lo que indirectamente va a afectar la precision del método empleado
197 Pero también se reporta que, a menor cantidad de muestra inyectada en el instrumento,
mayor la variabilidad del método 1°7-1%1, Es decir, que durante la utilizaciéon o desarrollo de los
métodos de extraccion, el aumento o disminucion de la sefial de los analitos seleccionados,
siempre va a estar afectada tanto por factores internos (co-extractos de la muestra), como por

factores externos (cantidad de muestra) 9% 1%,

1.6.5 Analizadores MS

Una vez ionizados los compuestos de interés, en este caso los farmacos, se procedera a su
respectiva separacion por m/z, fragmentacion y deteccion en los respectivos analizadores y
detectores. La funcién de los analizadores de masas es separar los iones de acuerdo a la
relacion m/z de los iones formados, y con ello lograr identificar los precursores. Los
analizadores de uso mas comun son los cuadrupolos (Quadrupole, Q), de sector magnético,
trampa iones (ion trap), tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF), y resonancia de ciclotron de

iones de transformada de Fourier (Fourier-transform ion cyclotron resonance, FT-ICR) 1,

Los analizadores de MS pueden ser de baja resolucién o de alta resolucion, de acuerdo a la
exactitud de la masa que sea determinada, los analizadores de baja resolucién son capaces
de identificar compuestos con presicion de una unidad de masa, mientras que los analizadores
de alta resolucién son capaces de identificar la masa exacta de un compuesto hasta con 4
decimales. Los analizadores de alta resolucion (HR, High Resolution, HRMS), son menos
comunes para analisis rutinario. Sin embargo, se est4 extendiendo su uso poco a poco en la
industria y en los laboratorios de investigacion. Una de las mayores ventajas de la HRMS,

también llamada HRAMS (High Resolution Accurate Mass Spectrometry %°°), como ya se



comento, es la determinacion de la masa exacta del compuesto, con un error de masa menor
a 5 partes por millon (ppm), sin perder relativamente sensibilidad, si se compara con la
adquisicion del tipo de analizadores de baja resolucion (triple cuadrupolo, QqQ) 189201205 Eg
decir, que los equipos de alta resolucion son capaces de distinguir entre dos compuestos que
tienen la misma masa nominal, pero diferente masa exacta, lo que permite detectar
compuestos con diferente composicion elemental. Asi lo reportan algunos trabajos publicados,
como en el trabajo de Ferrer y sus colaboradores 2%. Los equipos de alta resolucion, sin
embargo, tienen menor sensibilidad que los equipos triple cuadrupolo 2°* 2% aunque con un

rango lineal de trabajo suficiente para el andlisis de contaminantes en muestras ambientales
208

Con los equipos de HR-MS se pueden realizar analisis de Full-MS, para adquirir todas las
especies gue se ionizan en la fuente. También se tiene la posibilidad de combinar Full-MS con
MS/MS, teniendo informacién adicional como los espectros de los iones producto. Este tipo
de adquisiciones permiten el analisis de compuestos conocidos, y adicional a eso, debido a
gque se ha adquirido todo el espectro de iones que sale de la fuente de ionizacién, dichos datos
pueden ser re-procesados posteriormente, sin necesidad de re-inyectar la muestra en
cuestion, para analisis de compuestos no contemplados inicialmente, o desconocidos (tema

que se tratara en las secciones posteriores Andlisis Cuantitativo y Analisis Cualitativo).

Por todas las caracteristicas antes nombradas, los equipos de LC acoplados a HR (gj. LC-
TOF, LC-Orbitrap) han sido utilizados ampliamente para aplicaciones como la deteccién de
farmacos y sus productos de transformacion en muestras ambientales 2%°. Entre los
analizadores de HR se encuentran los FT-ICR-MS, TOF-MS, y el Orbitrap-MS (analizador de
captura de iones orbitales, orbital ion trapping analyzer). El FT-ICR-MS, tiene mayor poder
de resolucion que el Orbitrap-MS o el TOF-MS 20+ 207 siendo utilizado en caracterizaciones de
materia organica 219211 petrdleo 2°* 212 y protedmica 2°* pero su costo, incluyendo el

mantenimiento, es demasiado elevado 190 199,204

El analizador Orbitrap-MS, es una modificacibn de una trampa de iones que usa la
transformada de Fourier para producir el espectro m/z. El principio de funcionamiento se basa
en la oscilacién de los iones alrededor de un electrodo central por medio de un campo eléctrico
en direccion hacia adelante y hacia atras del electrodo. La idea es alinear los iones y
separarlos gracias a la frecuencia de oscilacion (que depende de la m/z) alrededor del
electrodo central. Posteriormente, en el detector, por medio de la transformada de Fourier, se

convertird la sefial en el correspondiente espectro m/z de cada ion 202 204213,



El analizador de TOF-MS, mide el tiempo que necesita un ion para desplazarse desde la
fuente de iones, hasta el detector en un espacio libre, impulsado por un pulsador y guiado por
reflectrones, donde el tiempo en alcanzar el detector, depende de la velocidad del ion, que a

su vez depende de la m/z 190 199,204, 214

Hoy dia se han hecho avances en el desarrollo de equipos hibridos donde se acoplan
analizadores de baja resolucion (cuadrupolos, Q) y de HR-MS. Hoy en dia, ya se tienen
equipos Q-TOF (desde 1996 24) y Q-Orbitrap (desde 2011 2°?), donde el primer ion precursor,
se selecciona en baja resolucion, pero después de la fragmentacién, se detectan los iones en
alta resolucién, mejorando los datos de adquisicion y disminuyendo la posibilidad de falsos

positivos.

Teniendo en cuenta que la tesis doctoral se realizé exclusivamente con un analizador de
cuadrupolo-tiempo de vuelo, Q-TOF, a continuacion se hace una descripciéon mas amplia de

este tipo de equipos.

1.6.6 Analizador de cuadrupolo-tiempo de vuelo, Q-TOF

El analizador TOF fue propuesto en 1946 y desarrollado en 1948. Posteriormente, se han
mejorado sus versiones desde esa entonces 2°4 214, Entre las ventajas que encontraron
cuando lo disefiaron, fue la de poder generar un espectro completo de todas las masas con
una velocidad de analisis muy rapida. Estas caracteristicas, junto con su alta sensibilidad,
permitieron a los analizadores TOF establecer su importancia en el campo de la HRMS.
Inicialmente, los iones generados eran movilizados a través del espacio tubular, de manera
lineal, a través de un “pulsador” que generaba paquetes de iones y los proyectaba a lo largo
del tubo. Sin embargo, este modelo de movimiento de los iones, fue mejorado en 1989 cuando
se propuso proyectar los iones a través del tubo pero de manera ortogonal, perpendicular a la
entrada de los iones 2. Con este cambio se lograron adaptar las técnicas de ionizacién a
presion atmosférica como ESI y ampliar las aplicaciones de los analizadores TOF en LC/MS
214 Otro cambio importante que han recibido estos equipos, esta relacionado con el
procesamiento de la sefial que generan los iones al llegar al detector. Anteriormente, los
detectores eran analdgicos usando un osciloscopio, y posteriormente evolucionaron para ser
de tipo digital, ADC (convertidor digital-a-analogo Analog-to-Digital Converter). Esto permitid
la revisibn de las sefiales de los espectros de masas de manera electronica y no
fotograficamente. El detector se encarga basicamente de procesar el nimero de iones que
logran llegar al final del tubo y de los tiempos de llegada de los iones (tiempo de vuelo de los
iones). La velocidad es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo de vuelo, que a su vez es

proporcional a la m/z 204 214,



Con los ultimos desarrollos, los cuadrupolos y los TOF pudieron ser acoplados para
desarrollar un analizador QTOFy con lo que se han alcanzado grandes avances en la
espectrometria de HR, logrando resoluciones espectrales por encima de los 30000 FWHM
(Anchura méaxima a media altura, Full Width Half Maximum), medidas de exactitud por debajo
de 1 ppm de error, un rango lineal de trabajo hasta de 4 6rdenes de magnitud y una alta
sensibilidad por debajo de las ppm de concentracién 2°* 216, Estas son algunas de las
caracteristicas del equipo X500R de SCIEX (lanzado al mercado en 2015) con el cual se han
desarrollado los andlisis de LC-MS/MS durante los trabajos de esta tesis doctoral. Este equipo
esta disefiado para aplicaciones de rutina de andlisis dirigido y no dirigido (de alli la “R” del
nombre; Routine). Es un equipo que esta construido con un disefio de paso éptico en N, y un
tubo de vuelo termostatado que ayuda a mantener la robustez y la exactitud de la masa. Tiene
un sistema de calibracién integrado a través de lo que llaman Tween spray, que permite
calibraciones a lo largo de la secuencia de adquisicién, pero sin perturbar la adquisicion,
porque esta dotado de una sonda dual, (una para las muestras provenientes de la LC, la
segunda para las soluciones calibrantes). Este es un cambio importante en los equipos de
QTOF de SCIEX, ya que en sus equipos QTOF anteriores se tenian dos sondas, una sonda
APCI para la calibracién, y la segunda que podia ser APCI o ESI segun como el usuario
quisiera analizar. Hoy en dia con este equipo, se realiza la calibracion y el andlisis con el
mismo tipo de ionizacion. Finalmente, es un equipo muy compacto y que tiene la capacidad
de adquirir datos a muy alta velocidad en modo MS y MS/MS 28, tanto asi que en el review
presentado por Kind y sus colaboradores 8°, donde presenta un comparativo de equipos para
identificacion de pequefias moléculas usando MS/MS de alta resolucion, dos de los equipos
de SCIEX (TripleTOF 6600 y QTOF X500R) tienen velocidades de adquisicion de MS/MS de
100 espectros por segundo; el doble del siguiente equipo mas rapido presentado en el articulo.

Este equipo tiene diferentes modos de adquisicién de datos:
A) En modo MS:

» Full scan TOF-MS: En todos los tipos de adquisicion, siempre hay un primer
experimento en donde se detectan todos los iones en su forma de ién molecular con
masa exacta. Mientras esto sucede, no habra ningun tipo de fragmentacién en los
compuestos. Posteriormente, se realizan las adquisiciones, si las hubiera, en modo

MS/MS. Este ciclo se repite a lo largo de toda la duracién de la LC.

B) En modo MS/MS: En este tipo de eventos, lo que se busca es llevar a cabo la fragmentacion
de las moléculas para generar los espectros MS/MS. Se tienen basicamente 3 tipos de
adquisicion MS/MS:



» HR-MRM: (MRM con alta resolucién): trabaja en el mismo modo que en el triple
cuadrupolo, seleccionando un ion molecular especifico y siguiendo los fragmentos que
genera el rompimiento de ese ion molecular. Sin embargo, los fragmentos seran
adquiridos en alta resolucion.

» IDA (MS/MS) (Information Dependent Acquisition): Es un modo de adquisicion en
donde se adquieren espectros MS/MS de las moléculas, en orden descendente de
acuerdo a su intensidad y que estén por encima de una intensidad determinada
(umbral). Segun la configuracion del usuario, también se puede incluir una lista de
analitos seleccionados, que se buscaran independientemente de la intensidad. Pero,
si no se encuentran dichos analitos, se fragmentardn un numero de moléculas
determinadas, dependiendo de su intensidad; por ejemplo, se obtendran MS/MS de
las 10 6 20 m/z mas abundantes en cada momento. El proceso se repite durante todo
el tiempo que dure la LC 7. Este mismo modo de adquisicién, en otros equipos, es
denominado DDA (Data Dependent Acquisition) % 28, Y aunque es un modo de
adquisicion altamente selectivo y que genera espectros de masas practicamente libres
de interferencias, en general, sélo puede generar un niumero limitado de espectros
MS/MS que cumpla con los criterios configurados por el usuario (Figura 7, A).

> SWATH (Sequential Window Acquisition of All THeoretical Fragment-lon Spectra) #°.
Este tipo de adquisicién es denominado también DIA (data-independent acquisition,
Adquisicién independiente de datos) y fue desarrollado con tres objetivos primordiales:
eliminar la variabilidad de las modificaciones quimicas durante el analisis, incremetar
el rango dinamico de cuantificacion, y maximizar la adquisicion de todos los

compuestos que pueda llegar a contener una muestra %2°.

El experimento SWATH MS/MS se lleva a cabo independientemente de la informacién
adquirida en el primer experimento MS 218 221 Se caracteriza por fragmentar todos los iones
que salen de la fuente de iones sin preseleccion de los iones precursores (FULL MS/MS,
MS/MS-ALL o también llamado en otros equipos AlF, All lon Fragmentation, fragmentacion de
todos los iones). Lo que diferencia el AIF del SWATH, es la manera de fragmentar y adquirir
el MS/MS. En el modo AlF, todos los iones que salen de la fuente de ionizacion, pasan por el
primer cuadrupolo, entran a las celda de colision simultdneamente (en un rango de 600-2000
Da %), para luego detectarse todos los fragmentos de todos los iones en el analizador de alta
resolucion. Por el contrario, en la adquisicion de modo SWATH, todos los iones que salen de
la fuente de ionizacién, pasan por el primer cuadrupolo, y se separan secuencialmente de
acuerdo a su m/z para ser fragmentados en pequefios grupos o ventanas, generalmente con
variaciones inferiores a 20-100 Da *°. De esta manera, se reduce la complejidad de los

espectros MS/MS, ya que la cantidad de iones que entra en un segmento va a ser mucho



menor gue si entran todos los iones simultdneamente 21221, Una vez se fragmentan los iones,
se genera el respectivo espectro para cada grupo de iones (Figura 7, B). Estas ventanas
(grupo de iones), es variable, pudiendo limitar en rangos muy pequefios donde hay mayor
cantidad de iones, y dejar rangos mas grandes en la ventana de m/z donde hay menor
densidad de iones 2. El éxito de este tipo de adquisicién, radica en el desarrollo de potentes
componentes electrénicos que permiten la variacion de voltajes y la deteccion de iones a una

alta velocidad 2.
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Figura 7. Esquema adquisicion por Data Dependant, DDA y SWATH.

En la adquisicion DDA (A) el primer cuadrupolo, MS, selecciona un ion (seleccionado en rojo) y excluye los demas
iones. Posteriormente, ese ion pasa a la celda para ser fragmentado, y se genera el MS/MS del ion seleccionado
con sus fragmentos.

En la adquisicion en SWATH (B) se seleccionan todos los iones sin lista de inclusion ni dependencia de su
intensidad. Los iones seran fragmentados de acuerdo a las ventanas de adquisicion separadas por unos cuantos
Da (menos de 50 Da), en este caso representados por los circulos de color, y cada grupo de iones se fragmentara.
Cada grupo de iones generara un espectro MS/MS que en este caso se representan de tal manera que los ejes
del MS/MS corresponden con el color del circulo (ventana). Adaptado de fuente: 189.

Hoy en dia, este tipo de equipos, Q-TOF, junto con el Q-Orbitrap se estan utilizando cada vez
mas, por las ventajas que presenta de poder realizar andlisis de compuestos conocidos o
compuestos diana al mismo tiempo que poder realizar un andlisis de compuestos
sospechosos o compuestos desconocidos. A pesar de que suelen ser equipos mas costosos
y menos sensibles, tienden a incrementarse en el mercado industrial y de la investigacion. A
continuacion se explica con mas detalle los tipos de andlisis que se pueden realizar con los

equipos de HRMS y que fueron implementados en esta tesis.



1.6.7 Andlisis Cuantitativo

Este tipo de analisis se realiza cuando se quiere determinar la cantidad exacta de uno o mas
compuestos conocidos dentro de una muestra. Para ello lo que se busca es comparar el area
obtenida en un cromatograma de un patrén estandar del compuesto objetivo (target), contra
el area obtenida en el cromatograma de la muestra para el mismo compuesto (misma m/z) a
través de una curva de calibracion. Sin embargo, para proceder a la cuantificacion, se requiere
la optimizacion de los parametros del instrumento de los analitos y tener informacion de los
iones que se forman en el espectrometro de masas. Es decir, se requiere una inversién de
tiempo, y conocer de antemano las condiciones con las que se debe configurar el equipo para

tener una cuantificacion exitosa.

En la literatura abundan trabajos de cuantificacibn de farmacos en peces usando
cromatografia liquida con espectrometria de masas de baja resolucion 41123 137, 148-149, 151, 154,
166-168, 222-223 'Y |os procedimientos que usan por lo general, son los expuestos en el trabajo de
Krauss y sus colaboradores 2°’. Teniendo en cuenta que durante el desarrollo de esta tesis se
trabajé exclusivamente con un equipo de HR, se recopilaron datos de estudios realizados en
peces con HRMS, y se resumen en la Tabla 2; donde se incluyen los farmacos detectados en
diferentes 6rganos de los peces (matriz), la concentracion detectada, los métodos validados
reportando sus limites de cuantificacion (LOQ), el tipo de extraccion, purificacion e instrumento
de LCHR-MS utilizado en el estudio. En la Tabla 2 se observa que los trabajos reportados, se
han desarrollado con los dos tipos de equipos de HRMS de uso mas comun en los laboratorios
de andlisis: el Q-Orbitrap y el Q-TOF, y los dos equipos reportan limites de quantificacién por
debajo de 1 ng/g para la gran mayoria de los casos. De igual manera las detecciones de los
farmacos reportados se encuentran desde valores por debajo de 0,1 ng/g hasta por encima
de los 150 ng/g, como en el caso del citalopram detectado en rifion en el estudio de # con
164 ng/g.



Tabla 2. Estudio de farmacos en peces por HRMS (validaciones + deteccion).

1.Método extraccion

Deteccion 2.Purificacion
Fdrmaco/ Metabolito Matriz LOD /LOQ (ng/g) f .
(ng/g) 3. Andlisis
4.Referencia
10,11- o
. . 0,06-0,4 Rifidn N.R./0,03-0,4
epoxicarbamazepina
.. L. 7,0-17,0 Higado N.R. /0,03-0,04
Acido metoproldico
0,06-0,2 Plasma N.R./0,05-0,1
Atenolol 0,2 Higado N.R. /0,05-0,08
Azitromicina 4,4 Higado N.R./2,1-3,1
Bezafibrato 12,0 Rifién N.R./7,3-14,0
Biperideno 5,0-23,0 Rifién N.R./6,9-9,8
3,3-3,5 Higado N.R./2,0-3,3
Cafeina 3,6-6,8 Cerebro N.R./1,1-2,2
1,6-2,8 Plasma N.R./0,8-1,6
) 0,7-1,2 Higado N.R./0,2-0,3
Carbamazepina .
0,7 Rifién N.R./0,4-0,8
0,2-6,0 Higado N.R./0,2-0,3
2,2-84 Rifién N.R./0,2-0,3
Citalopram 1,3+41,7 Musculo N.R./0,2-0,4
1,8-7,4 Cerebro N.R./0,8-1,4
0,2-0,2 Plasma N.R. /0,09-0,2
0,1-1,2 Rifion N.R./0,07-0,1
Claritromicina 0,09-0,1 Musculo N.R. /0,04-0,07
0,06-0,1 Plasma N.R./0,06-0,1 o
X 1. Homogenizacion
0,08-0,2 Higado N.R. /0,04-0,1 .
. . e del solvente-matriz,
Clindamicina 0,5-0,7 Rifion N.R./0,2-0,3 ] .,
centrifugacion
0,09-0,1 Plasma N.R./0,05-0,1 S
i 2. Filtracidn sobre
. . 0,2-0,3 Higado N.R./0,1-0,1
Clomipramina . celulosa 'y
0,3-0,5 Rifion N.R./0,2-0,3 .
o , congelamiento
Cetirizina 0,06-0,1 Higado N.R./0,05-0,1 .
) 3. Q-exactive-Thermo
. 0,3-1,2 Higado N.R./0,1-0,2 . o
Desvenlafaxina . Fisher Scientific
. . 0,3-2,7 Rifion N.R./0,1-0,3 .
(O-desmetillvenlafaxina) 4. Grabicova et al. 155
0,1-0,3 Plasma N.R./0,1-0,1
) 4,0-7,2 Rifién N.R./1,9-3,7
Diclofenaco
1,1-2,3 Plasma N.R./0,7-1,4
Donepezilo 0,3 Rifién N.R./0,1-0,2
Haloperidol 2,3 Higado N.R./0,2-0,2
. 0,03-0,4 Higado N.R./0,1-0,1
Levamisol s
5,0-17,0 Rifion N.R./3,1-5,2
Loperamida 1,8+3,0 Higado N.R./0,1-0,1
0,2-0,6 Higado N.R./0,03-0,04
Metoprolol 0,3-0,6 Rifion N.R./0,08-0,1
0,06-0,2 Plasma N.R./0,05-0,1
Mianserina 8,0-20,0 Rifion N.R./0,23-0,45
0,23-0,41 Higado N.R./0,15-0,25
Mirtazapina 0,30-0,38 Rifidon N.R./0,25-0,40
0,64-0,76 Cerebro N.R./0,62-1,2
1,2-4,0 Higado N.R./0,23-0,32
. 0,25-0,37 Musculo N.R./0,15-0,25
N-desmethylcitalopram
1,0 Cerebro N.R./0,59-1,0
0,15 Plasma N.R. /0,098-0,20
Orfenadrina 0,27 Higado N.R./0,11-0,16
Sertralina 0,7-1,7 Higado N.R./0,075-0,11



1.Método extraccion

Deteccion 2.Purificacion
Fdrmaco/ Metabolito Matriz LOD /LOQ (ng/g) f .
(ng/g) 3. Andlisis
4.Referencia
0,2-1,8 Rifion N.R. /0,068-0,13
0,18-0,30 Musculo N.R. /0,094-0,15
1,0-9,0 Cerebro N.R./0,11-0,33
Sulfametazina .,
o 0,09 Higado N.R. /0,023-0,042
(sulfadimidina)
Sulfametoxazol 0,40 Higado N.R./0,33-0,61
Sulfoxido de clindamicina 0,25 Rifion N.R./0,16-0,26
0,7-2,5 Higado N.R./0,28-0,39
Telmisartdn 0,11-0,15 Rifion N.R./0,052-0,10
0,63 Plasma N.R. /0,23-0,46
Terbinafina 0,17 Musculo N.R./0,13-0,22
2,2-4,2 Higado N.R./0,33-0,54
2,9-8,7 Rifién N.R./1,2-2,0
Tramadol
6,2-11,6 Cerebro N.R./0,54-1,1
0,52-1,42 Plasma N.R./0,11-0,22
Trimetoprima 0,40 Higado N.R. /0,090-0,15
0,7-1,5 Higado N.R./0,18-0,26
. 2,4-4,8 Rifién N.R./0,20-0,36
Venlafaxina .
0,20-0,24 Musculo N.R./0,16-0,27
0,16-0,32 Plasma N.R./0,10-0,19
. 0,10-0,38 Higado N.R./0,12-0,16
Verapamilo .
0,27-0,61 Rifién N.R. /0,15-0,26
Acetaminofen 2,88 Homogenizado N.R. /4,3 1. QUEChERS
2. Filtracion con
cartuchos Captiva ND
, . lipid
Cafeina 3,00-4,58 Homogenizado N.R./1,3 .
3. QTOF Triple TOF
5600 Sciex
4. Baduel et al. 173
. 8,6-31,0 Higado N.R./0,01-0,8
Citalopram .
0,3-164 Rifion N.R./0,1-0,8
0,7-1,2 Higado N.R./0,3-3,9
Clomipramina 0,3-1,8 Rifién N.R./0,1-0,8
0,5 Musculo N.R./0,03-0,1
1,8-5,0 Higado N.R./0,6-5,3
Haloperidol 0,3-9,5 Rifion N.R./0,1-0,6 L
) 1. Homogenizacion
0,7 Miuisculo N.R./0,05-0,2 .
, del solvente-matriz,
o 0,3-1,2 Higado N.R./0,1-0,8 i B
Hidroxicina . centrifugacion
0,3-0,3 Rifion N.R./0,1-0,8 . =
) 2. Filtracion sobre
. 11,0 Higado N.R./1,2-5,3
Levomepromazina . celulosa y
i ) 1,2-8,1 Rifién N.R./0,2-2,0 )
(methotrimeprazina) i congelamiento
0,06 Musculo N.R. /0,04-0,01 )
. . L 3. Q-exactive-Thermo
Mianserina 0,6-2,1 Rifion N.R./0,08-0,67 . L
) Fisher Scientific
0,6-4,7 Higado N.R./0,56-5,70 .
. 4. Grabicova et al. 8
. ) 12,0-95,0 Rifién N.R./0,07-0,43
Mirtazapina i
0,1-0,3 Musculo N.R. /0,06-0,01
5,6 Plasma N.R./0,28-0,45
0,56-2,90 Higado N.R./0,19-1,70
Paroxetina 1,60-9,50 Rifion N.R./0,02-0,18
0,65 Plasma N.R./0,28-1,40
Sertralina 2,70-15,00 Cerebro N.R./0,80-2,30



1.Método extraccion

Deteccion 2.Purificacion
Fdrmaco/ Metabolito Matriz LOD /LOQ (ng/g) f .
(ng/g) 3. Andlisis
4.Referencia
1,60-24,00 Higado N.R./0,02-0,18
11,00- Rifién N.R./0,29-1,90
48,00 Musculo N.R./0,32-1,20
0,52-2,40 Plasma N.R. /0,50-0,86
0,77
1,70-2,40 Higado N.R./0,78-2,50
Tramadol 0,42-21,00 Rifion N.R./0,07-0,47
0,17 Musculo N.R./0,08-0,14
1,00-3,50 Higado N.R./0,32-1,10
Venlafaxina 0,56-16,00 Rifién N.R./0,22-1,80
0,56 Musculo N.R. /0,40-1,50
Carbamazepina 0,32-3,25 Homogenizado 0,01 /0,05
Amitriptilina 2,40-4,83 Homogenizado 0,05 /0,2
Bronfeniramina 2,15-4,91 Homogenizado 0,01 /0,05
Bumetanida 1,53-3,61 Homogenizado 0,05 /0,20
Clomipramina 2,18-7,81 Homogenizado 0,05 /0,2
Clopamida 1,87-3,01 Homogenizado 0,05 /0,10
Dicicloverina .
. . 0,94-5,32 Homogenizado 0,01 /0,05 1.109
(diciclomina) .
. . homogenizado.
Fenacetina 2,04-4,11 Homogenizado 0,003 /0,01 . L,
. ) Micro-extraccion
Flumequina 2,27-4,52 Homogenizado 02 /1,0 L .
. liquido-sdlido por
Flumetasona 1,24-3,98 Homogenizado 0,02 /0,10 . o
. . fibra hueca asistida
Indometacina 2,41-3,15 Homogenizado 0,2 /1,0 .
. . . por microondas
Lidocaina 1,08-4,98 Homogenizado 0,02 /0,1 .
. . usando dcido cloro
Loperamida 1,27-2,30 Homogenizado 0,05 /0,20 (hi
acético.
Naproxeno 0,91-2,21 Homogenizado 0,03 /0,010 2 NA
Ormetoprima 1,52-2,66 Homogenizado 0,05 /0,20 o
3. Q-exactive-Thermo
Paracetamol . . L
. 2,88 Homogenizado N.R. /4,30 Fisher Scientific
(Acetaminofen)
4. Fernandez-Torres
Paracetamol .
. 1,54-4,05 Homogenizado 0,01 /0,2 et al. 169
(Acetaminofen)
Pefloxacina 0,23-4,0 Homogenizado 0,01 /0,05
Sulfadimetoxina 2,42-3,93 Homogenizado 0,20 /1,00
Tadalafil (Cialis) 1,68-3,93 Homogenizado 0,02 /0,10
Tramadol 1,41-5,44 Homogenizado 0,05 /0,20
Trimetoprima 2,02-3,01 Homogenizado 0,01 /0,05
Triprolidina 0,32-2,51 Homogenizado 0,20 /1,00

Ahora bien, uno de los maximos beneficios que tiene el trabajar con LC-HRMS, ademas del
analisis cuantitativo, es adquirir informacion suficiente de otros compuestos que se cree que
podrian estar en la muestra, pero no fueron considerados inicialmente (andlisis de
sospechosos) o compuestos totalmente desconocidos (andlisis no dirigido), pero su
determinacion no seria cuantificable hasta que no se realice una curva de calibracion y se
haga la comparacion respectiva con el patrén analitico standard, por lo que se denomina

analisis cualitativo.



1.6.8 Andlisis Cualitativo

Una de las grandes ventajas que tienen los analizadores de HRMS, radica en la posibilidad
de determinar la masa exacta de los analitos que salen de la fuente de iones en modo full-
MS. Asi se obtiene una gran cantidad de informacién, que permite la caracterizacion de
compuestos tanto conocidos, como desconocidos en la muestra analizada, esto incluye (en el
caso de los farmacos) todo lo relacionado con farmacos no estudiados anteriormente, los
metabolitos de fase |, metabolitos de fase Il, y todos los productos de transformacion ya sea
por biodegradacién, fotélisis, o cualquier otro proceso. La interpretacion de la informacion se
realiza por técnicas que se denominan “de barrido” como son el analisis de sospechosos

(suspect screening), o el andlisis de compuestos no conocidos (non-target analysis) 224226,

Normalmente, durante las determinaciones de los nuevos compuestos con masa exacta,
usando equipos con analizadores de HR, se tiene como criterio general que los compuestos
propuestos o candidatos, no difieran en masa isotopica en mas de 5 ppm con respecto a la
masa isotépica tedrica 2°* 224, Adicional a eso, se estudia el perfil isotopico, iones moleculares,
se puede comparar la fragmentacion del compuesto de origen (padre) contra el patron de
fragmentacion del nuevo compuesto (que por lo general coinciden en algunos fragmentos) y
también tener en cuenta los tiempos de retencion relativos del compuesto padre y del
compuesto candidato. Sin embargo, se debe tener en cuenta, que ningln compuesto esta
confirmado al 100 % hasta que no se compare su tiempo de retencion y el espectro de masas
con su patron de referencia, es decir, solo se va a tener un nivel de confirmacién parcial.
Schymansky y sus colaboradores 2?°, proponen cinco niveles de confianza a la hora de

reportar el modo de confirmacion de moléculas desconocidas usando HRMS (Figura 8)

- N ™ < Lo
[ O | «Estructura @ © o o)
> e«Estructura > > . > >
Z confirmada =z Probable z cPosible z 4
+ Se requiere: * Se requiere: candidato «Formula
*MS O :aesreqwere: . g:lrzcﬂ:::e- *Masa exacta
* MS/MS . M.S/.MS q : * Se requiere:
T * Biblioteca * MS/MS *MS del “MS
PO MS/MS 6 «Datos isétopo o del
retencion . ducto
. * Datos experimental aduc
OIPETTEIN £ experimental es
referencia
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Figura 8. Niveles de confidencialidad durante la identificacion de moléculas desconocidas. Adaptado de fuente:
225.



Andlisis de compuestos sospechosos: En este caso se requiere una lista de compuestos
que se sospechan que esten en la muestra, con lo que se procede a ser extraidos con masa
exacta una vez adquiridos los datos. Luego se busca coincidencia entre el perfil isotopico de
los compuestos tedricos y analizados. Posteriormente se debe buscar coincidencia entre los
tiempos de retencion teéricos (modelamientos o si se tienen datos antiguos) y el tiempo de
retencion de la muestra analizada. Finalmente, se debe buscar coincidencia entre los
fragmentos en los espectros MS/MS tedricos (modelamientos o si se tienen datos antiguos) y
el MS/MS de la muestra analizada. Después de eso, ya se puede presentar una lista de
compuestos sospechosos presentes en la muestra 2%, Es decir, para el andlisis de
compuestos sospechosos se debe tener informacion preliminar de lo que puede contener la

muestra y se prepara una lista para extraer las masas de esos compuestos sospechosos.

En la Tabla 3, se presentan investigaciones publicadas en revistas cientificas donde, por
medio del analisis de sospechosos, se pudieron identificar metabolitos de farmacos en peces
usando HRMS. Esos son casos publicados para la carbamazepina, el diclofenaco o el
ibuprofeno, donde a través de inyecciones intraperitoneales del compuesto, se procedia a un
seguimiento de los metabolitos formados en la bilis del pez #* 11112 En el caso de la
carbamazepinay el diclofenaco se lograron identificar 11 metabolitos, mientras que en el caso
de el ibuprofeno, se identificaron 13 metabolitos. En otros estudios, se analizan los datos
adquiridos, para buscar coincidencias en las bases de datos y de esta manera se han logrado
identificar un nimero mucho mas reducido de compuestos, que es lo que se denomina,

andlisis no dirigido (non target analysis) 17 %7,



Tabla 3. Ejemplos de trabajos publicados en el analisis de metabolitos de farmacos en peces por medio del analisis

de sospechosos con HRMS.

; . . . Equipo de Metabolitos
Farmaco Fish especie Matriz L . . Ref.
andlisis identificados
Ictalurus punctatus,
o Oncorhynchus ’ . Amoxicilina
Amoxicilina . Musculo Q-Orbitrap-MS . 172
mykiss, dicetona
Salmo salar
Carbamazepina Solea senegalensis Bilis Q-Orbitrap-MS 11 metabolitos 43
. Oncorhynchus . .
Diclofenaco . Bilis Q-TOF-MS 11 metabolitos 111
mykiss
o ’ . Residuos de
Diltiazem European eel Musculo Q-Orbitrap-MS o 227
diltiazem
European eel, .
. i . Desetilen—
Enrofloxacina Yellow croaker Musculo Q-Orbitrap-MS . 172
I enrofloxacina
Tilapia
European eel, .
Lo i . Dimero-
Etoxiquina Yellow croaker Musculo Q-Orbitrap-MS o 172
I Etoxiquina
Tilapia
Ibuprofeno Solea senegalensis Bilis Q-Orbitrap-MS 13 Metabolitos 43
Oncorhynchus . .
Ibuprofeno . Bilis Q-TOF-MS 13 metabolitos 112
mykiss
European eel, .
, . Amino
Mebendazol Yellow croaker Musculo Q-Orbitrap-MS 172
o mebendazol
Tilapia
. European eel, , . Residuos de
Ofloxacina Musculo Q-Orbitrap-MS . 172
Yellow croaker ofloxacina
European eel,
P i . metabolito N4
Sulfametoxazol Yellow croaker Musculo Q-Orbitrap-MS 172

Tilapia

acetyl

Durante el desarrollo de la tesis doctoral, se realizaron los trabajos de analisis por medio de
las adquisiciones con SWATH. Como ya se explicéd, la adquisicion con SWATH, permite
realizar cuantificaciones de compuestos conocidos (sin necesidad de optimizacion previa),
permitiendo incluso, cuantificar usando el Full-scan, o con los fragmentos. Pero, ademas, el
SWATH permite realizar analisis cualitativos, ya que como se graban todos los espectros
MS/MS de todos los iones que salen de la fuente de ionizacion, (fragmentados en forma

secuencial), se tiene toda la informacion de todos los compuestos extraidos de la muestra.

Una vez se tienen adquiridos los datos, el procesamiento de los mismos se realiza a través
del software instrumental, en este caso el SCIEX OS. Este software contiene una biblioteca
incluida con espectros MS y MS/MS en alta resolucién para mas de 17000 compuestos que

incluye la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia, NIST (National Institute



of Standards and Technology) del 2017, con espectros MS y MS/MS a diferentes energias de
colision, adquiridos con equipos de HRMS como el QTOF, el TripleTOF y el Orbitrap.

Para el andlisis target, se importan las transiciones de los iones moleculares usando la base
de datos de la libreria. Los valores m/z de los iones moleculares del experimento de TOF-MS
son usados como iones cualitativos y los valores m/z de los iones fragmentos de los
experimentos de MS/MS son utilizados para los propositos de cuantificacion. Todo esto

soportado por medio de una curva de calibracion.

Debido a que también se realizaron trabajos de identificacion de compuestos por medio del
analisis retrospectivo usando andlisis de compuestos sospechosos, se utilizaron herramientas
extras para determinar la confirmacion de los compuestos y poder llegar a niveles de
confirmaciéon 1 y 2 de acuerdo a lo explicado en la seccion 1.6.5. Para complementar la
confirmacién con la biblioteca instrumental, se us6é la base de datos de acceso libre
ChemSpider, gue se encuentra conectada con el software SCIEX OS y tiene datos para mas

de 77 millones de moléculas Unicas, provenientes de mas de 275 fuentes de datos 228,

Finalmente, para concluir la introduccién se presenta una sintesis gréafica, Figura 9, con los
temas descritos en esta seccion referido al andlisis de farmacos en muestras de peces (y en

general, en muestras ambientales).



Preparacion de la muestra

eCongelacidn, liofilizacién, homogenizacion, tamizaje, filtracion,
precipitacion protéica, centrifugacion

Extraccion

*MAE, USE, SPME, ASE/PLE, QUEChERS,

eExtraccion rotativa, Extraccion liquido liqguido, Homogenizacion
solvente + centrifugacion

Purificacion del extracto
eFiltracion, SPE, d-SPE, GPC

Analisis
«LC-MS, LC-MS-MS

Procesamiento de los resultados.

e Analisis cuantitativo: Analisis dirigido
e Analisis cualitativo: Analisis de sospechosos (suspect screening)

Figura 9. Diagrama de los pasos aplicados en el proceso de andlisis de muestras

MAE: Extraccién asistida por microondas; USE: Extraccion asistida o soportada por ultrasonido; SPME: Micro-
extraccion en fase solida; ASE: Extraccion acelerada con solventes; PLE: Extraccion liquida presurizada; SPE:
Extraccién en fase Solida; d-SPE: Extraccion en fase sélida dispersa; GPC: Cromatografia de exclusion molecular;
LC-MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas; LC-MS-MS: cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tAndem. Adaptado de fuete: 157.

Como resumen, se puede decir que los farmacos de uso humano y veterinario, estan
presentes en el medio ambiente en diversas matrices, y estan llegando a la biota, tanto
acuatica como no acuatica. Su bioacumulacién esta siendo estudiada primordialmente con
técnicas avanzadas de analisis quimico como la LC-HRMS, que permite hacer un seguimiento
de compuestos conocidos, pero también de compuestos que se sospecha que estan
presentes en la biota acuatica. Por ello, para profundizar en el tema de la contaminacion
ambiental en muestras de peces, se ha desarrollado esta tesis doctoral con los objetivos que
se presentan en el capitulo 2.
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2.1 Justificacion

Como se ha presentado durante la introduccion, los farmacos son productos quimicos con
actividad biolégica; y sus metabolitos son productos de la reaccion enzimatica con el farmaco
de origen los cuales, entran permanentemente en las aguas naturales y es un fenémeno
estudiado en profundidad. A pesar de que los organismos de control y que las autoridades
estdn avanzando con la regulacion legislativa en la lucha contra la entrada de estos
contaminantes en el medio ambiente, aun falta mucho trabajo por hacer. Sin embargo, ya se
tiene una conciencia ambiental acerca de la contaminacién que producen los farmacos en las
aguas que conlleva a tratar de controlar con mayor medida, las entradas de estos

contaminantes a los ambientes naturales.

Por otro lado, los estudios relacionados con la introduccién de dichos farmacos en biota, son
pocos. Se sabe que las muestras ambientales y sobre todo de origen bioldgico, son un tipo
de muestras que conllevan muchos retos analiticos en el momento de su procesamiento. La
extraccion y purificacién de los extractos presentan dificultades que tienen que ser superadas
al mismo tiempo que permitir la conservacion de los analitos de interés. El desarrollo de
métodos mas robustos, con mayor eficiencia, al mismo tiempo econémicos y amigables con
el medio ambiente, es un requerimiento cientifico en aras de realizar investigaciones mas
productivas. Es por ello que nace la necesidad de optimizar métodos aumentando la fiabilidad,
sensibilidad, versatilidad, robustez, capacidad y rendimiento de los ya existentes. La fiabilidad,
conocida como el método que inspira confianza y que es creible al momento de la
determinacion y entrega de unos resultados veridicos. La sensibilidad en desarrollar métodos
gue puedan realizar determinaciones a niveles bajos de concentracion, aprovechando la
capacidad de los nuevos equipos. La versatilidad, para optimizar métodos que puedan ser
aplicados en diversas matrices, sin afectar en gran medida los resultados por efectos de tipo
matriz, gracias a la purificaciéon que se aplica al extracto. La robustez al momento de hacer
algun tipo de variaciones en el método, que no afecte su rendimiento. El rendimiento, en el
sentido analitico, que permite analizar el mayor nUmero de muestras, en el menor tiempo
posible, con resultados reproducibles; y la capacidad, de poder analizar el mayor nimero de
contaminantes, en este caso, numero de farmacos y metabolitos por muestra, con el minimo
namero de inyecciones. Para todo ello, se quieren aprovechar las capacidades que tiene los
equipos analiticos de Uultima tecnologia, realizando analisis de tipo dirigido (andlisis
cuantitativos) y no dirigido (andlisis cualitativos) en el estudio de muestras de peces. Toda
esta optimizacion debe ir de la mano con los avances tecnologicos en materia de

procesamiento de las muestras y de las técnicas analiticas.



Las tecnologias existentes permiten la determinacién de andlisis de compuestos a
concentraciones muy bajas, a niveles de ng/g o incluso pg/g de matriz. Adicionalmente, las
nuevas aproximaciones analiticas permiten la detecciébn de nuevos compuestos, o0 hacer
seguimientos de compuestos no seleccionados previamente durante el andlisis inicial: andlisis
de compuestos sospechosos. Es por ello que con esta tesis se han propuesto varios objetivos
para abordar temas relacionados con el analisis de los farmacos en peces, usando

espectrometria de masas de alta resolucion.
2.2 Objetivos

La presente tesis se desarrolla buscando nuevos métodos de andlisis para la determinacién
de farmacos que no se han detectado anteriormente en peces. Haciendo uso de técnicas
avanzadas de separacion, como la cromatografia liquida de alta eficiencia y también de
herramientas analiticas de Ultima tecnologia como la espectrometria de masas de alta

resolucion, se han planteado los siguientes objetivos:

- Desarrollar y validar métodos analiticos para la determinacién de una larga lista farmacos en
muestras de peces. Para ello, se pretenden optimizar métodos diferentes de extraccion de los
farmacos. Se pretende comparar una extraccion por medio de la técnica QUEChERS, con
otras técnicas. Los QUEChERS se basan en una extraccion soélido-liquido y seguido de una
particion liquido-liquido de los analitos en los disolventes, que generalmente son acetonitrilo
y agua, y una purificacion del extracto de tipo dispersivo. Otro método que se pretende
optimizar y comparar con el primero, es una extraccion miniaturizada y soportada con
ultrasonido, para extraer mas compuestos y validarlos. Cada uno de los métodos tiene
diferentes caracteristicas que seran presentadas en el Capitulo 3, y después seran discutidas
y comparadas a lo largo del Capitulo 4. El fin Ultimo de estos desarrollos analiticos, es
proponer métodos con alta fiabilidad, sensibilidad, versatilidad, robustez, y rendimiento para

el anadlisis de farmacos en peces.

- Un segundo objetivo que se propone en la tesis, es la aplicacion de los métodos analiticos
desarrollados, para la determinacion de farmacos en muestras de peces de diferentes rios
europeos, donde se busca recolectar informacion sobre la calidad del agua y los organismos.
Los métodos desarrollados seran aplicados en muestras reales de peces provenientes de rios
de Grecia, el Evrotas; Italia, el Adige; Espafia, el Llobregat; y un rio que cruza varios paises:

el Sava, que cruza Eslovenia, Croacia, Bosnia y Herzegovina y Servia.

- Un tercer objetivo planteado en la tesis, es estudiar la acumulacion y distribucion de los
farmacos en los peces. Para ello, se pretende usar las técnicas validadas a lo largo del primer

objetivo de esta tesis doctoral, y poder estudiar la distribucién de farmacos en peces,



analizando diferentes 6rganos del mismo: agallas, bilis, cerebro, corazén, higado, masculo,
pancreas, piel, y rifion.

Con la siguiente representacion visual se resume los objetivos propuestos de la presente tesis
doctoral.

N
182.1167

Consumo de farmacos 304.1531
ﬂ 82.0649 0.0010 /183.1206
Excrecidn 105.0332 20091 305.1566 |
ﬂ' 306.1597 |
Aguas residuales !

¥ 200 250 300
Mass/Charge, Da

100 150

Figura 10. Esquema gréfico del trabajo desarrollado en esta tesis.
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CAPITULO 3

Parte experimental
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Durante este capitulo se presentan todos los reactivos, materiales, instrumentacion y métodos

utilizados durante la tesis doctoral.
3.1 Reactivos y disoluciones
> Patrones

La mayoria de los patrénes analiticos utilizados han sido suministrados por Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Entre ellos: acido mefenamico (= 98,5%), acido nalidixico (= 98%),
acridona (> 99%), amlodipina (> 99%), atenolol (> 99%), bezafibrato (= 98%), bromazepam (>
99 %), cafeina (= 99%), carazolol (= 98,5%), carbamazepina (= 99%), cefalexina (= 99%),
claritromicina (= 98%), codeina (= 98%), diclofenaco (= 98%), diltiazem (= 98%), eritromicina
(=2 98%), fenofibrato (= 99%), fluoxetina (= 98%), furazolidona (= 98%), indometacina (= 98%),
ketamina (= 98%), ketoprofeno (= 98%), lamotrigina (= 98%), loratadina (= 98%), lorazepam
(=2 98%), mefedrona (= 98%), metadona (= 98%), metoprolol (= 98%), metronidazol (= 99%),
midazolam (= 98%), oxazepam (= 98%), oxcarbazepina (= 98%), paracetamol (acetaminofen)
(= 99%), propifenazona (= 98%), propranolol (= 98%), salbutamol (albuterol) (= 98%),
sertralina (= 98%), sotalol (= 98%), sulfadimetoxina (= 98,5%), sulfametazina (sulfadimidina)
(2 99%), sulfametoxazol (= 98%), sulfapiridina (= 99%), temazepam (= 98%), trimethoprima (=
98%), valsartan (= 98%), venlafaxina (= 98%), verapamilo (= 99%), warfarina (= 98%) y

zolpidem (= 98%).

Los otros patrones analiticos han sido suministrados por otras casas comerciales. Entre ellos:
acido valsartanico (= 98%, Toronto Research Chemicals, North York, Ontario, Canada),
clorpromazina (> 97%, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Estados Unidos), diazepam (= 98%,
Cerilliant-Merck, Texas, Estados Unidos), flumequina (= 98%, Honeywell Fluka, New Jersey,

Estados Unidos), paroxetina (= 98%, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Estados Unidos).

Mas informaciones sobre los patrones analiticos usados para esta tesis se pueden encontrar

en la Tabla 4.

Los patrones internos marcados isotépicamente (ILIS) han sido suministrados por Santa Cruz
Biotechnology (Texas, Estados Unidos): acetaminofén-d4 (= 99%) bezafibrato-d4 (= 99%),
carbamazepina-d10 (= 99%), codeina-d3 (= 99%), diazepam-d5 (= 99%), fenofibrato-d6 (=
99%), lamotrigina-13C3 (= 99%), lorazepam-d4 (= 99%), metoprolol-d7 (= 99%), sotalol-d6
(=2 99%), sulfametazina-d4 (= 99%), trimetoprima-d3 (= 99%), venlafaxina-d6 (= 99%).



Tabla 4. Listado de patrones

: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATC! number? molecular?

Acido
L. Antiinflamatorio 61-68-7 Ci5H1sNO; 241,2857 Sigma-Aldrich
mefenamico N
H
o OH

Q,
‘. . 164265-78-
Acido valsartanico - Ci14H10N40> 266,2553 N CRC Toronto

> N\‘N
\

N——NH

Acido nalidixico Antibacterial 389-08-2 C12H12N,03 232,2357 Sigma-Aldrich

Acridona - 578-95-0 Ci3HgNO 195,2171 Sigma-Aldrich




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATC! number? molecular3
Bloqueador de
Amlodipine los canales de 88150-42-9 C20H25CIN,Os 408,8766 Sigma-Aldrich
calcio
Agente f3-
Atenolol & B 29122-68-7 C14H22N,03 266,3366 Sigma-Aldrich
blogueante
. Regulador . .
Bezafibrato L 41859-67-0 C19H20CINO4 361,8200 Sigma-Aldrich
Lipidico
cl
H O
N\g
Bromazepam Psicoléptico 1812-30-2 C14H10BrN30 316.1527 Br =N Sigma-Aldrich
N
o
N N o]
Psicoanaléptico
Cafeina P 58-08-2 CgH10N40; 194,1909 </ | \’/ Sigma-Aldrich
N
N \




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATC! number? molecular3
N.D. (Agente B- " " . .
Carazolol bl te) 57775-29-8 CigH22N,0, 298,3802 o o N Sigma-Aldrich
oqueante \‘/
Carbamazepina Antiepiléptico 298-46-4 Ci5H12N,0 236,2691 N Sigma-Aldrich
O)\NH
OH
o]
X
Cefalexina Antibacterial 15686-71-2 C16H17N304S 347,3893 Q Sigma-Aldrich
N\\“ S
H H
Claritromicina Antibacterial 81103-11-9 C3gHgoNO13 747,9548 Sigma-Aldrich
Clorpromazina Psicoléptico 50-53-3 C17H19CIN,S 318,8645 Santa Cruz

Cl




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
HOy,
/\N/
Hiu,,,, =
Medicamento g
Codeina paralatosy 76-57-3 CigH21NO3 299,3649 Sigma-Aldrich
escalofrios O
\O
Diazepam . illi
. Psicoléptico 439-14-5 C16H13CIN,O 284,7407 cl = Cerilliant-Merck
(Valium) O
N
/ o
[e]
Cl OH
Diclofenaco Anti-inflamatorio  15307-86-5 C14H11CILNO, 296,1490 K Sigma-Aldrich
Bloqueador de
Diltiazem los canales de 42399-41-7 C22H26N204S 414,5185 Sigma-Aldrich
calcio
Eritromicina Antibacterial 114-07-8 C37Hg7NO13 733,9282 Sigma-Aldrich




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
(o]
. Regulador . .
Fenofibrato o 49562-28-9 C0H21Cl0O4 360,8320 Sigma-Aldrich
Lipidico . . OY
o
N
. . . Honeywell
Flumequina Antibacterial 42835-25-6 C14H12FNO3 261,2489 | luk
Ho Fluka
F
o) ]
E
E
Fluoxetina Psicoanaléptico 54910-89-3 Ci7H18FsNO 309,3268 F Sigma-Aldrich
(0) N/
H
o)
o\(
Furazolid Antiséptico 67-45-8 CeHoN30 225,1586 </ 0 Sigma-Aldrich
urazolidona -45- , N igma-Aldric
ginecolégico TS \N/ ° / &
N4
RN
o
(o)
/O OH
Indometacina Anti-inflamatorio 53-86-1 C19H16CINOg4 357,7883 N\ Sigma-Aldrich
N
O)\Q\C
Cl
Ketamina Anestésico 6740-88-1 Ci13H16NCIO 237,7257 Sigma-Aldrich
NH
0




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
0]
Ketoprofeno Anti-inflamatorio  22071-15-4 C16H1403 254,2812 Sigma-Aldrich
OH
cl
cl
Lamotrigina Psicoléptico 84057-84-1 CoH7ClI2Ns 256,0916 N Sigma-Aldrich
B
P
H,N N NH,
o /\
‘ N
Loratadina Antihistaminico 79794-75-5 C22H23CIN,0, 382,8840 Sigma-Aldrich
(0)
N
OH
Lorazepam Psicoléptico 846-49-1 Ci1sH10Cl2N20, 321,1585 cl —N Sigma-Aldrich
Cl
0
N
1189805-
Mefedrona Psicoanaléptico C11H1sNO 177,2433 ™~ Sigma-Aldrich

46-6




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
ar
Analgésico . .
Metadona e 76-99-3 C1H27NO 309,4460 Sigma-Aldrich
opioide ~y
Agente B- . .
Metoprolol 51384-51-1 CisH2sNO3 267,3645 Sigma-Aldrich
blogueante o/\/\u
OH
|
N“\o.
. Antibacterial/ = . )
Metronidazol L 443-48-1 CgHoN3O03 171,1542 Sigma-Aldrich
antibidtico N\ |
>/ \/\OH
N
Y
\/
Midazolam Psicoleptico 59467-70-8 Ci1gH13CIFN3 325,7679 o __—N Sigma-Aldrich
F.
Oxazepam Psicoléptico 604-75-1 C15H11CIN, O3 286,7135 Sigma-Aldrich




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
O,
Oxcarbazepina Antiepiléptico 28721-07-5 Ci5H12N20; 252,2685 Sigma-Aldrich
N
O)\NHZ
OH
Paracetamol o
(Acetaminofen) Analgésico 103-90-2 CgHgNO> 151,1629 )J\ Sigma-Aldrich
N
H
R
0. 0.
Paroxetina Psicoanaléptico 61869-08-7 C19H20FNO3 329,3661 <OD/ ChemCruz
F
\7 §
Propifenazona Analgésico 479-92-5 Ci14H1sN20 230,3060 N Sigma-Aldrich
[e]
Agente B- )\ . .
Propranolol 525-66-6 C16H21NO> 259,3440 N o Sigma-Aldrich
bloqueante it
OH
OH
H
Salbutamol Enfermedades N . .
. . 18559-94-9 Ci13H21NO3 239,3112 HO Sigma-Aldrich
(albuterol) respiratorias

HO




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
cl
Sertralina Psicoanaléptico 79617-96-2 Cy7H17CIN 306,2301 Sigma-Aldrich
/HNIIn---- ) Cl
Q H
\A
Agente B- /\\ . .
Sotalol 3930-20-9 Ci12H20N205S 272,3640 o Sigma-Aldrich
blogueante N
N
OH
0, H
\\S\\/N F ‘ N
Sulfadimetoxina Antibacterial 122-11-2 C12H1aN404S 310,3292 L NG Sigma-Aldrich
" Y
~
H (o]
N N
N \S//
Sulfametazina . . | // . :
o Antibacterial 57-68-1 C12H14N40,S 278,3304 I Sigma-Aldrich
(sulfadimidina) N
NH,
O\ H
N
\S/ \
Sulfametoxazol Antibacterial 723-46-6 C10H11N303S 253,2779 ©/\\O \ Sigma-Aldrich
N—
HoN
O,
N
N
Sulfapiridina Antibictico 144-83-2 CuHuN3055 249,2891 /©/\\O | | Sigma-Aldrich
A
H,N




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3
Temazepam Psicoléptico 846-50-4 C16H13CIN,0> 300,7402 Sigma-Aldrich
Trimetoprima Antibacterial 738-70-5 Ci4H18N403 290,3183 ~ Sigma-Aldrich
o
Agente 137862-53- . .
Valsartan i Ca4H29N503 435,5197 Sigma-Aldrich
Cardiovascular 4
OH /
Venlafaxina Psicoanaléptico 93413-69-5 C17H27NO;, 277,4024 o Sigma-Aldrich
N——
—0Q
\
Bloqueador de o
Verapamilo los canales de 36622-29-4 Cy7H3gN,04 454,6026 ‘ A Sigma-Aldrich

calcio




: Clasificacién CAS : Peso
Farmaco Formula Estructura Proveedor
ATCL number? molecular3

. Agente . .
Warfarina . . 81-81-2 C19H1604 308,3286 Sigma-Aldrich
antitrombético
Zolpidem Psicoléptico 82626-48-0 Ci9H21N30 307,3890 Sigma-Aldrich

1. Clasificacion ATC: https://www.whocc.no; 2. Nimero CAS: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov; 3. Masa calculada http://www.chemcalc.org/;


https://www.whocc.no/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.chemcalc.org/

> Soluciones

Las soluciones madre individuales para los analitos se prepararon en metanol a concentracion
de 1000 mg/L mientras que las soluciones madre de ILIS a 100 mg/L. Para propésitos de
validacion, calibracién y enriquecimieno, se prepararon soluciones de trabajo que contenian
todos los analitos y los ILIS en el metanol a 10 mg/L. Todas las soluciones se almacenaron
en la oscuridad a -20°C.

> Disolventes

Los disolventes usados para la extraccion de farmacos y separaciénes cromatograficas de las

muestras fueron los siguientes:

- agua HPLC gradient grade y grado optima LC/MS (J.T. Baker, Fisher scientific,
Gliwice, Polonia);

- acetonitrilo (MeCN) grado ultra HPLC y grado optima LC/MS (J.T. Baker, Fisher
scientific);

- isopropanol (iPrOH) grado HPLC (J.T. Baker, Fisher scientific);

- metanol (MeOH) grado ultra HPLC (J.T. Baker, Fisher scientific);

- hexano (= 99,0 %, Merck, Darmstadt, Alemania);

- acetona (2 99,7 % Merck, Darmstadt, Alemania);

- cloroformo (= 99,9 %, Carlo Erba, Barcelona, Espafia);

- diclorometano (DCM) (= 99,8 %) Panreac Quimica SLU (Barcelona, Espafia).

Otros reactivos utilizados durante el desarrollo experimental de la tesis:
- acetato de amonio (NH4OAc) (= 99,9 %, Merck, Darmstadt, Alemania);
- &cido férmico (HCOOH) reactivo purificado p.a. ACS (Sigma Aldrich, St Louis,

Missouri, Estados Unidos).



> QUEChERS

Para fines de extracciébn de los farmacos, se evaluaron las técnicas de ultrasonido y
QUECHERS. En el caso de QUEChERS, se probaron tres sales de extraccion:

QUECHhERS original compuesto de 4,0 g de sulfato de magnesio anhidro y 1,0 g de
cloruro de sodio (BEKOIut GmbH & Co. KG. Hauptstuhl, Alemania);

QUEChERS citrato-kit-01 tamponado con buffer citrato compuesto de 4,0 g de sulfato
de magnesio anhidro, 1,0 g de cloruro de sodio, 1,0 g de citrato de sodio y 0,5 g de
citrato disddico sesquihidratado (BEKOIlut GmbH & Co. KG. Hauptstuhl, Alemania);
QUEChERS formiato compuesto de 5,0 g de formiato de amonio (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania).

Se realizaron procesos de purificacion de los extractos usando reactivos especificos y/o

materiales:

kit QUEChERS PSA-C18: (BEKOIlut GmbH & Co. KG. Hauptstuhl, Alemania)
compuesto por 150 mg de sorbentes de amina primaria y secundaria (PSA), 150 mg
de silice ligada a octadecilo (C18) y 900 mg de sulfato de magnesio anhidro;
cartuchos SPE OASIS HLB Prime, especifico para lipidos y clorofila (3 cc, 150 mg;
Waters, Milford, MA);

d-SPE Bond elut QUEChERS Enhanced Matrix Removal (EMR) especifica para la
eliminacion de lipidos (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) que consiste en 1,0 g
de material de EMR lipid removal en un primer tubo de falcon, y un segundo falcon con
la sal de limpieza y secado consistente en 400 mg de cloruro de sodio y 1600 mg de
sulfato de magnesio anhidro;

Z-Sep+ dSPE (6xido de zirconio y C18 dual bonded to silica; SupelTM QuE, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemania) que consiste en 50 mg de Discovery® DSC-18 y 20 mg
de Z-Sep;

filtros de polietilentereftalato (PTFE, Whatman Puradisc 25 TF 25 mm, 0,45 pum,
Buckinghamshire, UK);

viales con filtros de fluoruro de poliviniideno (PVDF 0,45um Thomson, Restek
Corporation, Bellefonte, Pensilvania, Estados Unidos);

filtros de jeringa corning® de acetato de celulosa (0,45um, Sigma-Aldrich, Steinheim,

Alemania).



- Alumina neutra, 6xido de aluminio para cromatografia, neutral, Brockmann I, 50-200
pm, 60A, (CAS 1344-28-1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos)

- Alumina activada Oxido de aluminio 90 activo neutro (CAS 1344-28-1, Merck,
Darmstadt, Alemania)

- Alumina &cida, 6xido de aluminio activated acidic,Brockmann | (CAS 1344-28-1,

Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)
3.2 Instrumentacion

3.2.1 Cromatografia liquida y espectrometria de masas

- La separacién cromatogréafica de los compuestos se realizdé en una columna cromatografica
empacada EVO C18 KINETEX de fase inversa (50 x 2,1 mm, 2,6 um, Phenomenex, Torrance,

California, Estados Unidos) con precolumna termostatada a 40°C.
- Se utilizé un sistema UHPLC Exion LC AD (SCIEX, Darmstadt, Alemania).

- El andlisis por espectrometria de masas se realizé en un equipo X500R QTOF (SCIEX),
dotado de una fuente de ionizacién de electroespray ESI TurboV™, con un analizador TOF
configurado en modo N y con un poder de resolucion de 33700 FWHM (m/z 185,1285).

- Para el procesamiento cualitativo y cuantitativo de datos adquiridos instrumentalmente se
utilizé el software SciexOS V. 1.3 - V.1.5.

3.2.2 Otros instrumentos y equipos de laboratorio

- Balanza analitica AG135 METTLER TOLEDO, Columbus, Ohio, Estados Unidos.

- Agitador de mezclas Vortex Top (Heidolph™ 541-10000-00, Heidolph, Schwabach,

Alemania) para homogenizacioén de muestras y de extractos.

- Disruptor de muestra TissueLyzer LT (Quiagen, Hilden, Alemania) para homogenizacién de

muestras.

- Liofilizadora LyoAlfa 6 system (Telstar Technologies, Terrassa, Spain) para liofilizacién de

las muestras.

- Horno universal Memmert (modelo 100 — 800, Memmert GmbH + Co, Schwabach, Alemania)

para secado completo de las muestras y extractos.



- Unidad de ultrasonido (Fisherbrand® FB15064, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)

para extracciones de farmacos y determinaciones de grasa.
- Centrifuga (5810 R Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) para centrifugacion de extractos.

- Medidor multiparamétrico de pH y conductividad de sobremesa (Orion Star™ A215 Thermo

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) para control de pH en soluciones.

- Turbovap con corriente de nitrégeno (TurboVap® LV, Biotage, Uppsala, Suecia) para

evaporacion de extractos.
3.3 Muestras

Los métodos fueron optimizados con salmén noruego de la especie Salmo salar adquirido en
un supermercado local de Barcelona (Espafia) y con muestras de rio (Leuciscus cephalus).
Posteriormente a las optimizaciones, los métodos fueron aplicados a especies de peces de 4
rios europeos:

- Especies provenientes del rio Sava (un rio transfronterizo que cruza Eslovenia,
Croacia, Bosnia-Herzegovina y Serbia): Barbus barbus, Esocidae, Leuciscus
cephalus, Onchorhynchus mykiss, Sander lucioperca, y Salmo trutta fario;

- Especies provenientes del rio Evrotas (Grecia): Squalius keadicus;

- Especies provenientes del rio Adige (ltalia): Salmo trutta fario, Salmo trutta
marmoratus, Cottus gobio, Leuciscus cephalus, y Thymallus thymallus;

- Especies provenientes del rio Llobregat (Espafia): Anguilla anguilla, Chelon ramada,
Cyprinus carpio, y Luciobarbus graellsi.

Los peces muestreados en el rio Llobregat se recolectaron en mayo del 2019 en la parte baja
del rio, mas exactamente en Sant Joan Despi (Figura 11). Los peces fueron capturados por
pesca electrica (200-350 V, 2-3 A, corriente continua trifasica rectificada), y recogidos con
redes. Todos los procedimientos relacionados con la pesca fueron autorizados por el servicio
de proteccion animal y biodiversidad de la Generalitat de Catalufia y fueron realizados por
personal experto, quien también identifico las especies capturadas (ejemplos Figura 12).
Informacion acerca de los muestreos de los rios Sava, Evrotas y Adige puede ser consultada

en trabajos previos de nuestro grupo de investigacion 22°.


https://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts

Sant Andreu Parc Notural Badalona
dela Barca e la Serra
..... 4 de Collseroia

Zarego

o Barcelona

Cornella de I
Liobregat

Usbon oamcner

Seville
i VG Gapsis

M
slaga

Gibraltar

Figura 12. Ejemplos de especies muestreadas en el rio Llobregat. A) Anguilla anguilla (anguila europea), B) Chelon
ramada (Liza), C) Cyprinus carpio (carpa comun) y D) Luciobarbus graellsi (Barbo del Ebro).

Los peces muestreados en el rio Llobregat fueron tratados de manera especial para analizar
la distribucién de farmacos en los diferentes 6rganos y tejidos. Una vez capturados los peces,
en el lugar de muestreo, se tomaron muestras de sangre de cada individuo (2mL) y se
mantuvo liquida con 10 pL de heparina para analizar el plasma. Los peces muestreados
fueron transportados a 4°C hasta el laboratorio para procesamiento de las muestras. Una vez
en el laboratorio, se diseccionaron los peces separando los érganos a analizar: agallas, bilis
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(si estaba presente), cerebro, corazén, higado, musculo, pancreas, piel, y riidén. Todos los

organos fueron almacenados a -25°C en la osuridad hasta el andlisis.

Adicionalmente a lo peces, se tomaron muestras de agua del rio Llobregat (1000 mL) en
botellas PET ambar previamente lavada con agua ultrapura, para complementar el andlisis

con los farmacos presentes en el agua.

3.4 Metodologias

3.4.1 Analisis de farmacos en musculo de pez liofilizado, método 1

» Determinacion del contenido de agua y grasa

El contenido de agua de las muestras se determind de acuerdo al procedimiento realizado en
230 Brevemente, diez gramos de muestra de pez fresco se liofilizaron por 10 dias.
Posteriormente, para asegurar secado completo, la muestra se calentd en el horno por 5 horas
a 105 °C. Finalmente la muestra se colocé en el desecador hasta enfriamiento a temperatura

ambiente.

En el caso del contenido de grasa, se realizd una extraccién con ultrasonido con 5 diferentes
mezclas de disolventes: DCM:hexano (1:1, v/v); MeOH:hexano (1:1, v/v); acetona:hexano
(1:1, viv); cloroformo:MeOH:water (5:10:4, v/iv/v) y hexano 100 %. En resumen, 3,0 g peso
seco (dw) de matriz se sonicaron con 15 mL de disolventes (5 mL x 3 veces). Se aplicd
ultrasonido por 15 minutos en cada ocasion y se centrifugaron por 5 min a 4000 rpm. El
sobrenadante se colectd en un solo extracto, que posteriormente fue evaporado con una

corriente de nitrégeno hasta peso constante 23,
» Extraccion con QUEChERS vy purificacion EMR-lipid removal

Para la extraccion de farmacos, 1,0 g dw de muasculo de Salmo salar se enriquecié con 100
ng de solucién de farmacos y de ILIS preparados en MeOH. La lista de analitos e ILIS
utilizados en este método se pueden observar en la Tabla 5. La muestra fue agitada en vortex
por 1 min para asegurar una mejor interaccion entre la matriz y la solucién de los compuestos.
Las muestras enriquecidas se dejaron en reposo en una cabina de extraccion por 1 hora para
permitir la evaporacion de MeOH, y luego se dejaron en reposo toda la noche en el refrigerador
a4°C.



Tabla 5. Compuestos validados en el método 1.

Compuesto

Masa ion

precursor [M-H]*

Masa ion

fragmento [M-H]*

ILIS

Acetaminofén
Amlodipina
Atenolol
Bezafibrato
Bezafibrato-ds
Carazolol
Carbamazepina

Carbamazepina-dio

Cefalexina
Claritromicina
Codeina
Diazepam
Diclofenaco
Diltiazem
Fenofibrato
Indometacin
Ketoprofeno
Loratadina
Metoprolol
Metoprolol-d7
Metronidazol
Paroxetina
Propranolol
Propifenazona
Salbutamol
Sertralina
Sotalol
Sotalol-ds
Trimetoprima
Venlafaxina
Venlafaxina-ds
Verapamilo

152,0706
409,1525
267,1703
362,1154
366,1405
299,1754
237,1022
247,1650
348,1013
748,4842
300,1594
285,0789
296,0240
415,1686
361,1201
358,0841
255,1016
383,1521
268,1907
275,2347
172,0717
330,1500
260,1645
231,1492
240,1594
306,0811
273,1267
279,1644
291,1452
278,2116
284,2491
455,2904

110,0598
238,0626
145,0638
138,9944
143,0195
116,1071
194,0949
204,1578
106,0658
158,1174
215,1067
154,0413
214,0419
178,0305
233,0366
138,9939
105,0328
337,1115
74,0604
123,1515
128,0449
192,1187
155,0845
189,1024
148,0752
158,9765
133,0760
134,0817
230,1160
58,0656
64,1026
165,0906

Carbamazepina-dio
N.V.
Bezafibrato-da
Bezafibrato-da
Venlafaxina-ds
Carbamazepina-dio
N.V.
Sotalol-ds
Bezafibrato-da
Sotalol-ds
Bezafibrato-da
Venlafaxina-ds
N.V.
Bezafibrato-da
Sotalol-ds
N.V.
Metoprolol-d7
Carbamazepina-dio
N.V.
Sotalol-ds
Metoprolol-d7
Sotalol-ds
N.V.
Sotalol-ds
Sotalol-ds
Venlafaxina-ds

Carbamazepina-dio

N.V.: Analito no validado. ILIS: Patron interno marcado isotopicamente.

Dos técnicas de extraccion se aplicaron en las muestras: ultrasonido y QUEChERS. En el caso
de ultrasonido, 1 mL de agua se adicion6 a la muestra y se agité en vortex por 1 min. Luego
se adicionaron 5 mL del disolvente (MeOH, MeCN, o mezcla MeOH:MeCN (1:1, v/v)), y se
repitié la agitacion en vortex por 1 min seguido de 20 min de ultrasonido. La muestra se
centrifugd a 4000 rpm por 20 min y se extrajo el sobrenadante. Este proceso se repitié una
segunda vez y los sobrenadantes se agruparon. Una alicuota de 6-mL del sobrenadante se

evapord bajo una corriente de nitrégeno y luego se reconstituyé en 1,0 mL de H.O/MeOH

(90:10).



En el caso de los QUEChERS, 9,0 mL de agua se adicionaron a 1,0 g de muestra. Luego se
agitd en vortex por 1,0 min, se adicionaron 10 mL de MeCN seguido de una agitacion en vortex
por 1,0 min nuevamente. Luego se adicionaron las sales extractoras (original, buffered o
formiato) con una agitacion manual inmediata, para evitar la formacién de grumos, y luego
una agitacion en vortex por 1 min. Finalmente, la muestra se centrifugé a 4000 rpm por 5 min.
Una alicuota de 6-mL del sobrenadante, se evapor6é bajo una corriente de nitrégeno y se
reconstituy6 con 1 mL of H,O/MeOH (90:10). La muestra reconstituida se centrifugé a 14000
rpm por 10 min para precipitar lo maximo posible cualquier particula suspendida que estuviera
presente. Finalmente, como informacién adicional, se determinaron los pesos de los
coextractos de cada uno de los métodos evaluados, evaporando 2,5 mL de cada uno de los

extractos.

El método de extraccion mas adecuado se seleccion6 después de una comparacion de las
areas de los picos cromatograficos de los extractos y las soluciones estandar a la misma
concentracion y que serd denominada como la eficiencia de extraccion. Los resultados de las

extracciones se discuten en capitulo de Resultados y discusion.
» Optimizacion de la purificacién del extracto

Despues de seleccionar el mejor método de extraccion, 3 diferentes métodos de purificacion
de los extractos fueron evaluados: 1) Purificacién tipo d-SPE compuesta por PSA y C18, 2)

purificacién con cartuchos de SPE HLB Prime, y 3) purificacion tipo d-SPE EMR lipid Removal.

Para la purificacion con PSA y C18 se tomaron 6 mL de alicuota del extracto y se mezclaron
con las sales, con una agitacién manual inmediata para evitar la formaciéon de grumos. La
muestra fue agitada en vortex por 1 min y centrifugada por 5 min a 4000 rpm. Finalmente, 1
mL del sobrenadante se evaporé bajo corriente de nitrégeno y reconstituido con 1 mL de
H.O/MeOH (90:10). Para la purificacion con SPE HLB Prime, se tomé 6 mL de alicuota del
extracto y se paso a través del cartucho a una velocidad de 1 mL/min con aplicacién de vacio.
Los analitos se eluyeron con 2 mL de MeCN, y 1 mL se evaporé bajo corriente de nitrégeno y
reconstituido con 1 mL de H.O/MeOH (90:10). Para la purificacién EMR lipid removal se hacia
un procedimiento de activacion inicial. Para activar la mezcla de purificacién, se adicionan 5,0
mL de agua al tubo que contiene el agente purificante y se agita en vortex por un minuto.
Luego, 5 mL del extracto se adicionan a la suspension, se agit6 vigorosamente a mano y luego
en vortex por 1 min. Luego el tubo se centrifug6 a 4000 rpm por 5 min, y 5 mL del
sobrenadante fueron transferidos a un segundo tubo de limpieza que contenia sulfato de

magnesio para remover el exceso de agua. Este fue agitado en vortex por 1 min y centrifugado



a 4000 rpm por 5 min. Finalmente, 2 mL del sobrenadante fueron evaporados bajo corriente
de nitrogeno vy el residuo disuelto en 1 mL de H.O/MeOH (90:10). Como parte del proceso de
optimizacion de la purificacion del extracto, se evalud el uso de filtros de PTFE con 1 mL de

solucion estandard de 100 ng/mL.
» Analisis por LC-HR-MS/MS

La separacion cromatogréfica y el analisis por espectrometria de masas se realizé en el equipo
X500R QTOF (ver seccién 3.2) operado en modo de ionizacién positiva. La separacion
cromatogréfica de los farmacos se hizo usando una columna C18 (ver seccién 3.2), y como
fases moviles formiato de amonio (5 mM, pH 3) y MeCN a un flujo de 0,4 mL/min. Se
inyectaron 5 pL de muestra que se separaron con un gradiente en la composicion de las fases
méviles empezando con condiciones iniciales (5 % MeCN) que se mantuvo por 0,1 min, y
luego se vario la fase organica hasta el 83 % en 5,9 min, para posteriormente incrementar el
porcentaje al 98 % en el siguiente 0,1 min, para mantener esta composicion por 1,4 min antes
de volver a condiciones iniciales en 0,1 min y mantener dichas condiciones por 1,4 min. Con
éste gradiente, se logré una separacion cromatogréfica de los farmacos en 9,0 min. Los datos
de TOF-MS y TOF-MS/MS se adquirieron usando el modo de adquisicibn SWATH.

Para la adquisicion SWATH, se ajusté un Unico experimento TOF-MS en un rango m/z de de
100 a 850 con con un tiempo de acumulacion de 0,1 s seguido por nueve experimenos MS/MS
de ventanas de rangos m/z variables de Q1 de la siguiente manera: m/z 99,5-171,9, 170,9-
206,3, 205,3-235,7, 234,7-275,6, 274,6-324,1, 323,1-391,6, 390,6-508,1, 507,1-545,1, 544,1-
800. Se aplicéd energia de colisibn en modo rampa desde 20 a 50 eV (35115 eV) en cada
ventana con el fin de reproducir las mismas condiciones de la biblioteca instrumental. El
tiempo de acumulacién para cada experimento MS/MS (ventana) se ajustd a 30 ms para un
ciclo de 0,45 s que incluye el escaneo MS (0,1 s) que se adquiere al principio de cada ciclo
basado en un promedio del ancho del pico de 12 segundos para obtener por lo menos 20
puntos/pico. El nUmero de ventanas variables, tiempo de acumulacion y tiempo total del ciclo
depende de la duracion del gradiente y de la cromatografia (230). Adicionalmente, cualquier
variacion en la exactitud de de la masa del Q-ToF-MS y Q-TOF-MS/MS se corregia
automaticamente y se mantenia a través del lote de adquisicibn usando el sistema de
calibracion Calibrant Delivery System infusionando una solucién estandar de de referencia del
calibrante que contenia diez componentes en un rango de masas de m/z 132,90490 a
2034,62545, incluida la correccion para MS/MS con reserpina como estandar de referencia

(Cs3H40N209, m/z 609,28066). Esta solucion se inyecta al equipo a través del sistema de doble



infusionador, TwinSprayer, que contiene un canal independiente para la solucion calibrante

incluido o embebido en la fuente ionzante.

Finalmente, las condiciones de la fuente fueron optimizadas de la siguiente manera: Voltaje
de ionizacién 5500 V, la temperatura de la fuente y flujo de nitrégeno (GS1 y GS2) se ajusto
a 600°C y 60 psi respectivamente, y el gas cortina se ajusto a 35 psi. Para el procesamiento

cualitativo y cuantitativo de las muestras, se utilizo el software SciexOS V. 1.3.
> Validacién del método

El método analitico fue validado de acuerdo a los parametros discutidos en 23232 y tambien
se tomaron como referencias métodos publicados en revistas cientificas donde validan
farmacos en peces %2, en matrices sdlidas *°, en vegetales 2*3, documentos de la comision
europea para el aseguramiento de la calidad en salud y alimentacién 8, y del Consejo
Internacional de Armonizacién de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de
uso humano 2%

- El método fue validado a 3 niveles de concentracion: 25, 200 y 500 ng/g dw pez.

- La curva de calibraciéon se preparé por medio del método de internal standard,
enrigueciendo los extractos de musculos de peces con la cantidad adecuada de la
mezcla de analitos en un rango de 0,5 a 500 ng/mL y ILIS a 20 ng/mL en cada punto
de la curva.

- La recuperacion absoluta refleja las pérdidas de analito durante la preparacion de la
muestra y fue calculada por comparacién de las areas de los picos cromatograficos de
los extractos de los masculos de peces enriquecidos antes y después del proceso de
extraccion y purificacion.

- La eficiencia de extraccion se calculd6 comparando las areas de los picos
cromatogréficos de los extractos de los musculos de peces enriquecidos antes del
proceso de extraccion y purificacion y las areas de los picos cromatograficos de las
soluciones control en disolvente de reconstitucion de las muestras.

- El efecto matriz refleja la supresion o mejora del analito mediante la matriz de
coelucion, y fué evaluado comparando las areas de los picos cromatograficos de los
extractos de los musculos de peces enriquecidos después del proceso de extraccion
y purificaciéon y las areas de los picos cromatograficos de las soluciones control en

disolvente de reconstitucion de las muestras



- La repetibilidad, fue evaluada como la desviacion relativa estandar (RSD) de las
recuperaciones absolutas analizadas por triplicado durante el mismo dia y durante
varios dias en la semana.

- La sensibilidad del método fue evaluada por medio del limite de deteccién (LOD) y el
limite de cuantificacion (LOQ). ElI LOD y LOQ fue calculado como el promedio de tres
y diez veces, respectivamente, la concentracion de cada punto de la curva de
calibracion dividido por la relacion sefial/ruido (S/N) obtendio con el software de
procesamiento de datos.

Una vez validado el método se aplico a 16 peces de las especies Squalius keadicus, Salmo
trutta fario, Salmo trutta marmoratus, Cottus gobio, Leuciscus cephalus y Thymallus thymallus
del rio Evrotas (Grecia) y del rio Adige (Italia). Durante el andlisis se inyectaron controles de
calidad, preparados extractos de la matriz de salmén enriquecido con los analitos a 50 ng/mL,
el cual fue inyectado cada 5 muestras durante el analisis. Adicionalmente se inyectaron
blancos de muestras que consistian en peces del estudio de validacién enriquecido con ILIS
después de confirmar la ausencia de de los analitos objetivos del estudio en la matriz. De igual
manera, MeOH se inyecto después de cada muestra de control de calidad con el objetivo de

confirmar la ausencia de efecto memoria y arrastre de compuestos retenidos.

3.4.2 Andlisis de farmacos en musculo de pez fresco, método 2

» Extraccién con ultrasonido y purificacién Zsep-C18

Para los estudios de recuperacién, el musculo de los peces frescos se enriquecié con la
mezcla de farmacos de la solucion de trabajo en tres niveles de concentracion 5, 25y 50 ng/g
de pez (Tabla 6). Quinientos mg de musculo de pescado fresco fueron pesados en un tubo
Eppendorf de 2 mL que contenia dos perlas de acero inoxidable (4 mm @) y luego fueron
homogeneizados con el TissueLyzer durante 90 s a 50Hz. Las muestras fueron agitadas en

vortex y se dejaron reposar durante 15 min.

A continuacion, se afiadieron 1000 pl de disolvente de extraccién (MeCN /iPrOH (3:1) + 0,1
%HCOOH) seguido de agitacion en vortex por 1 min. Las muestras se colocaron en un bafio
de ultrasonido durante 10 min y luego se centrifugaron durante 12 min a 14000 rpm (-2°C).
Para reducir la cantidad de componentes coextraidos y el efecto matriz, se incluyd un paso
de purificacion de la muestra utilizando Z-Sep+ dSPE. Para ello se transfirieron 750 pL de la

muestra a un vial de 2 mL que contenia 50 mg de Discovery® DSC-18 y 20 mg de Z-Sep.



Tabla 6. Compuestos validados en el Método 2.

. Masa ion Masa ion
Férmula
Compuesto Molecular molecular fragmento ILIS
[M+H]* [M+H]*

Acetaminofén CsHoNO2 152,0706 110,0598 Acetaminofén-d4
Acridona Ci13HoNO 196,0757 167,0734 Carbamazepina-d10
Atenolol C14H22N203 267,1703 145,0638 Codeina-d3

Bezafibrato C19H20CINO4 362,1153 138,9944 Bezafibrato-d4

Bromazepam C14H10BrNsO 316,0080 182,0836 Carbamazepina-d10
Cafeina CgH10N4O2 195,0877 138,0655 Trimetoprima-d3
Carazolol C18H22N202 299,1754 116,1078 Venlafaxina-d6

Carbamazepina CisH12N20 237,1022 194,0949 Carbamazepina-d10

Clorpromazina C17H19CIN2S 319,1030 86,0962 Lorazepam-d4

Claritromicina C3sH69NO13 748,4841 158,1174 Diazepam-d5
Codeina CisH21NO3 300,1594 215,1067 Codeina-d3
Diazepam C16H13CIN20O 285,0789 154,0413 Diazepam-d5
Diltiazem C22H26N204S 415,1686 178,0305 Carbamazepina-d10

Erythromicina Cs7He7NO13 734,4685 158,1176 Lorazepam-d4

Fenofibrato C20H21ClO4 361,1201 138,9945 Fenofibrato-d6
Flumequina C14H12FNO3 262,0874 244,0775 Carbamazepina-d10
Fluoxetinat Ci7H18F3NO 310,1413 148,1118 Diazepam-d5

Furazolidona CgH7N3Os 226,0459 122,0106 Sulfametazina-d4

Ketamina C13H16CINO 238,0993 125,0149 Sulfametazina-d4
Ketoprofeno C16H1403 255,1015 105,0328 Diazepam-d5
Lamotrigina CoH7ClI2Ns 256,0152 210,9820 Lamotrigina-13C3

Loratadina C22H23CIN202 383,1521 337,1115 Bezafibrato-d4
Lorazepam C15H10CI2N202 321,0183 275,0144 Lorazepam-d4

Acido mefenamico C15H1sNO2 242,1176 224,1074 Bezafibrato-d4

Mefedrona C11H1sNO 178,1227 145,0887 Trimetoprima-d3

Metadona C21H27NO 310,2166 105,0328 Lorazepam-d4

Metoprolol Ci5H25NOs3 268,1907 133,0657 Metoprolol-d7
Midazolam C18H13CIFN3 326,0855 291,1152 Carbamazepina-d10

Acido nalidixico C12H12N203 233,0921 187,0504 Venlafaxina-dé
Oxazepam C15H11CIN202 287,0582 241,0528 Carbamazepina-d10
Oxcarbazepina C15H12N202 253,0972 180,0810 Carbamazepina-d10
Propifenazona C14H18N20 231,1492 189,1024 Carbamazepina-d10
Salbutamol Ci3H21NO3 240,1594 148,0752 Codeina-d3
Sertralina Ci7H17CI2N 306,0810 158,9765 Diazepam-d5
Sotalol T C12H20N203S 273,1267 133,0766 Codeina-d3
Sulfadimetoxina C12H14N40O4S 311,0809 108,0443 Venlafaxina-d6
Sulfametazina C12H14N4O2S 279,0910 92,0500 Sulfametazina-d4
Sulfametoxazol C10H11N303S 254,0594 156,1260 Venlafaxina-d6
Sulfapiridina C11H11Ns02S 250,0645 108,0441 Trimetoprima-d3
Temazepam C16H13CIN202 301,0739 255,0679 Diazepam-d5

Trimetoprima C14H18N4O3 291,1451 230,1169 Trimetoprima-d3

Valsartan C24H29Ns503 436,2343 235,0972 Bezafibrato-d4

Acido valsartanico C14H10N4O2 267,0877 206,0602 Venlafaxina-d6
Venlafaxina C17H27NO2 278,2114 58,0656 Venlafaxina-d6
Verapamilo C27H38N204 455,2904 165,0906 Diazepam-d5
Warfarina C19H1604 309,1121 251,0695 Bezafibrato-d4
Zolpidem C19H21N30 308,1758 235,1232 Venlafaxina-d6

1: Compuesto validado siguiendo el ibn molecular.



Esta suspension se someti a agitacion en vortex durante 1 min y se centrifug6 durante 6 min
a 14000 rpm a baja temperatura (-4°C) para mejorar la separacion de la grasa. Finalmente,
se recogié una alicuota de 500 pL del sobrenadante, se transfirié a un vial de UPLC y el
disolvente se evaporé bajo una corriente suave de nitrdgeno. El residuo resultante se
reconstituy6 en 500 pL de 5 mM NH,OH/MeCN (9:1) antes de la HPLC-ESI-HRMS.

» Analisis por LC-HR-MS/MS

La separacion cromatogréafica de los compuestos se realizé con los equipos descritos en la
seccion 3.2. Las fases moviles fueron (A) 5 mM NH4OAc / 0,05 % HCOOH en agua y (B) 0,05
% HCOOH en MeCN. El flujo aplicado fué de 0,8 mL/min. El analisis cromatogréafico se
completé en 11 minutos. El volumen de inyeccion fue de 10 uL con la temperatura del
automuestreador fijada en 8°C. La elucion del gradiente fue la siguiente: 95 % A en 0,0 min,
75 % (5,9 min), 60 % (7,6 min), 2 % (8,9 min), 2 % (9,9 min), 95 % (10 min) y 95 % (11 min).
El andlisis de espectrometria de masas se llevd a cabo con el QTOF X500R de SCIEX
(seccién 3.2) en modo de ionizacion positiva.

Los datos experimentales se adquirieron utilizando el modo de adquisicibon SWATH vy
consistieron en un unico experimento TOF-MS en un rango de masas de m/z 100 a 1000 con
un tiempo de acumulacién de 100 ms seguido de diez experimentos MS/MS con un ancho de
ventana Q1 constante, cada uno de los cuales con un tiempo de acumulacién de 40 ms dando
como resultado un tiempo de ciclo total de 0,6 s. Las ventanas SWATH se distribuyeron en
todo el rango de masas de la siguiente manera: m/z 100-190, 189-280, 279-370, 369-460,
459-550, 549-640, 639-730, 729-820, 819-910, 909-1000.

El potencial de desagregacion se fijo en 80 V, y se aplicé una energia de colisibn en modo de
rampa de 20 a 50 eV (3515 eV) en cada ventana de rango de masas. Se utilizé un sistema
de transporte calibrado para mantener la precision de la masa. Cualquier desviacion en la
precision de la masa se corrigié automaticamente como se explica en el método 1 (secciéon
3.4.1).

La calibracion se realiz6 cada cinco muestras durante la adquisicion. El voltaje de atomizacion
de la fuente se fij6 en 5500 V, la temperatura de la fuente en 550° C, los flujos de gas (GS1y
GS2) en 50 psi, y el gas de cortina en 35 psi. Todos los datos adquiridos se procesaron con
SCIEX OS V1.5.



» Analisis de datos SWATH — Compuestos diana

Para el andlisis de compuestos diana, las transiciones de los fragmentos para andlisis
cualitativos y cuantitativos de iones monitoreados para cada analito fueron importadas de la
base de datos de la biblioteca instrumental. Los valores m/z de los iones moleculares del
experimento TOF-MS utilizados como iones cualitativos y los m/z de los iones de fragmentos
de los experimentos MS/MS utilizados con fines de cuantificacion se enumeran en el Tabla 6.
Se aplico el algoritmo de busqueda de confirmacién inteligente (Smart Confirmation Search)
para procesar los datos. Este tipo de algoritmo realiza una primera comparacion rapida para
saber si algin compuesto de la biblioteca y los espectros adquiridos experimentalmente tienen

el mismo nombre.

Si no hay una coincidencia adecuada, una busqueda de candidatos comparara cualquier
compuesto de la biblioteca para encontrar la mejor coincidencia espectral dentro de los
criterios definidos. Entre los principales parametros a considerar, estan el escaneo completo
de MS vy la dependencia de MS/MS de los iones esperados, la determinacion exacta de la
masa de los iones del producto, la elucidacion estructural y las herramientas de fragmentacion
predecible.

Después de procesar los datos, los criterios utilizados para un hallazgo positivo fueron un
ancho de pico minimo de 3 puntos, un umbral de exactitud de masa de + 5 ppm en los picos
monoisotdpicos, la presencia de un buen patréon isotdpico (Intensidad =1000 cps), una
exactitud de masa del fragmento <10 ppm, y una diferencia en el tiempo de retencidn inferior
a 0,2 min en comparacion con la curva de calibracion. La identificacion de la estructura mas
probable por la coincidencia del espectro de la biblioteca (Formula Finder Score >50 %) se
verificd utilizando la base de datos quimica online gratuita ChemSpider conectada con el
software analitico SCIEX O.S. Esta puntuacion se obtiene a partir del resultado del algoritmo
de andlisis y del perfil isotopico de la adquisicion experimental de TOF-MS. En el caso de este
método, la puntuacién del buscador de formulas debe ser superior al 50 % para considerar un
compuesto objetivo de forma positiva. Ademas, se consideraron dos parametros adicionales
para una mejor confianza de identificacion. El valor de ajuste (fit value) y el valor de ajuste
inverso (reverse fit value), ambos correlacionados entre si y con los espectros MS/MS de la

biblioteca instrumental y los espectros MS/MS adquiridos experimentalmente.

El valor de ajuste indica que todos los picos del espectro de la biblioteca coinciden con el
espectro desconocido. Por otro lado, el ajuste inverso considera solamente los picos

presentes en el espectro desconocido e implica que todos los picos del espectro desconocido



se encontraron en el espectro de la biblioteca. También en este caso, para un hallazgo
positivo, el ajuste debe ser mayor del 50 % mientras que los valores de ajuste inverso deben

presentar una puntuacion cercana a 100.
» Analisis de datos SWATH — Compuestos sospechosos

Con el fin de ampliar el alcance mas alla del andlisis de compuestos dianas, los datos
adquiridos también se analizaron retrospectivamente para detectar la presencia de
compuestos adicionales mediante un enfoque de deteccidn de sospechosos. Se recopildé una
lista completa que contenia méas de 500 de los compuestos mas consumidos, detectados y/o
prescritos, incluyendo farmacos, metabolitos, drogas de abuso y productos de transformacion,
mediante la revision de la literatura 3 7 235238, | g lista completa de compuestos propuestos
para analisis de sospechosos se presenta en la Tabla 7. Como se puede observar, ésta tabla,
presenta los valores de masa exacta de los precursores y de los fragmentos de los analitos
propuestos para la busqueda de compuestos por andlisis de sospechosos. En los casos en
los cuales no se presenta la masa exacta del fragmento, es debido a que no se encuentra
presente en la base de datos instrumental, por lo que no se pude importar la informacién
relacionada con el espectro de masas de los fragmentos, y por lo tanto, se realiza su analisis
por | adquisicion del TOF-MS.

Tabla 7. Lista de farmacos, metabolitos, drogas de abuso y productos de tranformacion propuestos para andlisis
de sospechosos.

, Precursor Fragmento
Compuesto Formula Molecular
i QL) (Da)  (Q3) (Da)
1-(2,6-Dichlorophenyl)-2-indolinone C14HoCI2NO 278,0134
1,2,3-Benzotriazole CeHsNs 120,0556 65,0387
10,11-Dihydro-10- CisH14N20> 255,1128 194,0965
hydroxyCarbamazepina
10,11-Dihydroxy-Carbamazepina C15H14N203 271,1077
10-BromoCarbamazepina C15H11BrN20 315,0128
10-MethoxyCarbamazepina C16H14N202 267,1128
11-Keto Oxcarbazepine Ci15H10N203 267,0764
17-beta-Carboxy-17-alpha- CasHarFOs 407,1864
formyloxydexamethasone
17-Oxodexamethasone C20H25FO3 333,1860
1-Hydroxymidazolam-beta-D- C24H21CIFN3O7 518,1125
glucuronide
2,3-DihydroxyCarbamazepina Ci5H12N203 269,0921
2,4-Diamino-6-hydroxypyrimidine C4HsN4O 127,0614 68,0136
2-Hydroxyibuprofen Ci3H1803 223,1324
3-(Hydroxy-carboxymethyl)hydratoplc CuH1Os 25,0757
acid
3-(Keto-carboxzr£§thyl)hydratoplc CutH100s 223,0601
3,4,5-Trimethoxycinnamic acid C12H140s 239,0914 221,0806
3',4',5'-Trimethoxycocaine C20H27NO7 394,1860

3',4',5'-Trimethoxytropacocaine Ci8H2sNOs 336,1805




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
3-Cysteinylacetaminofén C11H14N204S 271,0747
3-desmethyl-TMP C13H16N40O3 277,1295
3-Hydroxyacetaminofén CsHoNOs3 168,0655
3-Hydroxybromazepam C14H10BrNzOz2 332,0029 286,9817
4-(Acetyloxy)omeprazole Ci8H19N304S 374,1169
4,6-Dimethyl-2-Hydroxypyrimidine CsHsN20 125,0709 82,0677
4-Desmethoxy-4-chloroomeprazole C16H16CIN302S 350,0725
4-Desmethoxy-4-nitroomeprazole C1oH1eN1OsS 377.0014
sulfone
4-Ethylamphetamine Ci11H17N 164,1434 91,0551
4-Fluoroamphetamine CoH12FN 154,1027 109,0453
4-Fluoromethamphetamine CioH14FN 168,1183 109,0447
4-Fluorotropacocaine Ci5H18FNO2 264,1394 124,1118
4'-Hydroxydiclofenac C14H11CI2NOs3 312,0189
4-Hydroxyomeprazole sulfide C16H17N302S 316,1114
4-Hydroxyvalsartan C24H29Ns504 452,2292
4-MTA Cio0H1sNS 182,0998 117,0698
4-nitro-sulfamethoxazole C10H9N30sS 284,0336
5-(2'4.'5-.1-':'mthOXy.)-zA- C14H16N4O4 305,1244
pyrimidinediamnine
5-Aminosalicylic_acid C7H7NOs3 154,0499 136,0387
5-desamino-5 0x0-2,5 dihydro CoHsCl2N4O 256,9991
lamotrigina
5-Hydroxydiclofenac C14H11CI2NO3 312,0189
5'-Hydroxyomeprazole C17H19N304S 362,1169
5-O-Desmethylomeprazole C16H17N3O3S 332,1063
5-0O-Desmethylomeprazole sulfide C16H17N302S 316,1114
6-beta-Hydroxydexamethasone C22H29FOs 409,2021
6-Monoacetylmorphine C19H21NO4 328,1543 211,0756
6-Monocetylcodeine C20H23NO4 342,1700 225,0918
7-Aminoflunitrazepam C16H14FN3O 284,1194 135,0916
9-carboxylic acid-acridine C14H9NO2 224,0706
9-Hydroxyrisperidone C23H27FN4Os 427,214 207,1121
Acetaminofén sulfate CsHoNOsS 232,0274
Acetamiprid C10H11CIN4 223,0745 126,0092
Aciclovir CsH11Ns03 226,0935 152,0565
Acridine CizHoN 180,0808
o-Hydroxymetoprolol Ci15H25NO4 284,1856
a-hydroxymidazolam Ci1sH13CIFN3O 342,0804 324,0705
Alprazolam C17H13CIN4 309,0902 281,0698
Amantadine CioH17N 152,1434 135,1168
Amicarbazone C10H19N502 242,1612 143,0921
Amiodarone C2s5H29l2NO3 646,031 100,1116
Amisulpride C17H27N304S 370,1795 242,0477
Amitriptyline C20H23N 278,1903 91,0545
Amlodipine C20H25CIN20s 409,1525 238,0626
Amoxicillin C16H19N305S 366,1118 114,0018
Amphetamine CoHisN 136,1121 91,0542
Ampicillin C16H19N304S 350,1169 106,0662
Aripiprazole C23H27CI2N302 448,1553 285,0899
Aspirin CoHgO4 181,0495 137,0245
Atenolol acid C14H21NO4 268,1543




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Atenolol-TP-117 CeH1sNO 118,1226
Atenolol-TP-167 CoH13sNO2 168,1019

Atomoxetine C17H21NO 256,1696 117,0715

Atorvastatin Ca3HasFN20s 559,2603 440,2232

Azaperol Ci9H24FNsO 330,1976 121,0770
Azithromycin CssH72N2012 749,5158 591,2718
Azithromycin-TP CasH73N2015P 829,4821
Baclofen C10H12CINO2 214,0629 77,0389
Benzoylecgonine C16H19NO4 290,1387 168,1008
Benzoylmetronidazole C13H13N304 276,0979
Betaine CsH12NO2 119,0941 58,0650
Betamethasone-17-benzoate C29H33FOs6 497,2334 279,1739
Betamethasone-17-valerate C27H37FOs 477,2647 279,1741
Betamethasone-21-phosphate C22H30FOsP 473,1735 319,1697
Bicalutamide Ci18H14F4N204S 431,0683 226,9513
Bis(trimethylsilyl) lorazepam C21H26Cl2N202Si2 465,0983
Bis(trimethylsilyl) oxazepam C21H27CIN202Si2 431,1372
Bisoprolol C18H31NO4 312,2322 98,0965
Brexpiprazole C25H27N302S 434,1897
Bromazepam C14H10BrNsO 316,0080 182,0836
Bumetanide C17H20N20s5S 326,2326 116,1068
Buprenorphine-glucuronide C3sH49NO10 644,3429 468,3097
Bupropion Ci3H1sCINO 365,1166 240,138
Buspirone C21H31N502 240,115 131,0721
Carbamazepina benzoquinone C21H16N203 345,1234
Carbamazepina glucuronide C21H20N207 413,1343
Carbamazepina nicotinamide C21H18N40O2 359,1503
Carbamazepina_epoxide C1sH12N202 386,2551 122,071
Carbamazepina-10,11-dibromo- Ci5H12Br2N20 394,9389
Carbamazepina-10,11-epoxide Ci5H12N202 253,0972 180,0808
Carbamazepina-o-quinone C15H10N203 267,0764
Carbendazim CoHgN3O2 192,0768 160,0496
Carboxyibuprofen C13H1604 237,1121
cariprazine C21H32CI2N4O 427,2026
Cathine CoH13NO 152,107 115,0547
Celecoxib C17H14F3N302S 382,0832 121,0647
Cephalexin Ci6H17N304S 348,1013 140,0164
Cetirizine C21H25CIN203 389,1627 201,0467
Chloramphenicol C11H12CI2N20s 323,0196 152,0357
Chlordiazepoxide C16H14CIN3O 300,0898 227,0499
Chlortetracyclin C22H23CIN20s 479,1216 462,095
Cimetidine C10H16NeS 253,123 95,0598
Ciprofloxacin C17H18FN303 332,1405 314,1297
Ciprofloxacin Piperazinyl-N4-sulfate C17H18FN306S 412,0973
c¢is-10,11-Dihydroxy-10,11- CisH1aN203 271,1077
dihydroCarbamazepina
Citalopram C20H21FN20 325,1711 109,0453
Citalopram-TP-329 C19H21FN202 329,1660
Citalopram-TP-330 C19H20FNO3 330,1500
Citalopram-TP-339A C20H19FN202 339,1503
Citalopram-TP-339B C21H23FN20 339,1867
Citalopram-TP-341 C20H21FN202 341,1660




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Citalopram-TP-343 C20H23FN202 343,1816
Citalopram-TP-344 C20H22FNO3 344,1656
Citalopram-TP-355 C20H19FN203 355,1452
Citalopram-TP-357 C20H21FN203 357,1609

Citalopram-TP-359A C20H23FN203 359,1765
Citalopram-TP-360A C20H22FNO4 360,1606
Clemastine C21H26CINO 344,1776 215,0624
Climbazol Ci15H17CIN202 293,1051 197,0732
Clindamycin Ci18H33CIN20sS 425,1872 126,128
Clobazam C16H13CIN202 301,0738 259,063
Clofibric acid C10H11CIO3 215,0469
Clofibric acid acyl-beta-D-glucuronide C16H19ClOg 391,0790
Clomipramine C19H23CIN2 315,1623 86,0959
Clonazepam Ci15H10CIN3O3 316,0484 270,0562
Clonidine CoHgCl2N3 230,0246 212,9972
Clopamide C14H20CIN303S 346,0987 250,0048
Clopidogrel Ci6H16CINO2S 322,0663 184,0527
Clotrimazolel C22H17CIN2 345,1153 277,0774
Cloxiquine CoHsCINO 180,0211 145,0514
Clozapine Ci18H19CIN4 327,1371 270,0794
Cocaethylene C18H23NO4 318,1700 196,1331
Cocaine C17H21NO4 304,1543 182,1153
Codeine glucuronide C24H29NOg 476,1915 300,1564
codeine phosphate C18H21NOs3 300,1594 215,1066
Cortisol C21H300s 363,2166 331,1911
Cortisone C21H280s 361,201 329,1766
Crotamiton C13H17NO 204,1383
Cyclobenzaprine C2oH21N 276,1747 215,0857
D.L-N,N-Didesmethyl-O- CreH21NO> 236,1645
desmethylvenlafaxine
Danofloxacin C19H20FN303 358,1562 340,1445
DCF-BA C13HoCI2NO2 282,0083
DEET C12H17NO 192,1383 119,0487
Defluoroparoxetine C19H2:1NO3 312,1594
Dehydronorketamine C12H12CINO 222,0680
Delorazepam C15H10CI2N20 305,0243 140,0264
Desacetyldiltiazem C20H24N203S 373,1580
Desaminosulfamethazine C12H13N302S 264,0801
Descarboethoxyloratadine C19H19CIN2 311,1310
Desethyleneciprofloxacin Ci5H16FN3Os 306,1248
Desmethyl Sildenafil C21H2sN6e04S 461,1966 283,1187
Desmethylcitalopram C19H19FN20 311,1554 109,0443
Desmethylclobazam C15H11CIN202 287,0582 245,0475
Desmethylclomipramine C18H21CIN2 301,1466 72,0808
Desmethyleneparoxetine Ci8H20FNOs3 318,1500
Desmethylfluoxetine C16H16F3NO 296,1257 134,0966
Desmethylverapamil C26H36N204 441,2748
Dexamethasone C22H29FOs 393,2072 147,0808
Dexamethasone phosphate C22H30FOgP 473,1735
Dexamethasone-3,20-bisethoximes C26H39FN20s 479,2916
Diclofenac C14H11CI2NO2 296,024 214,0416
Diclofenac C14H11CI2NO2 296,0240 214,0416




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Diclofenac-S-acyl-glutathione C24H26CI2N4O7S 585,0972
Diclofenac-TP-225 C14H11NO2 226,0863
Diclofenac-TP-243 C10H7CI2NO2 243,9927
Diclofenac-TP-259 C14H10NOCI 260,0473
Diclofenac-TP-273 C11H9CI2NO3 274,0032
Diclofenac-TP-275 C14H10CINOs3 276,0422
Diclofenac-TP-285 C12HoCI2NO3 286,0032
Diclofenac-TP-287 C12H11CI2NO3 288,0189
Diclofenac-TP-293a C14HoCI2NO2 294,0083
Diclofenac-TP-297 C13HoCI2NO3 298,0032
Diclofenac-TP-323 C14H10CI2N203 325,0141
Diclofenac-TP-339 C14H10CI2N204 341,0090
Diclofenac-TP-343a C14H11CI2NOs 344,0087
Diclofenac-TP-391a C14H11CI2NO6S 391,9757
Dicyclomine C19H35NO2 310,2741 109,1017
Didesmethylcitalopram C18H17FN20 297,1398 109,0442
Difloxacin C21H19F2N3O03 400,1467 382,1366
Digoxin C41H64014 781,4369 649,3654
Dihydrocodeine C18H23NOs3 302,1751 199,0756
Dihydroketoprofen C16H1603 257,1172
Diphenhydramine C17H21NO 256,1696 167,084
DL-Ephedrine hydrochloride C10H1sNO 166,1226 148,1041
Donepezil C24H29NO3 380,222 91,054
Doxepin C19H21NO 280,1696 107,0483
Doxycycline C22H24N20s 445,1605 358,1292
Duloxetine CisH1aNOS 298,1260 185,1149
EMDP Ci9H21N 264,1747 220,1117
Enalapril C20H28N20s 377,2071 234,149
Enrofloxacin C19H22FN303 360,1718 342,1613
Ephedrine C10H1sNO 166,1226 115,0537
Ephedrine hydrochloride C10H15sNO 166,1226 148,1117
Epinephrine CoH13NO3 184,0968 166,0862
Epoxiconazole Ci7H13CIFN3O 330,0804 121,0441
Erythritol C4H1004 123,0652 71,0137
Erythromycin Cs7Hs7NO13 734,4685 158,1176
Erythromycin-TP- 752 Cs7H70NO14 753,4869
Erythromycin-TP-704 CssHesNO12 705,4658
Erythromycin-TP-718 Cs7HesNO12 719,4814
Erythromycin-TP-720 Cs6HesNO13 721,4607
Erythromycin-TP-734 Cs7HesNO13 735,4763
Erythromycin-TP-748 Cs7HesNO14 749,4556
Erythromycin-TP-750 Ca7HesN O14 751,4713
Estradiol Ci18H2402 273,1849 145,066
Ethinylestradiol C20H2402 297,1849 69,0363
Famotidine CsH15N702S3 338,0522 189,0257
Fenbendazole C15H13N302S 300,0801 268,0545
Fenofibric acid Ci17H15ClO4 319,0732 233,0361
Fenoprofen Ci5H1403 243,1016
Fentanyl C22H2sN20 337,2274 188,1426
Fexofenadine Cs2H39NO4 502,2952 466,2742
Flecainide C17H20F6sN203 415,1451 270,0995
Florfenicol C12H14CI2FNO4S 358,0077 185,0274




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Flucloxacillin C19H17CIFN30sS 454,0634 195,9956
Fluconazole C13H12F2N6sO 307,1113 220,0679
Flumethasone C22H28F20s5 411,1978 253,1215
Flunitrazepam C16H12FN3O3 314,0936 268,0991
Flurazepam C21H23CIFN30 388,1586 315,0672
Fluticasone_propionate Ca25H31F30s5S 501,1917 293,1531
Fluvoxaminel Ci5H21F3N202 319,1628 71,0509
Folic acid C19H19N706 442,147 311,0888
Furosemide C12H11CIN20sS 331,015 81,0194
Gabapentin CoH17NO2 172,1332 95,085
Gemfibrozil Ci15H2203 251,1642 129,0905
Glipizide C21H27Ns04S 446,1857 321,101
Haloperidol C21H23CIFNO? 376,1474 165,0697
Hydralazine CsHsNa 161,0822 89,0385
Hydrochlorothiazide C7HsCIN304S> 297,9718 268,9463
Hydrocodone C18H21NOs3 300,1594 199,0761
Hydromorphone glucuronide C23H27NOg 462,1759 286,1446
Hydroxy-atenolol C14H22N204 283,1652
Hydroxybupropion C13H1sCINO2 256,1099 238,0984
Hydroxy-Carbamazepina Ci5H12N202 253,0967
Hydroxy-CBZ Glucuronide C21H20N20s 429,1292
Hydroxychloroquine C18H26CINsO 336,1837 247,0985
Hydroxymethylloratadine C23H25CIN203 413,1626
Hydroxymetronidazole CeHoN3O4 188,0666 126,0305
Hydroxywarfarin C19H1605 325,1071
Hydroxyzine C21H27CIN202 375,1834 201,0467
Ibuprofen C13H1802 207,1380 161,1328
Ibuprofen-beta-D-glucuronide Ci19H260s8 383,1700
Imipramine Ci9H24N2 281,2012 86,0959
Indapamide Ci16H16CIN303S 366,0674 132,0807
Indomethacin C19H16CINO4 358,0841 138,9939
Indomethacin heptyl ester C26H30CINO4 456,1936
Indomethacin morpholinylamide C23H23CIN204 427,1419
lopamidol C17H2213N30s 777,8614 558,8848
lopromide C18H24I3N30s 791,877 59,06
lopromide C18H24I3N30s 791,8770 59,0600
lopromide-TP-451 C14H1906N3l 453,0391
lopromide-TP-465 Ci15H2106NGs| 467,0548
lopromide-TP-525A Ca7H2508Nsl 527,0759
lopromide-TP-577 C14H1806Ns3l2 578,9358
lopromide-TP-643 C12H1213N304 643,8035
lopromide-TP-651 C17H2408N3l2 652,9726
lopromide-TP-665 C18H2608Ns3l2 666,9882
lopromide-TP-681 C18H2609N3l2 682,9831
lopromide-TP-701 C14H1413N30s 701,8090
lopromide-TP-729A C15H14I3N307 729,8039
lopromide-TP-731B Ci15H1613N307 731,8195
lopromide-TP-759 C16H1613N30s 759,8144
lopromide-TP-819 C18H2013N3010 819,8356
Irbesartan Ca2s5H28N6sO 429,2397 207,0921
Isopropylcocaine C19H25NO4 332,1856
Isoproturon C12H18N20 207,1492 72,0443




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Itraconazole C35H38CIl2NgOa 705,2466 392,208
Ketoconazole C26H28CI2N4Oa 531,156 489,145
Ketoprofen-beta-D-glucuronide C22H2209 431,1337
Lacosamide C13H18N203 251,139 91,0558
Lamotrigine-N2-glucuronide Ci15H16Cl2Ns06 433,0550
Lansoprazole C16H14F3N302S 370,0832 164,0055
Levamisole C11H12N2S 205,0794 178,0695
Levetiracetam CgH14N202 171,1128 126,0914
Levofloxacin C18H20FN304 362,1511 275,1078
Levomepromazine C19H24N20S 329,1682 100,1121
Lidocaine C14H22N20 235,1805 86,0965
Lincomycin Ci8H34N206S 407,221 126,1268
Lisdexamphetamine C1sH2s5N30 264,207 84,0806
Loperamide C29H33CIN202 477,2303 266,1544
Lorazepam C15H10CI2N202 321,0192 275,0144
Lorazepam glucuronide C21H18CI2N20g 497,0513 321,0175
Lormetazepam Ci16H12CI2N202 335,0349 289,0286
Losartan C22H23CIN6O 423,1695 207,0916
Lovastatin C24H3605 405,2636 199,148
LSD C20H2s5N30 324,207 223,1227
lumateperone C24H28FN30O 394,2289
Lurasidone CasH3sN402S 493,2632 166,0853
Maprotiline C20H23N 278,1903 117,0691
Marbofloxacin C17H19FN4O4 363,1463 345,136
MDEA C12H17NO2 208,1332 105,0706
Mebendazol C16H13N303 296,103 264,0778
Mebeverine C25H3sNOs 430,2588 149,096
Meclizine C25H27CIN2 391,1936 201,0484
Meloxicam C14H13N304S2 352,042 115,0335
Memantine C12H21N 180,1747 163,1483
Meprobamate CoH18N204 219,1339 55,0542
Metamitron C10H10N4O 203,0927 104,0489
Metazachlor C14H16CIN3O 278,1055 134,096
Methamphetamine CioH1sN 150,1277 91,0539
Methocarbamol C11H1sNOs 242,1023 118,05
Methyl Prednisolone C22H300s5 375,2166 161,0964
Methylcodeine C19H23NOs3 314,1751
Methylphenidate C14H19NO2 234,1489 84,0808
Metolachlor Ci15H22CINO2 284,1412 252,1143
Metoprolol acid C14H21NO4 268,1543
Metronidazol CsH9oN3O3 172,0717 128,0462
m-Hydroxycocaine C17H21NOs 320,1492
Mianserin CisH20N2 265,1699 208,1124
Miconazole C18H14ClaN20O 414,9933 158,976
Mirtazapine Ci17H19N3 266,1652 195,0915
Monensin C36H62011 671,4365 461,288
Morphine C17H19NO3 286,1438 201,091
Morphine-3-glucuronide C23H27NOg 462,1759 286,1435
N-(2-Phenylethyl)indomethacinamide C27H25CIN203 461,1626
N-(3-Pyridyl)indomethacinamide C24H20CIN3O3 434,1266
N-(4-Acetamidophenyl) C27H24CIN3O4 490,1523

indomethacinamide




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
N,O-Didesmethylvenlafaxine C15H23NO2 250,1802
N4-Acetylsulfamethazine C14H16N40O3S 321,1016
N-Acetylsulfadiazine C12H12N4O3S 293,0703
N-Acetylsulfamerazine C13H14N4O3S 307,0859
N-Acetylsulfamethoxazole C12H13N304S 296,0700
N-Acetylsulfapyridine Ci3H13N303S 292,0750
Nadolol C17H27NO4 310,2013
Acido nalidixico C12H12N203 233,0921 187,0504
Naproxen C14H1403 231,1016 169,066
N-Desmethyl-cis-tramadol Ci5H2sNO2 250,1802 58,0682
N-Desmethyldiltiazem C21H24N204S 401,1530
N-desmethylmirtazapine C16H17Ns 252,1495 195,0920
N-Desmethylpropafenone C1sH21NO3 300,1594 74,0601
N-Desmethyltramadol Ci5H23NO2 250,1802 91,0551
N-Desmethylvenlafaxine C16H25NO2 264,1958
N-Ethylnordiazepam C17H15CIN20 299,0946
N-formyl ciprofloxacin Ci8H18FN304 360,1354
Nicotine C10H14N2 163,123 130,0644
Nifedipine C17H18N206 347,1238 122,0252
Nitrazepam C15H11N303 282,0873 236,0947
N-Methylparoxetine C20H22FNOs3 344,1656
Norbuprenorphine C25H3sNO4 414,2639 396,2525
Norbuprenorphine glucuronide C31H43NO1o 590,2960 414,2628
Norcocaine C16H19NO4 290,1387 136,0759
Norcodeine C17H19NO3 286,1438 268,1328
Nordiazepam C15H11CIN20 271,0633 140,0256
Norephedrine CoH13NO 152,107 115,0542
Norfentanyl C14H20N20 233,1648 84,0805
Norfloxacin C16H18FN3O3 320,1405 302,1298
Norfluoxetine CisHi6F3sNO 296,1257 134,0962
Norflurazon-desmethyl C11H7CIF3N3O 290,0303 270,0240
Norgesterel C21H2802 313,2162 109,0649
Norketamine C12H14CINO 224,0837 125,0149
nor-Mephedrone C10H13NO 164,1070
Norsertraline Ci6H15CI2N 292,0654 158,976
Norverapamil C26H36N204 441,2748 165,0880
N-propylamphetamine Ci2H19N 178,1590 91,0546
06, N-Diacetylnorcodeine C21H23NOs 370,1649
O-Desacetyl-N-desmethyldiltiazem C19H22N203S 359,1424
O-Desmethyl-cis-tramadol C15H23NO2 250,1802 58,0651
O-Desmethyl-naproxen Ci3H1203 217,0859
O-Desmethylvenlafaxine C16H2sNO2 264,1958 58,0648
Ofloxacin Ci18H20FN304 362,1511 318,1613
Olanzapine C17H20N4S 313,1481 256,0893
Omeprazole Ci7H19N303S 346,122 194,0160
Omeprazole N-oxide C17H19N304S 362,1169
Omeprazole sulfide Ci7H19N302S 330,1271
Omeprazole sulfone Ci17H19N304S 362,1169
Omeprazole sulfone N-oxide C17H19N30sS 378,1118
Ondansetron CisH19N3O 294,1601 170,0962
Orphenadrine CisH23NO 270,1852 181,1017
Oxazepam C15H11CIN202 287,0582 241,0528




, Precursor Fragmento
Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Oxazepam glucuronide C21H19CIN20s 463,0903
Oxazepam-TP-271 C15H11CIN20 271,0633
Oxcarbazepina C15H12N202 253,0972 180,0810
Oxolinic acid C13H11NOs 262,071 244,0604
Oxybutynin C22H31NOs3 358,2377 142,1232
Oxycodone C18H21NO4 316,1543 241,1062
Oxymorphone glucuronide C23H27NO10 478,1708 284,1275
Oxytetracycline C22H24N209 461,1555 426,1157
Para-Methoxyamphetamine C10H1sNO 166,1226 115,0546
Paroxetina C19H20FNOs3 330,1500 192,1187
p-Fluorococaine C17H20FNO4 322,1449
Phenobarbital Ci12H12N203 233,0921 188,0709
Phenoxymethylpenicillin C16H18N205S 351,1009 229,0635
Phentermine C1oH1sN 150,1277 91,0543
Phenytoinl Ci15H12N202 253,0972 182,0960
Piracetam CeH10N202 143,0815 98,0602
Pizotifen Ci19H2:NS 296,1468 96,0806
Pramiracetam C14H27N302 270,2176 98,0601
Prazepam C19H17CIN20 325,1102 271,0633
Praziquantel C19H24N202 313,1911 203,1185
Prednisolone C21H2805 361,201 147,0802
Prednisone C21H2605 359,1853 341,1734
Pregabalin CsH17NO2 160,1332 55,0547
Primidone C12H14N202 219,1128 91,0553
Progesterone C21H3002 315,2319 97,0647
Promethazine Ci17H20N2S 285,142 86,096
Propiconazole C15H17CI2N302 342,0771 158,9743
Propranolol C16H21NO2 260,1645 155,0845
Propifenazona C14H18N20 231,1492 189,1024
Pseudoephedrine C10H1sNO 166,1226 115,0545
Pseudoephedrine Hydrochloride C10H15sNO 166,1226 148,1036
Quetiapine C21H25N302S 384,174 253,0795
Quetiapine metabolite 20, -2H C21H23N304S 414,1482 221,1072
Quetiapine metabolite impurity -46 C19H19N3OS 338,1322 210,0361
Quetiapine metabolite impurity -88 Ci17H17NsS 296,1216 210,0352
rac-N,N-D|des.methyI-O-de_smethyI- CaoH2sNOs 412,1966
venlafaxine glucuronide
Remifentanil C20H2sN20s 377,2071 113,0603
Rifampicin Ca3HssN4O12 823,4124 791,3843
Risperidone C23H27FN4O2 411,2191 191,1174
Ronidazole CsHsN4O4 201,0618 140,0457
Ropinirol C16H24N20 261,1961 114,1275
Roxithromycin C41H76N2015 837,5319 679,4383
Salicylic Acid C7He03 139,039 93,0342
Salmeterol C25H37NO4 416,2795 232,1686
Sarafloxacin C20H17F2N303 386,1311 368,1212
S-Diclofenac C23H15CI2NO2S3 503,9715
Sertraline carbamoyl glucuronide C24H25CI2NOs 526,1030
Sertraline carbamoyl glucuronide CatHs3ClNOLL 666,1503
methyl ester triacetate
Simvastatin C2sHz380s 419,2792 199,1478
S-Methyl-3-thioacetaminofén CoH11NO2S 198,0583




Precursor

Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Spirodiclofen C21H24Cl204 411,1124 313,0386
Sucralose C12H19Cl30s 397,0218 359,0284
Sulfacetamide CsH10N203S 215,0485 92,0515
Sulfachloropyridazine C10HoCIN4O2S 285,0208 156,0123
Sulfadiazine C10H10N402S 251,0597 156,0117
Sulfadoxine C12H14N4O4S 311,0809 156,0119
Sulfaguanidina C7H10N4O2S 215,0597 156,0113
Sulfamerazine C11H12N4O2S 265,0754 92,0517
Sulfamethizole CoH10N402S> 271,0318 156,0123
Sulfamethoxypyridazine C11H12N4O3S 281,0703 156,0126
Sulfamoxole C11H13N303S 268,075 156,011
Sulfanilamide CesHsN202S 173,0379 92,0507
Sulfanilic acid CsH7NO3sS 174,0219
Sulfaquinoxaline C14H12N4O2S 301,0754 156,0113
Sulfathiazole CoHoN302S»2 256,0209 156,011
Sulindac C20H17FO3S 357,0955 233,0761
Sulphasalazine C18H14N4OsS 399,0758 381,0648
Sulpiride Ci5H23N304S 342,1482 112,1116
Sumatriptan C14H21N302S 296,1427 58,065
Tadalafil C22H19N304 390,1448 268,1082
Tebuconazole C16H22CIN3O 308,1524 70,0402
Telmisartan C33H30N402 515,2442 497,2324
Temazepam glucuronide C22H21CIN20s 477,1059 301,0707
Terazosin C19H25N504 388,1979 290,1613
Terbinafine C21H2sN 292,206 141,0699
Terbutaline C12H19NO3 226,1438 152,0704
Terbuthylazine CoH16CINs 230,1167 67,9802
Testosterone C19H2802 289,2162 97,0646
Tetracycline C22H24N20s 445,1605 410,1223
Tetrazepam Ci16H17CIN20 289,1102 253,134
Theophylline C7HsN4O2 181,0720 124,051
Thiamphenicol Ci12H15CI2NOsS 356,0121 185,0275
Thiopental C11H18N202S 243,1162 57,9762
Tiagabine C20H2sNO2S2 376,1400 247,0618
Tiamulin C28H47NO4S 494,3299 192,1052
Tilmicosin CasHsoN2013 869,5733 696,4662
Timolol C13H24N403S 317,1642 74,0604
Topiramate C12H21NOsS 340,1061 77,9656
Torasemide C16H20N4O3S 349,1329 264,0798
Tramadol C16H2sNO2 264,1958 58,0648
_tans345 C22H29NO7 420,2017
Trimethoxycinnamoylcocaine
trans-Cinnamoylcocaine C19H23NO4 330,1700
Trazodone C19H22CINsO 372,1586 176,0804
Triamcinolone C21H27FOs 395,1864 357,1686
Triamterene Ci12H11N7 254,1149 210,0786
Triclocarban C13HoClI3N20 314,9853 127,0186
Trimethobenzamide C21H28N20s 389,2071 72,0806
Trimethoprim-TP-306 C14H18N4O4 307,1401
Trimethoprim-TP-324 C14H21N4Os 326,1585
Trimethylsilyl lormetazepam C19H20CI2N20:2Si 407,0744
Trimethylsilyl temazepam C19H21CIN20:Si 373,1134




Precursor Fragmento

Compuesto Formula Molecular (Q1) (Da) (Q3) (Da)
Triprolidine C1oH22N2 279,1856 208,1122
Tropacocaine C15H19NO2 246,1489
Tylosin A CasH77NO17 916,5264 174,1123
Valacyclovir C13H20N6O4 325,1619 152,0564
Valproic acid CgH1602 145,1223
Valsartan-TP-252 C14H13Ns 252,1244
Valsartan-TP-336 C19H21NsO 336,1819
Venlafaxine-N-Oxide C17H27NOs3 294,2064
Venlafaxine-TP-V1 Ci6H26NO2 265,2036
Venlafaxine-TP-V2 C17H24NO 259,1931
Venlafaxine-TP-VB2 C17H28NOs3 295,2142
Venlafaxine-TP-VB3 C17H26NO3 293,1985
Venlafaxine-TP-VB4 C17H24NO2 275,1880
Vincristine CaeHs6N4O10 825,4069 733,3686
Vortioxetine Ci1sH22N2S 299,1577
Xipamide Ci15H15CIN204S 355,0514 122,0961
Zolpidem 6-carboxylic acid C19H19N303 338,1499 265,0950
Zolpidem-Phenyl-4-carboxylic acid C19H19N303 338,1499 265,0982
Zopiclone C17H17CIN6O3 389,1123 245,0225

Segln Bletso y colaboradores 2%, se pueden utilizar diferentes flujos de trabajo para la
identificacion provisional de un producto predecible desconocido utilizando una lista de
analisis de sospechosos. Para una identificacion réapida y precisa, el software de
procesamiento se configuré con el algoritmo de busqueda de confirmacioén inteligente, con
una tolerancia de masa de precursores de +/- 0,4 Da, y una pureza minima del 2,0 %. Los
picos seleccionados fueron confirmados manualmente sélo después de la coincidencia exacta
de la masa monoisotépica del idn precursor, la formula molecular, y al menos un fragmento
individual de HR (Nivel 2a para la identificacion de estructuras probables por coincidencia de
espectro de biblioteca segun lo reportado por 2%°).

Los criterios adicionales utilizados para la evaluacién manual fueron una intensidad de pico
cromatografico minima de 1000 cps, una exactitud de masa de fragmento <10 ppm entre los
m/z tedricos de la biblioteca instrumental y los espectros adquiridos experimentales; una
puntuacién Formula Finder Score >50 %, un valor fit value >50 % con un valor de ajuste
inverso reverse fit value cercano a 100, y en caso de mas de una muestra positiva para un

compuesto especifico, una similitud en RT.
» Protocolo de optimizacion para la retencion de grasa y lipidos con alimina.

A 1,0 g de pez fresco en falcon de 15 mL se le adicionan 2 mL de H.0, 0,1 mL HCOOH y 8
mL de MeOH. Se agitan manualmente y luego en vértex por 1 min. Se aplica ultrasonido por

15 min y se centrifuga a 4000 rpm, por 12 min a 4°C. Se extraen 6 mL de sobrenadante en



tubo de ensayo y se realiza la adicion de alumina (activada / neutra / acida), para agitar
manualmente y luego en vortex por 1 min. Se centrifuga a 4000 rpm por 6 min a 4°C. Luego
se extraen 2,5 mL de sobrenadante y se evaporan a sequedad en tubo de ensayo previamente

pesado. Calcular el % de grasa retenida en la alimina.
» Protocolo de retencién de farmacos en filtros.

Filtrar 0.5 mL de NH4OAC: MeCN 90:10, enriquecimiento con 25 ng/mL de solucion de
compuestos de patrones analiticos de farmacos, y filtrar a través de cada uno de los diferentes
tipo de filtro (filtros PTFE / filtros incluidos en viales de PVDF / filtros de acetato de celulosa).
Determinar la retencién o perdida de los farmacos contra 0,5 mL en NH;OAC 5mM: MeCN
90:10 que contiene 25 ng/mL de solucion de compuestos de patrones analiticos de farmacos

sin filtrar.
» Validacion del método compuestos diana.

El método analitico fue validado de acuerdo a los mismos parametos validados en el método
1. En este caso los tres niveles de concentracion se ajustaron a valores mas bajos: 5, 25, 50
ng/g de pez. Para fines de cuantificacion, la curva de calibracion se prepar6é como estandares
de matriz emparejada (matrix-matched standard) utilizando el método del estandar interno 6%
181: se prepararon extractos de peces de un grupo homogéneo de muestras de musculo de
Leuciscus cephalus, que previamente demostraron no contener cantidades medibles de
farmacos, y se les agrego la cantidad apropiada de la mezcla de farmacos en el rango de 0,5
a 100 ng/mL para construir 7 puntos de la curva de calibracion por medio de regresion lineal
ponderada; los ILIS se agregaron en concentraciones constantes (12,5 ng/mL). En el caso de
las muestras desconocidas, para fines de cuantificacién, al masculo del pez se afiadieron 12,5
ng (125 pL de 100 ng/mL) de la mezcla de ILIS utilizada como sustituto siguiendo el método
del patrén interno. Para todos los demas parametros se sigué el mismo protocolo realizado

en el método 1.

3.4.3 Andlisis de la distribuciéon de farmacos en el organismo de los peces

Para el analisis de los farmacos en los diferentes tejidos sélidos, se aplicé el método descrito

en la seccién 3.4.2.

Para todas las muestras, se utilizaron ILIS como patrones de recuperacion con fines de
cuantificacion. De igual manera, se realizaron las curvas de calibracion en el disolvente en el

cual todas las muestras fueron reconstituidas, con la adicion de ILIS para llevar a cabo la



cuantificacion. En los casos que se presentaban concentraciones que se salieran de la curva

de calibracion, se realizaban diluciones apropiadas y se reinyectaba la muestra.

Para la extraccion de la bilis se sigui6 el protocolo basado en previas publicaciones de nuestro
grupo de investigacion * con ligeras variaciones. Se tomaron 50 uL de bilis, se pusieron en
contacto con 325 pL de HCI0,1 N, 112,5 uL de MeCN frio y 12,5 ng de ILIS. Se agitaron en
el vortex, y centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 4°C y se recuperaron 450 uL que fueron
tratados en un paso de purificacién con Zsep+ como se describe en la seccion 3.4.2. Se agito
en vortex huevamente, se centrifugé a 14000 rpm por 10 min a 4°C y se recuperaron 350 uL

que se analizaron directamente por HRMS.

Para la extraccion de plasma se tomaron 100 uL de muestra y se le adicionaron 400 puL de
MeCN frio que contenia 12,5 ng de ILIS. Posteriormente se agitd en vortex, se centrifugé a
8000 rpm por 10 min a 4°C y se recuperaron 450 L, que se evaporaron casi a sequeda y se

reconstituyeron a 500 puL para ser analizadas por HRMS.

Para la extraccion de las muestras de agua, primero se midié6 el pH de las muestras.
Posteriormente, se utiliz6 un método de extraccion de farmacos previamente publicado en
nuestro grupo de investigacion 24°, Este tratamiento basicamente consiste en una filtracion,

posterior extraccion en cartucho SPE (HLB), eluciéon con MeOH, evaporacion, y reconstitucion.
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En el presente capitulo se discuten los resultados obtenidos de los estudios realizados en esta

tesis, y se comparan con diferentes estudios y trabajos reportados en la literatura cientifica.

Ya se ha discutido ampliamente que los compuestos farmacéuticos entran en el interior de la
biota acuatica debido al permanente contacto de ésta con los compuestos farmacéuticos del
agua. Ya se habl6 en la introduccion general de la tesis, que una de las dificultades del analisis
en muestras bioldgicas es la variabilidad de las especies, que, en el caso especifico de los peces,
es un numero alrededor de 31000 especies conocidas. De igual manera, la determinaciéon de
productos farmacéuticos es un campo demasiado amplio por la cantidad de productos
farmacéuticos que existen, se prescriben y se consumen a nivel mundial. Dos nuevas
dificultades se suman al analisis de compuestos farmacéuticos en peces: la complejidad de las
matrices per se (cada especie puede variar en tamafio, porcentaje de grasa, habitos alimenticios,
habitat natural, etc); y la baja concentracién a la que se pueden encontrar dichos farmacos en la

muestra, a niveles de pg/g o ng/g de pez.

En la presente tesis, se desarrollaron y validaron dos métodos analiticos que van a ser discutidos
a continuacion de acuerdo a los resultados de la validacion y posteriormente van a ser
comparados advirtiendo las ventajas y desventajas de cada uno de ellos. El primer métod se
bas6 en un método de extraccién con QUEChERS, y se aplica un paso de purificacion de tipo
dispersivo con EMR lipid removal, mientras que el segundo método validado se basa en una
extraccién con ultrasonido, y se realiza una purificacion de tipo dispersivo con Zsep/C18. Ambos
métodos fueron aplicados a peces naturales de diversos rios europeos. Finalmente se discutira
acerca de la aplicacién del segundo método validado, en el andlisis de la distribucion de

farmacos en el organismo de los peces, con muestras de peces del rio Llobregat.

4.1 Andlisis de farmacos en musculo de pez liofilizado, método 1

4.1.1 Optimizacién de las condiciones de andlisis HPLC-MS/MS

Las fases moviles utilizadas durante la optimizacion de las condiciones de separacion y analisis
de los compuestos fueron agua HPLC acidificada a pH 3 y MeCN como fase organica. El MeCN
también fue seleccionado para la extraccibn de los compuestos por su selectividad a los
compuestos organicos y por la baja solubilidad que tienen los lipidos y las grasas en este

disolvente 175 241,

Cuando se hace el andlisis de las masas usando adquisicion con SWATH, el aislamiento de
ventanas del primer cuadrupolo, Q1, estan segmentadas a lo largo de todo el rango de masas
gue se pretende analizar durante el tiempo que dure la separacién cromatogréfica. Es asi como

todos los espectros de los iones producto se adquieren y graban en cada una de las ventanas



del Q1, obteniendo un espectro completo MS/MS de cada ion detectable en cada ventana. De
esta manera, dichos espectros obtenidos del MS/MS en SWATH pueden ser usados para la
confirmacion especifica de compuestos, normalmente comparando los datos adquiridos en
SWATH contra las bibliotecas espectrales de MS/MS preinstaladas en el equipo QTOF de la
marca SCIEX. La amplitud de las ventanas de adquisicion SWATH, se pueden considerar al
equivalente a la adquisicion del tipo de monitoreo de reacciones multiple (MRM, Multiple
Reaction Monitoring) donde se hace seguimiento a las moléculas de interés y a los iones
caracteristicos de cada molécula, con la ventja de que en este caso no existe la necesidad de

optimizar los compuestos individualmente 242-243,

De acuerdo a los lineamientos para el analisis de pesticidas formulado por la comisién de la
unién europea, documento SANTE/11813 del 2017 244, los requerimientos para la identificacion
de compuestos en alta resolucion, consisten en dos iones con masa exacta (error inferior a 5
ppm), y confirmacién del tiempo de retencion. El hecho de tener la identificacion con masa exacta
se considera ya de por si, un punto de confirmacion mas. La masa exacta de los iones
precursores y fragmentos de los compuestos validados en el método 1 se presentaron en la
Tabla 5.

4.1.2 Determinacion de contenido de agua vy grasa

El contenido de agua en la especie Salmo salar y Squalius keadicus fue 57 % y 77 %,
respectivamente. La determinacion del contenido de grasa fue evaluada hacienda la extraccion
con diferentes disolventes o mezcla de ellos, como se presenta en la Tabla 8: hexano,
acetona/hexano (1:1) y DCM/hexano (1:1) que conllevaron a valores alrededor de 36 % dw en
Salmo salar (aproximadamente 23 % fw, RSD 3,6-5,8 %). En caso de MeOH/hexano (1:1) y
cloroformo/MeOH/agua (5:10:4), la fraccion de contenido graso y lipidico fue mayor: 57,7 % y
45,8 % dw respectivamente (correspondiente a 36,8 % y 29,2 % en fw respectivamente). El
aparente mayor contenido de grasay lipidos en los extractos metandlicos se atribuye a la mayor
eficiencia de co-extraccibn de otros componentes de la matriz. A pesar de estas
consideraciones, el contenido de grasa reportado para Salmo salar es similar al publicado en
otros estudios (9,0-23,2 %) 24524, Dado el alto contenido de grasa, se ha considerado el uso
de la especie Salmo salar para el desarrollo del método analitico y su optimizacién en la

reduccion de grasa y lipidos en los extractos.



Tabla 8. Determinacion del contenido de grasa en Salmo salar

Disolventes Promedio dw % Promedio fw% RSD %
DCM/hexano (1:1) 37,8 24,1 3,6
MeOH/hexano (1:1) 57,7 36,8 15,2
acetona/hexano (1:1) 36,2 23,1 4,0
chloroformo/MeOH/agua (5:10:4) 45,8 29,2 15,8
hexano 35,4 22,6 5,8

4.1.3 Optimizacion de la extraccion de farmacos

Una vez realizadas las extracciones y debido a que los extractos tenian apariencia turbia
después de la extraccion de ultrasonido y QUEChERS, se consideré la filtracion como una
estrategia para la remocion de material particulado suspendido. El desempefio de este paso se
evalug filtrando 1 mL de soluciones estandar (100 ng/mL) a través de filtros PTFE. Mientras 19
de los farmacos se recuperaron en el filtrado con porcentajes superiores al 70 % de las
concentraciones iniciales, amlodipina, claritromicina, diltiazem, fenofibrato, loratadina,
paroxetina, sertralina, y verapamilo presentaron pérdidas superiores al 30 %. Por esta razoén, el
uso de los filtros fue descartado. El problema del material particulado suspendido se solucioné
por medio de la centrifugacion de los extractos reconstituidos.

En caso del ultrasonido tres diferentes disolventes se usaron durante la extraccion: MeOH,
MeCN, y mezcla MeOH:MeCN (1:1, v/v). En el caso de los QUEChERS, se probaron tres
diferentes sales: original, buffered, o formiato. La comparacion entre los diferentes métodos
se evalu6 de acuerdo a la eficiencia de extraccién explicada en la validacion del método en el
capitulo 3. Los resultados de extraccion para los dos métodos evaluados se presentan en la

Figura 13.

Como tendencia general, usando QUEChERS (Parte “A” en Figura 13) la extraccion presento
ligeras diferencias, sobretodo la extraccion con formiato de amonio que presenté la variabilidad
mas alta (RSD) entre los métodos evaluados. Aunque para algunos compuestos, la extraccion
con formiato presentd mayor eficiencia durante la extraccion, su alta variabilidad es un problema
gue tiene que ser superado. Por otro lado, las extracciones con ultrasonido (Parte “B” en Figura
13) fueron muy similares independientemente del disolvente usado, excepto por el bezafibrato,
diclofenaco, diltiazem, y ketoprofeno. En el caso del diclofenaco, cada disolvente llevé a un
resultado diferente en la eficiencia de extraccion. En cada caso, dos de los tres ensayos
evaluados tanto para QUEChERS como para ultrasonido, mostraron recuperaciones por encima
del 30 %. El nimero de farmacos recuperados fueron 20 y 21 respectivamente. Sin embargo,

algunos compuesos no pudieron ser extraidos por ninguno de los dos métodos evaluados como



son la amlodipina, fenofibrato, loratadina, paroxetina y sertralina. Esto probablemente es por su
alto valor de pKa para la mayoria de ellos, o quizas por la alta afinidad a la parte lipidica de la

matriz, que hace que se mantengan retenidos.
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Figura 13. Comparaciéon de la eficiencia de extraccion para ultrasonido y QUEChERS. Eficiencia de extraccion
calculado segun seccion 3.4.1 Validacion del método. Lineas en las barras indican el RSD.

Nueve farmacos presentaron extraccion muy similar usando cualquiera de los dos métodos de
extraccion, QUEChERS Yy ultrasonido, cuyas diferencias de extraccion son <10 %, calculadas
como el promedio de la técnica de extracciéon; entre ellos el carazolol, carbamazepina,
indometacin, propifenazona, o verapamilo. A pesar de que algunos farmacos fueron extraidos
en mayor proporcion usando QUEChERS como claritromicina, diltiazem, propranolol o
venlafaxina (23, 27, 18, 16 % mas, respectivamente) otros farmacos presentaron mejores
recuperaciones extraidos con ultrasonido como atenolol, bezafibrato, codeina o salbutamol (19,
32, 18, 15 % més, respectivamente). Variaciones en la eficiencia de extraccion estan conectadas
con las diferencias en la polaridad, solubilidad, disociaciébn octanol-agua y algunas otras
propiedades que pueden afectar la adsorcion y el proceso de solubilidad de cada familia de
farmacos. Algunas de estas propiedades se presentan en la Tabla 9 y la estructura molecular se
presento en la Tabla 4.



El peso de los coextractos extraidos también fue determinado tanto para la extracciéon con
ultrasonido como para QUEChERS. Cuando MeOH fué usado para la extracciéon de los farmacos
de las muestras de peces, se obtuvo mayor cantidad de masa coextraida. En caso de ultrasonido
con MeOH, la cantidad de coextractos fue 10,11 mg/mL de extracto comparado con 3,96 mg/mL
de extracto usando MeCN. Por otro lado, durante la extracciéon con QUEChERS usando MeCN
como disolvente, el peso de los coextractos fué 5,59; 3,89; y 7,6 mg/mL para el original, buffered,
y formiato respectivamente. Una serie de fotos de las extracciones con QUEChERS vy de los

extractos obtenidos con ultrasonido y con QUEChERS se presentan en la Figura 14.

Tabla 9 Propiedades fisicoquimicas de los farmacos objetivos método 1

Peso
Fdrmaco Férmula molecular Log Kow pKq solubilidad en agua
(Da) (mg/1)
Acetaminofen CsHoNO; 151,2 0,46 9,4 14000
Amlodipina C20H25CIN;05 408,9 3,00 9,4 75,3
Atenolol C14H2:N>03 266,3 0,16 9,6 13300
Bezafibrato C19H20CINO4 361,8 0,16 3,8 No Soluble
Carazolol CigH22N,0; 298,4 - 9,5 -
Carbamazepina C15H12N;0 236,7 2,45 13,9 17,7
Cefalexina C16H17N304S 347,4 - 4,5 10000
Claritromicina C3sHeoNO13 747,9 3,16 9,0 0,33
Codeina Ci1gH2:1NO; 299,4 1,19 82 9000
Diazepam Ci16H13CIN;O 284,7 2,82 3,4 50
Diclofenac C14H11C2NO; 295,0 4,51 4,1 2,37
Diltiazem C22H26N204S 414,5 2,70 12,8 465
Fenofibrato C20H21ClO4 360,8 5,19 -4,9 0,25
Indometacina C19H16CINO4 357,8 0,91 4,5 0,937
Ketoprofen C16H1403 254,3 3,00 4,4 51
Loratadina C22H23CIN,0, 382,9 5,20 4,3 0,11
Metoprolol C15H5NO3 267,4 1,88 9,7 16900
Metronidazol CeH9N303 171,1 -0,02 2,4 9500
Paroxetina C19H20FNO3 329,4 1,23 9,6 >1000
Propranolol C16H21NO> 259,4 3,48 9,4 61,7
Proiyfenazona C14H18N0 230,3 1,73 4,2 2400
Salbutamol C13H21NO3 239,3 0,64 10,3 14100
Sertralina Ci7H1,CILN 306,2 5,1 9,8 3,5
Sotalol Ci12H21CIN;05S 272,4 0,24 9,4 5510
Trimethoprim C14H18N403 290,3 0,91 7,1 400
Venlafaxina Ci17H27NO; 277,4 3,20 10,1 267
Verapamil Ca7H3gN04 454,6 2,15 8,9 4,47




Figura 14. Fotos de los resultados de las extraciones con QUEChERS y coextractos obtenidos con QUEChERS y
ultrasonido. A: Extraccion QUEChERS Original. B: Extraccion QUEChERS buffered. C: Extraccion QUEChERS
formiato de amonio. D: Extracto ultrasonido con MeCN. E: Extracto ultrasonido con MeCN:MeOH. F: Extracto
ultrasonido con MeOH. G: Extracto QUEChERS Original. H: Extracto QUEChERS Buffered. I: Extracto QUEChERS
Formiato de amonio.

El criterio inicial para la seleccion del mejor método de extraccion fue la mejor eficiencia de
extraccion con la mas baja variabilidad (RSD <20 %). Como los métodos de extraccion fueron
similares en eficiencia y RSD (excepto para formiato), se consideraron otros aspectos practicos
como la facilidad y la rapidez, menor cantidad de coextractos y factores de responsabilidad
medio ambiental (por ejemplo, menor cantidad de disolvente utilizado). Por estas razones,
QUEChERS original fue seleccionado como método de extraccion.

4.1.4 Optimizacion de la purificacién del extracto

Tres métodos de purificacion fueron evaluados usndo SPE y d-SPE: purificacion con el kit de
QUEChERS, con el cartucho HLB Prime y el adsorbente EMR-Lipid removal. Los analisis en la
eficiencia de extraccion y purificacion de los farmacos, demostraron 3 posibles escenarios: i) la
eficiencia de extraccion de los farmacos puede ser practicamente igual con o sin proceso de
purificacién, como es el caso para atenolol, codeina, o salbutamol cuyas diferencias de
extraccion y purificacion son < 10 % para los 3 tipos de purificaciéon determinados; ii) una
reduccion en la eficiencia de extraccion se puede observar para algunos compuestos haciendo
uso de alguno de los métodos de purificacion, como es el caso para acetaminofén, diltiazem o
metronidazol con reducciones en la eficiencia de extracciébn en un rango entre 4,5-56,2 %
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contemplando los 3 tipos de purificacion evaluados. La reduccion en la eficiencia de extraccion
con el paso de purificacion puede ser explicado por una retencion de los compuestos en los
adsorbentes y adicionalmente esta relacionado con el nimero de pasos durante el proceso. La
inclusién de un paso de purificacion, indica mas pasos durante la manipulacion de la muestra,
que conlleva a mayor posibilidad de pérdidas de los analitos durante el andlisis 247248,
Finalmente, de los resultados del desarrollo de éste método se puede concluir que (iii) el proceso
de purificacion puede mejorar la sefial de los analitos en el extracto, como es el caso para
diazepam, diclofenaco, o verapamilo con un incremento de la extraccidén hasta 25 % comparando
los 3 procesos de purificacion evaluados y sin purificacién. Usando el criterio de mejoramiento
de la eficiencia de extraccion, reduccién en el efecto matriz, y factores practicos, se ha escogido
la purificacién con EMR lipid removal para el desarrollo del método. Con éste tipo de purificacién,
por lo menos siete farmacos presentaron mejores extracciones sin afectar caracteristicas como
el RSD y ninguno de los farmacos seleccionados presenté reduccion >10 % en la extraccion,
como se observa en la Figura 15 donde se comparan las extracciones con y sin purificacion d-
SPE-EMR lipid removal.

La seleccién de este tipo de purificacion permite presentar un método completo basado en
extraccion con QUEChERS y purificacion igualmente de tipo dispersivo, de facil uso y bajo costo,
gue incluso puede llegar a ser mas econdémico en un futuro préximo como ha sucedido con otros

métodos de purificacion €6,
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Figura 15. Comparacion de la eficiencia de extraccidn con purificacion y sin purificacion. Extracto evaluado para
QUEChERS original sin purificacion del extracto y con purificacion usando d-SPE-EMR lipid removal en matriz de
Salmo salar. La eficiencia de extraccién fue calculada segun seccion 3.4.1 validacion del método. Lineas en las barras
indican el RSD.



4.1.5 Validacion del método

Después de la seleccion del mejor método de extraccion y purificacion, el método analitico fue
evaluado con los pardmetros descritos anteriormente para dos diferentes matrices: Salmo salar
y Leuciscus cephalus. Cada validacion fue preparada por quintuplicado a tres diferentes niveles
de concentracion. Debido a los bajos recoveries obtenidos durante la seleccién del método de
extraccion los farmacos amlodipina, cefalexina, fenofibrato, loratadina, paroxetina, y sertralina
fueron excluidos de la validacion. Para los estudios de recuperaciones de farmacos, blancos de
las dos matrices fueron enriquecidas con la solucion de los analitos después de la extracion. No

se detecto6 ningun farmaco en los blancos por encima del LOD.

Los resultados para la validacion del método de farmacos en Salmo salar y Leuciscus cephalus

a los 3 niveles de concentracién se presentan en las Tablas 10-13.



Tabla 10. Validacién del método para farmacos en matriz de Salmo salar a 200 ng/g dw pez

200 ng/g pez AR¢ Repetibilidad EEb ME¢ LoD Loq? Linealidad
I I I
Acetaminofén 80,8 6,3 7,7 86,5 7,1 25,43 84,79 0,99897
Atenolol 31,1 16,1 18,2 252 -18,9 2,41 8,04 0,99626
Bezafibrato 43,1 15,4 18,6 385 -10,7 5,52 18,38 0,99960
Bezafibrato-d4 42,3 14,5 16,7 374 -11,5 - - -
Carazolol 84,1 21,3 23,6 62,6 -256 3,79 12,63 0,99469
Carbamazepina 82,0 9,2 8,1 70,4 -14,2 0,59 1,97 0,99723
Carbamazepina-dio 89,8 57 7,9 79,1 -11,9 - - -
Claritromicina 75,1 7,3 82 584 -22,2 1,69 5,63 0,99928
Codeina 46,3 7,7 9,0 386 -16,7 4,52 15,06 0,99575
Diazepam 86,7 9,5 13,1 53,6 -38,2 1,33 4,42 0,99799
Diclofenaco 54,1 11,6 14,3 374 -308 23,74 79,14 0,99656
Diltiazem 99,4 19,2 21,9 73,5 -26,0 0,25 0,82 0,99580
Indometacin 66,8 4,8 6,0 41,2  -383 14,68 48,93 0,99893
Ketoprofeno 59,6 13,0 16,6 536 -101 4,27 14,22 0,99352
Metoprolol 84,2 56 6,7 70,9  -158 7,13 23,76 0,99651
Metoprolol-d; 83,0 12,6 16,5 70,0 -15,7 - - -
Metronidazol 85,0 15,6 17,8 83,0 -2,4 22,00 73,33 0,99812
Propranolol 85,2 9,1 11,7 59,6 -301 6,99 23,29 0,99076
Propifenazona 77,7 11,8 13,8 71,8 -7,6 0,90 3,00 0,99573
Salbutamol 54,4 11,5 15,9 47,7 -12,3 1,06 3,54 0,99966
Sotalol 72,0 9,3 11,2 59,6 -17,2 4,14 13,79 0,99797
Sotalol-ds 66,4 11,4 12,8 550 -17,2 - - -
Trimetoprima 74,6 13,7 15,8 58,7 -21,3 2,82 9,41 0,99923
Venlafaxina 95,5 6,4 7,2 81,9 -14,2 0,31 1,04 0,99556
Venlafaxina-ds 96,2 4,3 4,9 69,8 -27,4 -- -- --
Verapamilo 118,8 0,2 4,1 81,9 -31,0 0,45 1,49 0,99787

LOD: Limite de deteccién, LOQ: Limite de cuantificacién.

Recuperacion absoluta: Calculada por comparacion de las areas de los picos cromatograficos de los extractos de los
musculos del pez enriquecida antes y después del procesos de extraccion y purificacion. El enriquecimiento se hizo

a 200 ng/g dw de pez.

Eficiencia de extraccion: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida antes
de la extraccién y purificacién y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se
hizo a 200 ng/g dw de pez.

Efecto matriz: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida después de la
extraccion y purificacion y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se hizo a

200 ng/g dw de pez.

Calculada segun seccion 3.4.1 validaciéon del método.



Tabla 11. Validacion del método para farmacos en Leuciscus cephalus a 200 ng/g dw pez.

200 ng/g pez ARd Repetibilidad EEb ME¢ LOD4 Loq? Lineal
Férmaco (%) RdsD(/‘) RdsD(/‘) %) (%) "5:/ 9 ng/gdw 2
Acetaminofén 58,4 22,1 29,4 41,2 -29,5 31,57 105,22 0,97468

Atenolol 32,3 18,3 22,3 20,9 -353 7,14 23,79 0,99288
Bezafibrato 64,9 6,7 9,8 48,1 -25,8 7,42 7,42 0,99879
Bezafibrato -d4 62,3 6,2 10,5 52,4 -15,8 -- -- --
Carazolol N.V. N.V. N.V. N.V. N.V. N.V. N.V. N.V.
Carbamazepina 86,2 2,1 3,6 48,1 -44,2 1,92 1,92 0,99478
Carbamazepina-dio 78,3 51 3,4 43,1 -44,9 - - -
Claritromicina 69,8 9,0 14,0 21,0 -70,0 4,79 15,95 0,99926
Codeina 40,3 15,1 18,9 22,9 -43,1 18,78 62,61 0,99429
Diazepam 81,5 12,0 17,3 15,1 -81,4 7,02 23,41 0,99000
Diclofenaco 96,6 10,8 19,3 12,2 -874 91,01 303,36 0,99421
Diltiazem 63,6 3,6 59 13,3 -791 53,72 179,06 0,99817
Indometacin 102,6 33,1 38,1 87 -91,5 7,77 25,89 0,99733
Ketoprofeno 85,9 8,0 12,1 53,1 -38,1 10,39 34,64 0,98188
Metoprolol 80,4 838 12,3 49,1 -389 7,56 26,19 0,99900
Metoprolol-d; 76,5 7,9 11,1 52,3 -31,7 -- -- --
Metronidazol 64,3 16,5 19,6 43,1 -33,0 25,61 85,37 0,99130
Propranolol 122,3 23,9 26,8 26,0 -78,8 26,82 89,41 0,99157
Propifenazona 99,5 2,9 4,0 63,5 -36,2 3,29 10,95 0,99734
Salbutamol 54,2 9,7 17,0 42,4  -21,8 1,46 4,86 0,99663
Sotalol 62,2 11,9 19,4 47,0 -24,4 3,34 11,12 0,99179
Sotalol-ds 59,6 7,0 10,9 42,4 -28,9 -- -- --
Trimetoprima 65,7 52 6,9 37,7 42,6 8,49 28,30 0,99119
Venlafaxina 91,1 4,4 7,2 67,7 -25,7 0,55 1,82 0,99905
Venlafaxina-ds 74,8 4,7 6,4 41,4 -44,6 -- -- --
Verapamilo 88,8 8,4 13,4 11,7 -86,9 7,26 24,19 0,99287

LOD: Limite de deteccién, LOQ: Limite de cuantificacion. N.V.: No validado

Recuperacion absoluta: Calculada por comparacion de las areas de los picos cromatogréaficos de los extractos de los
musculos del pez enriquecida antes y después del procesos de extraccion y purificacion El enriquecimiento se hizo a
200 ng/g dw de pez.

Eficiencia de extraccion: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida antes
de la extraccién y purificacién y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se
hizo a 200 ng/g dw de pez.

Efecto matriz: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida después de la
extraccion y purificacion y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se hizo a
200 ng/g dw de pez.

Calculada segun seccién 3.4.1 validacién del método



Tabla 12. Validacion del método para farmacos en Salmo salar y Leuciscus cephalus a 5 ng/g dw pez.

ARd Repetibilidad EEb ME€
5ng/g pez
SS LC SS LC SS LC SS LC
RSDintr ~ RSDinter- RSDiroa. RSDinter-
Férmaco (%) (%) ods  do(%) aa(%) (8 (%) (%) (%)
(%) dia (%)

Acetaminofén 13,9 40,2 16,8 19,0 28,8 30,5 20,7 1624 49,6 -
Atenolol 34,7 25,8 22,0 27,1 30,9 34,9 25,9 16,6 -25,2 -35,6
Bezafibrato 54,5 10,2 55 6,5 31,0 41,5 41,0 85 -24,8 -17,1
Carazolol 69,3 N.V. 22,4 25,5 N.V. N.V. 44,8 N.V. -35,4 N.V.
Carbamazepina 74,9 66,1 4,0 55 99 12,2 54,8 36,2 -26,8 -45,3
Claritromicina 77,3 787 15,4 20,2 18,0 21,1 46,4 28,0 -40,1 -64,4
Codeina 47,6 39,9 15,6 19,0 16,4 25,4 36,0 21,8 -24,4 -45,4
Diazepam 753 67,5 2,5 3,7 14,2 17,0 44,5 13,2 -40,9 -80,5
Diclofenaco 64,0 - 12,5 15,1 - -- 47,1 - -26,3 -54,6
Diltiazem 785 53,2 14,4 20,3 26,1 29,2 49,2 12,8 -37,2 -76,0
Indometacin 72,0 17,7 14,7 19,8 17,0 25,3 47,8 9,7 -33,6 -88,0
Ketoprofeno 62,4 892 11,3 15,0 11,0 12,7 53,0 57,6 -15,0 -35,4
Metoprolol 71,5 780 14,9 18,2 15,3 22,6 59,6 1,8 -16,7 -36,3

Metronidazol 1;7' 23,8 19,7 16,4 29,9 35,9 99,5 47,0 -15,6 -
Propranolol 953 69,3 3,7 51 13,6 23,8 66,7 73,8 -30,0 31,2
Propifenazona - 20,3 - - 14,3 17,0 - 90,9 18,4 113,0
Salbutamol 37,3 321 14,1 16,4 15,8 21,0 30,7 431 -17,7 -15,2
Sotalol 489 53,6 22,7 26,8 18,6 28,6 37,6 27,2 -23,1 -27,4
Trimetoprima 56,5 61,7 15,9 17,5 9,3 15,5 46,0 40,2 -18,6 -41,4
Venlafaxina 94,8 80,7 8,8 95 16,7 20,2 56,9 36,2 -40,0 -48,4
Verapamilo 95,3 75,0 17,4 18,8 21,0 23,5 48,3 41,1 -49,3 -71,7

SS: Salmo salar LC: Leuciscus cephalus N.V.: No validado
Recuperacion absoluta: Calculada por comparacion de las areas de los picos cromatogréaficos de los extractos de los
musculos del pez enriquecida antes y después del procesos de extraccion y purificacion. El enriquecimiento se hizo
a 5 ng/g dw de pez.
Eficiencia de extraccion: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida antes
de la extraccién y purificacién y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se
hizo a 5 ng/g dw de pez.
Efecto matriz: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida después de la
extraccion y purificacion y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se hizo a
5 ng/g dw de pez.
Calculada segun seccion 3.4.1 validaciéon del método



Tabla 13. Validacion del método para farmacos en Salmo salar y Leuciscus cephalus a 500 ng/g dw pez.

ARd Repetibilidad EEb ME¢
500 ng/qg pez
SS LC SS LC SS LC SS LC
Fdrmaco (%) (9 [P RSDiner  RSDimwa  RSDmer o gy ) (%)
dia (%)  dia(%)  dia (%) dia (%)

Acetaminofén 78,4 44,1 14,4 16,8 12,0 13,0 79,4 32,6 1,2 -26,2
Atenolol 30,5 96,9 27,5 29,7 19,6 23,3 25,3 23,9 -17,1 -75,3
Bezafibrato 39,0 59,5 18,2 20,7 2,9 52 35,1 43,9 -10,0 -26,3
Carazolol 70,4 N.V. 13,7 15,5 N.V. N.V. 52,3 N.V. -25,7 N.V.
Carbamazepina 88,1 101,6 10,5 12,3 9,3 12,1 80,4 66,0 -8,7 -35,0
Claritromicina 92,2 84,4 14,9 16,7 13,5 16,9 75,6 35,2 -18,0 -58,4
Codeina 47,1 48,9 16,6 19,4 18,3 20,7 36,6 27,7 -22,3 -43,5
Diazepam 81,0 76,3 15,1 16,6 17,2 19,1 58,8 18,0 -27,4 -76,4
Diclofenaco 56,4 86,8 19,3 22,6 20,0 27,0 37,7 9,9 -33,1 -88,6
Diltiazem 87,0 60,2 20,3 24,4 22,1 24,8 53,7 25,2 -38,3 -58,2
Indometacin 59,9 42,8 15,0 18,6 25,0 29,5 36,7 4,7 -38,7 -89,0
Ketoprofeno 53,2 73,6 14,4 15,4 12,7 196 463 430 -129  -416
Metoprolol 81,1 87,9 6,5 7,9 13,5 19,7 73,8 62,8 -9,0 -28,5
Metronidazol 65,2 66,6 12,1 13,1 11,9 13,7 58,7 46,7 -9,9 -29,8
Propranolol 70,4 71,5 12,4 15,0 18,3 21,8 53,7 14,5 -23,7 -79,7
Propifenazona 139,9 103,4 6,6 8,0 12,3 21,0 68,5 72,5 -51,0 -29,9
Salbutamol 67,2 73,2 12,0 13,9 14,5 17,5 57,2 57,7 -14,9 -21,1
Sotalol 70,7 78,4 9,4 11,4 12,6 13,9 59,9 61,0 -15,3 -22,2
Trimetoprima 85,3 75,4 10,1 11,6 7,8 13,4 69,2 47,1 -18,9 -37,5
Venlafaxina 78,3 86,6 8,6 10,2 18,0 19,4 70,7 40,0 -9,6 -18,3
Verapamilo 84,7 95,2 13,2 14,1 15,7 20,1 70,6 17,7 -16,7 -81,4

SS: Salmo salar LC: Leuciscus cephalus N.V.: No validado
Recuperacion absoluta: Calculada por comparacion de las areas de los picos cromatogréaficos de los extractos de los
musculos del pez enriquecida antes y después del procesos de extraccion y purificacion El enriquecimiento se hizo a
500 ng/g dw de pez.
Eficiencia de extraccion: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida antes
de la extraccion y purificacion y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se
hizo a 500 ng/g dw de pez.
Efecto matriz: Calculada por comparacion de las areas de los picos del extracto del pez enriquecida después de la
extraccion y purificacion y el area de los picos de las soluciones control en agua HPLC. El enriquecimiento se hizo a
500 ng/g dw de pez.
Calculada como se explica en Validacién del método capitulo 3.



Las curvas de calibraciéon se elaboraron mediante una regresion lineal de minimos cuadrados
ponderados con un factor de 1/x y que incluia al menos 5 puntos de concentracion, cuya
concentracion calculada no diferia en mas de un 20 % de la concentracion tedrica. En el caso
de Salmo salar, la linealidad fue r? >0,99 para todos los farmacos. Ademas, las recuperaciones
absolutas fueron inferiores al 50 % para el atenolol (31 %), bezafibrato (43 %), y codeina (46 %),
debido a la baja eficiencia de la extraccion y también al efecto de la matriz. Sin embargo, estos
valores se corrigen utilizando bezafibrato-d4 como ILIS durante la cuantificacién. De hecho, el
bezafibrato-d4 se ve afectado de manera similar en recuperacion absoluta, eficiencia de
extraccion y efecto matriz (Tabla 10) y puede minimizar esta reduccion durante el andlisis y la
cuantificacion 1. El efecto de supresion de la ionizacién estuvo presente en todos los casos,
excepto en el acetaminofén que presentd una mejora de la sefial. Los componentes coextraidos
de las matrices biol6gicas como las sales (por ejemplo, sulfatos y fosfatos), los carbohidratos
(por ejemplo, glucosa y azucares nucleétidos), las aminas (por ejemplo, aminoacidos y urea),
los lipidos (por ejemplo colesterol y triglicéridos), entre otras (vitaminas, y bilirrubina, insulina y
contaminantes no deseados) aumenta el efecto de la matriz durante el andlisis de compuestos
organicos en matrices biol6gicas %% 24°, Este efecto se debe a la posible competencia con los
analitos objetivo por las cargas disponibles en la fuente de MS. El resultado es una supresion

ibnica que es bastante conocida en el modo de ionizacién positiva usando ES| 249-2%,

La repetibilidad del método fue satisfactoria para todos los compuestos estudiados, por debajo
del 20 % en todos los casos excepto en el carazolol (21,3 %). En cuanto a la sensibilidad, el
método desarrollado permite detectar cinco compuestos entre 0,25 ng/g a 1,0 ng/g dw de salmon
(carbamazepina, diltiazem, propifenazona, venlafaxina y verapamilo). El LOD para la mayoria
de los farmacos se encuentra en el rango de 1,0 a 10,0 ng/g dw de salmén, y cuatro compuestos
presentaban valores cercanos a los 20 ng/g dw: acetaminofén (25,43 ng/g dw), diclofenaco
(23,74 ng/g dw), indometacin (14,68 ng/g dw) y metronidazol (22 ng/g dw).

En comparacién con el salmén, Leuciscus cephalus present6 algunas diferencias significativas
en términos de recuperacion absoluta, eficiencia de extraccion y efecto matriz. Las
recuperaciones de atenolol y codeina fueron inferiores al 50 % (32 % y 40 %, respectivamente).
Todos los demas compuestos presentaron buenas recuperaciones absolutas, entre 52-122 %.
Excepto en algunos casos, la eficiencia de extraccion fue menor en comparacion con la matriz
de salmén. En particular, 8 compuestos (atenolol, claritromicina, codeina, diazepam, diclofenaco,
diltiazem, indometacin, y propranolol) presentaron eficiencia de extraccion inferior al 30 %. A
pesar de la cantidad reducida en el contenido de grasa en comparacion con el salmén, Leuciscus
cephalus present6 una mayor supresion de la sefial de los analitos. Leuciscus cephalus, como

miembro de los Cypriniformes, es mas tolerante a la falta de oxigeno en el agua y, en



consecuencia, a la contaminacién. Esto significa que algunos compuestos adicionales presentes
en el agua y en los sedimentos (moléculas organicas e inorgénicas) podrian acumularse en los
peces y posteriormente ser co-extraidos de la matriz, interfiriendo durante el andlisis de los
farmacos. De hecho, el rio Sava, de donde proceden las muestras de peces, es un rio
significativamente impactado por los contaminantes de las aguas residuales 2% #1252 que
pueden acumularse en los peces e interferir con la extraccién y deteccion de los analito 143 253
255 Ademas, hay algunos estudios con la misma especie (Leuciscus cephalus) en el mismo rio
(Sava) que detectaron acumulacién de metales en diferentes partes de los peces 2°? que pueden
interactuar con los farmacos y afectar la extraccion, debido a la posibilidad de tener conjugados
o quelatos de los farmacos %1, De todas formas, la respuesta lineal para 18 farmacos presenté
r2 superior a 0,99 en las curvas de calibracion que fueron construidas con las mismas
condiciones de la matriz anterior, pero se obtuvieron respuestas lineales diferentes para
acetaminofén, (r> = 0,97), ketoprofeno (r> = 0,98), y carazolol que no fue posible validar en esta

matriz.

En cuanto a la sensibilidad del método, Leuciscus cephalus presentd limites de deteccién y
cuantificacibn mas altos en comparaciéon con Salmo Salar (Tabla 10-11). La mayoria de los
farmacos presentaron LOD entre 1,0 y 10 ng/g dw, mientras que la venlafaxina presentd el menor
LOD con esta matriz (0,55 ng/g dw). Siete compuestos (acetaminofén, codeina, diclofenaco,
diltiazem, ketoprofeno, metronidazol, propranolol) presentaron LOD superiores a 10 ng/g dw. En
el caso del diclofenaco, los LOD y los LOQ son considerablemente altos, 91,01 y 303,36 ng/g
dw, respectivamente. Por esta razon, aunque se muestran en la Tabla 11, se ha decidido
excluirlo de la validacion del Leuciscus cephalus. La repetibilidad del método en esta matriz tiene
una buena reproducibilidad excepto para acetaminofén, indometacin y propranolol que

presentaron RSD superior al 20 %.

4.1.6 Aplicacion al andlisis en muestras ambientales.

Para probar el método validado, se analizaron farmacos en las especies: Squalius keadicus,
Salmo trutta fario, Salmo trutta marmoratus, Cottus gobio, Leuciscus cephalus y Thymallus
thymallus del rio Evrotas (Grecia) y del rio Adige (Italia). En total, se analizaron 16 muestras de
once puntos de muestreo diferentes. La curva de calibracion se realiz6é con la matriz de Salmén
salar debido a que la mayoria de las muestras pertenecian a la misma especie, Salmo trutta fario
y Salmo trutta marmoratus. Cuando las muestras no provienen de la misma matriz, se
recomienda hacer una mezcla de todas las matrices para simplificar el procedimiento de
cuantificacion 2%, Debido a la falta de matrices libres de contaminantes para preparar este

conjunto de matrices, Ise eligio la especie del salmén por la similitud de especies.



De acuerdo con los resultados, la presencia de farmacos estaba por debajo del LOD para las
muestras del rio Evrotas. En el caso del rio Adige, se detecté acetaminofén en concentracion de
24 ng/g dw y propranolol en la concentracion de 80 ng/g dw en muestras de dos puntos de
muestreo diferentes. Adicionalmente, se detecté acetaminofén, propranolol y venlafaxina en el
musculo de los peces de los tres ultimos puntos de muestreo a lo largo del rio por debajo del
LOQ. La determinacién de farmacos en las aguas de los rios de estudio se presentan mas
adelante (después de la discusion de resultados de la validacion del método 2). Todos los
resultados y trabajos desarrollados en éste método 1 de andlisis, fueron publicados en la revista

cientifica Talanta 2°’.

4.2 Andlisis de farmacos en musculo de pez fresco, método 2

4.2.1 Analisis UPLC-MS/MS

En este caso, las fases mdviles utilizadas durante la optimizacién de las condiciones de
separacion y andlisis de los compuestos fueron de tipo acidificado y con modificadores, (A) 5
mM NH4OAc/0,05 % HCOOH en agua y (B) 0,05 % HCOOH en MeCN.

La separacién cromatografica se optimiz6 para una composicion de fase mdvil constante
variando el gradiente de elucién con el objetivo de evitar la coelucién de los analitos objetivo. El
gradiente cromatografico seleccionado ofrecié una separacion satisfactoria de los farmacos en
11 minutos, a una velocidad de flujo de 0,8 mL/min. La tecnologia de adquisicién de ventanas
variables SWATH permitié analizar los datos exitosamente. Como ya se explic6 anteriormente,
la tecnologia SWATH es una adquisicion del tipo DIA, disefiada para generar la mayor cantidad
de contenido de informacion estructural posible, con un alto nivel de selectividad. Como
resultado, todos los iones detectados en el Q1 (precursores) son fragmentados generando su
respectiva MS/MS. El primer experimento de escaneo completo, detecta todos los iones
precursores simultaneamente y después se realizan nuevos experimentos de adquisicion.
Durante los nuevos experimentos, los iones precursores se separan secuencialmente en un
pequefio rango de masas para generar sus respectivos MS/MS hasta cubrir el rango completo
de masas configurado en el analisis. Como consecuencia, los datos de adquisicion de SWATH,
presentan una mejor reproducibilidad y espectros MS/MS mas limpios %8, Finalmente, para la
identificacion de los analitos en la adquisicion de SWATH, los picos de los cromatogramas son
agrupados, puntuados y evaluados estadisticamente utilizando la deconvolucion matematica,
con una técnica de agrupacion denominada Agrupacién de Variables de Componentes
Principales (PCVG)?%: 25%-260_ Como la adquisicién de SWATH genera un MS/MS completo para
todos los iones que entran en el sistema, la oportunidad de realizar un analisis desconocido de

forma retrospectiva, sin la reinyeccion de la muestra, es posible.



La confirmacién de los compuestos diana se realiza con las librerias espectrales instrumentales
pre-ensambladas en el equipo. La confirmacién tuvo en cuenta la coincidencia de por lo menos
dos iones (precursor y fragmento; presentados en la Tabla 6) con una diferencia de precision de
masa <10 ppm 8!, La energia de colision en modo creciente y el potencial de descomposicion
ajustado para la adquisicion del SWATH fueron seleccionados para reproducir las mismas
condiciones de la biblioteca instrumental de MS/MS. Los parametros seleccionados presentan
una calidad elevada para el analisis de MS y MS/MS para un amplio nimero de compuestos vy,

ademas, son los valores utilizados en la mayoria de los espectros de las bases de datos 2.

4.2.2 Protocolo de extraccion y purificacion

En este estudio, se evaluaron diferentes protocolos de extraccion, disolventes, filtracion de
muestras y pasos de purificacion para la extraccién de farmacos. Esto incluyd QUEChERS
citrato, extraccién sélido-liquido usando una mezcla de disolventes (MeCN/iPrOH y H>O/iPrOH),
extraccién en ultrasonido con/sin congelamiento de los extractos durante la noche.
Adicionalmente, se probaron varios protocolos de limpieza para su conveniencia en relacion al
contenido de grasa y lipidos de los extractos. Esto incluy6 aliimina neutra / 4cida / activada para
la retencion de grasa y lipidos, limpieza con paso de congelacién de los extractos durante la
noche, limpieza dispersiva utilizando extraccion en fase sélida (dASPE) con una combinacion de
absorbentes PSA, C18 y MgSOs4, y el seleccionado Z-Sep/C18. Los resultados de esos
experimentos previos se presentan en las tablas 14-17.

En la Tabla 14 se presenta la retencion de grasa usando aliuminas neutra, acida, y activada. En
este caso los resultados fueron muy bajos en cuanto a la retencion de grasa: 1,0% con la alimina
neutra. Por el contrario, con la alimina acida parece que algin compuesto o material particulado
se desprende de la alimina, porque presenta aumento de masa al final del proceso. En el caso
de la alumina activada, no fue posible dispersarla en el extracto ya que se precipitaba
inmediatamente al fondo del tubo de ensayo y no se mantenia en suspension, por lo tanto no se

determind la retencion de grasa con éste tipo de alimina.



Tabla 14. Protocolos de optimizacién para la retencién de grasa y lipidos

Protocolo Alumina Cantidad de alumina (mg) Retencion de grasa (%)
1 neutra 600 0,1
2 neutra 1000 1,0
3 neutra 1500 1,1
4 dcida 600 -1,3
5 dcida 1000 -2,6
6 dcida 1500 -3,0
7 activada 600 N.D.*
8 activada 1500 N.D.*

*N.D.: no determinado

La evaluacion del uso de diferentes tipos de filtros, como son los de PTFE, PVDF y acetato de
celulosa, como un posible paso adicional en la purificacion del extracto, permitié determinar que
por lo menos 10 % de los compuestos estudiados presentaban afectacion por aumento de las
sefales haciendo uso de cualquiera de los tres tipos de filtros que se presentan en la Tabla 15.
Asi que igualmente que en el método 1, para evitar variaciones quer puedan afectar el analisis
de los farmacos, se evitd el uso de filtros en el desarrollo de la metodologia y se procedié

solamente con las centrifugaciones para precipitar cualquier material particulado en el extracto.

Tabla 15. Protocolos de retencion de farmacos en filtros.

Férmaco Filtros de jeringa PTFE @ Filtros de un solo paso ® Filtros de jeringa corning ©
(% recuperacion) (% recuperacion) (% recuperacion)
1,2,3-Benzotriazole 89.8 115.0 109.6
Acridona 98.8 100.1 110.0
Amlodipine 127.3 112.7 176.1
Atenolol 98.6 84.2 98.4
Bezafibrato 83.6 91.2 89.5
Bromazepam 77.6 88.0 91.5
Cafeina 115.8 110.3 102.6
Carazolol 105.4 127.5 120.7
Carbamazepina 90.2 92.9 95.0
Clorpromazina 160.9 193.3 183.5
Citalopram 119.9 1514 116.4
Claritromicina 103.9 100.3 139.7
Codeina 111.2 1184 108.5
Dexamethasone 88.4 90.8 97.1
Diazepam 95.8 98.6 106.0
Diclofenac 113.3 104.7 106.1
Diltiazem 101.7 120.9 125.7
Enrofloxacin 89.7 105.8 98.5
Erithromicina 100.6 101.0 111.1
Fenofibrato 156.9 189.7 151.9
Flumequina 92.1 101.6 90.8
Indomethacin 104.7 112.3 103.7
Ketamina 97.1 115.4 99.2
Ketoprofeno 91.1 83.8 74.2
Lamotrigina 82.3 99.8 93.7
Loratadina 118.6 138.3 141.0

Lormetazepam 92.6 103.8 100.4



, Filtros de jeringa PTFE @ Filtros de un solo paso b Filtros de jeringa corning ©
Farmaco

(% recuperacion) (% recuperacion) (% recuperacion)
Acido Meclofendmico 114.9 121.8 107.6
Acido Mefendmico 103.8 98.4 103.9
Mefedrona 104.6 117.5 99.3
Metadona 137.8 189.1 130.8
Metoprolol 96.0 101.0 95.1
Metronidazol 82.4 75.8 84.0
Midazolam 101.2 121.4 100.6
Acido nalidixico 99.1 106.1 106.1
Naproxeno 104.5 102.0 109.2
Nicotina 99.0 112.2 106.3
Ofloxacina 88.8 94.9 95.9
Oxazepam 101.1 98.4 102.1
Oxcarbazepina 84.0 98.9 99.8
Paroxetina 142.5 158.5 173.0
Acido pipemidico 87.8 88.2 91.9
Propranolol 105.5 127.8 118.6
Propifenazona 96.1 98.8 94.9
Salbutamol 93.2 109.0 103.0
Sertralina 156.5 176.4 191.4
Sotalol 112.2 103.6 104.2
Sulfadimetoxina 88.1 101.3 83.7
Sulfaguanidina 101.2 110.5 114.6
Sulfametazina 104.1 98.7 101.9
Sulfametoxazol 101.1 105.5 99.7
Sulfapiridina 107.8 111.4 106.3
Temazepam 102.2 103.7 103.5
Triclocarban 100.0 100.0 100.0
Triclosan 100.0 100.0 100.0
Trimetoprima 99.8 99.5 97.4
Valsartan 86.2 89.3 87.5
Acido valsartdnico 96.2 90.2 95.6
Venlafaxina 110.3 113.8 112.0
Verapamilo 130.1 176.8 126.8
Warfarina 70.9 82.7 89.6
Zolpidem 88.5 1104 92.5

a Syringe filters PTFE 0,45 um Whatman WHA69722504.
b Filter single step standard filter vial PVDF 0,45um Thomson cat # 25896
¢ Filter corning syringe filters cellulose acetate 0,45um CLS43122

Como parte del proceso de la optimizacion de la extraccion de los farmacos, se realizaron
extracciones a diferentes niveles de enriquecimiento, con diferentes disolventes, diferentes tipos
de extracciones, y diferentes tipos de purificacion de los extracto. En la Tabla 16 se presentan
algunos protocolos aplicados como ensayos para la optimizacion del método. En este caso se
presentan 5 protocolos diferentes para la extraccién de los compuestos, haciendo uso de
extraccion tipo QUEChERS y extraccion soportada por ultrasonido. Se realizaron variaciones de
la masa inicial de la matriz (0,5 y 1,0 g), variaciones en los valores de enriquecimiento de los

compuestos (25, 50 y 100 ng de compuestos), variaciones en los disolventes empleados



(mezclas de agua acidificada con MeCN y/o iPrOH), y variaciones en la purificacion del extracto
(QUEChERS, con/sin congelamiento, centrifugacién, reconstitucion), entre otros. Los resultados

de estas pruebas se presentan en la Tabla 17.

Tabla 16. Protocolos aplicados para la optimizacién de la extracciéon de farmacos en misculos de peces.

Protocolo 1 2 3 4 5
Peso de muestra (g) 1,0 0,5 0,5 1,0 1,0
Enriquecimiento (ng
100 25 25 50 50
de compuesto)
MeCN:IPrOH MeCN:IPrOH MeCN:IPrOH 0,05%
) H,0:MeCN (9:1)
Disolventes (mL) (3:1) (3:1) (3:1) HCOOH:MeCN
HCOOH 0,1%
HCOOH 0,1% HCOOH 0,1% HCOOH 0,1% (90:10)
Meétodo de QUEChERS citrato- 10 min 10 min 10 min 10 min
extraccion kit-01 ultrasonido ultrasonido ultrasonido ultrasonido
Congelado toda la | Congelado toda la | Congelado toda . .
Centrifugacion
6 mL noche. noche. la noche.
i . i . . X 14000 rpm, 10
sobrenadante. Centrifugacion Centrifugacion Centrifugacion in. 09C
min, 0°C.
Purificacion Purificacion: kit 14000 rpm, 10 14000 rpm, 10 14000 rpm, 10 .,
. i i Extraccion 1,0
QUEChERS PSA- min, 0C. min, 0°C. min, 09C. ,
m
Cc18 Extraccion Extraccion Extraccion
sobrenadante
sobrenadante sobrenadante sobrenadante
Extracto final:
Extracto final: 0,8 2,5mL.
Extracto final: 5 . mL. 2 esferas de
Extracto final: 0,5 . L
mL. Congelado i 2 esferas de vidrio vidrio (0,4 mm
mL.
toda la noche. L (0,4 mm @) para @) para major
o 2 esferas de vidrio L . . .
Extraccion de 1 major interaccion interaccion
- (0,4 mm @) para L . )
. mL. Evaporacion a Lo . matriz disolvente. matriz Extracto final:
Comentarios major interaccion . .
sequeda y Lo Evaporacion a disolvente. 1,0mL.
o matriz disolvente. .
reconstitucion a ~, sequedad y Evaporacion a
Inyeccion en S
ImL NH,OH reconstitucion a sequedad y
HPLC-HRMS )
5mM:MeCN . L 0,8mL NH,OH reconstitucion a
sin reconstitucion.
90:10. 5mM: MeCN 1,0 mL NH,OH
90:10. 5mM: MeCN
90:10.

Se realizaron varios protocolos de optimizacion de la extraccién de los farmacos en musculos de pez fresco. Para
evaluar la recuperacion se compara el area del pico cromatogréfico enriquecido antes y después de la extraccion.

En la Tabla 17 se observa que algunos compuestos no logran recuperarse por ninguna de los
protocolos propuestos en la Tabla 16, e.g. dexametasona, o los antibiéticos de tipos sulfas. Sin
embargo, hay compuestos que se recuperan de manera muy similar con cada uno de los
protocolos aplicados, como es el caso de la ofloxacina. Pero entre los protocolos presentados
en la Tabla 16 no hay uno que se destaque por ser muy superior a los otros métodos aplicados.
Como ya se ha explicado anteriormente, las propiedades fisicoquimicas de los compuestos, y el
namero de pasos a los cuales es sometida la muestra, puede afectar el rendimiento del proceso,

lo que hace que varien las recuperaciones de los compuestos diana.



Tabla 17. Recuperaciones de farmacos durante las optimizaciones de las extracciones de farmacos con los protocolos
presentados en la Tabla 16

. Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5
(%) (%) (%) (%) (%)
1,2,3-Benzotriazol 0,0 0,0 0,0 100,6 0,0
Acridona 84,9 90,7 61,8 71,3 28,0
Amlodipina 0,0 53,7 0,0 0,0 0,0
Atenolol 57,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bezafibrato 87,4 0,0 54,7 43,2 56,1
Bromazepam 61,6 0,0 82,7 125,7 66,9
Cafeine 92,1 0,0 69,8 49,8 54,8
Carazolol 35,6 54,2 58,5 47,0 7,1
Carbamazepina 83,3 0,0 58,0 56,5 33,6
Chlorpromazina 9,3 41,2 61,8 0,0 0,0
Citalopram 43,0 74,3 55,7 38,2 18,2
Claritromicina 47,5 60,0 60,9 34,7 31,4
Codeina 84,8 0,0 36,6 72,8 29,8
Dexamethasona 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Diazepam 48,1 73,2 60,9 41,4 4,7
Diclofenaco 63,3 76,8 66,3 26,1 7,8
Diltiazem 42,5 71,4 62,9 44,9 18,6
Enrofloxacina 65,8 59,3 60,4 58,7 36,6
Erythromicina 0,0 64,0 48,1 50,1 52,1
Fenofibrato 20,9 83,3 62,4 24,0 6,9
Flumequina 87,8 0,0 62,2 58,9 42,9
Indometacina 67,9 63,9 69,0 39,1 12,9
Ketamina 79,4 51,2 48,6 63,6 55,5
Ketoprofeno 100,9 69,5 47,1 88,5 0,0
Lamotrigina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Loratadina 17,7 91,0 52,7 33,5 0,0
Lormetazepam 76,3 79,2 67,0 46,4 12,5
Acido Meclofendmico 27,9 88,1 34,7 9,9 4,3
Acido mefendmico 42,1 87,1 48,8 17,2 3,2
Mefedrona 67,3 48,3 50,2 55,2 31,2
Metaadona 29,8 67,9 63,8 38,8 0,0
Metoprolol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Metronidazol 80,5 0,0 98,2 103,1 148,5
Midazolam 34,5 0,0 52,5 45,5 0,0
Acido nalidixico 93,3 0,0 57,1 62,9 54,3
Naproxeno 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nicotina 0,0 0,0 117,1 119,8 108,1
Ofloxacina 48,4 54,0 42,3 54,9 48,0
Oxazepam 74,2 41,5 59,5 51,6 0,0
Oxcarbazepina 50,5 45,7 45,9 40,7 25,5
Paroxetina 58,8 34,0 0,0 0,0 0,0
Acido pipemidico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Propranolol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Propifenazona 94,0 0,0 53,0 56,6 45,2
Salbutamol 66,4 0,0 0,0 53,5 86,1
Sertralina 11,6 82,6 41,7 0,0 0,0
Sotalol 79,7 0,0 0,0 0,0 63,9
Sulfadimetoxina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Sulfaguanidina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0




Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5

Farmaco (%) (%) (%) (%) (%)
Sulfamethazina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sulfametoxazol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Sulfapyridina 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Temazepam 82,9 0,0 60,6 50,4 16,2
Triclocarban 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Triclosan 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Trimetoprima 60,1 86,0 57,5 55,2 61,3
Valsartan 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acido valsartanico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Venlafaxina 91,0 30,1 60,5 57,1 77,9
Verapamilo 24,3 107,0 82,1 0,0 0,0
Warfarina 75,2 84,0 63,0 39,3 41,5
Zolpidem 59,7 75,4 62,9 53,7 33,9

Finalmente, entre todos los protocolos ensayados, los mejores resultados se obtuvieron con las
siguientes condiciones: disolventes de extraccion MeCN/iPrOH (3:1) + 0,1 % F.A y un paso de
purificacion de d-SPE: Z-Sep+. La eficacia de la eliminacion de los lipidos, con éste tipo de
purificacién, depende de la interaccién entre el grupo polar del lipido y el grupo de la zircona
ligada del sorbente, y también entre las cadenas hidrofébicas del lipido y la funcionalidad
hidrofébica de los sorbentes 87 261, Tras la seleccién del protocolo de extraccion y limpieza, el
método fue validado a tres niveles de concentracion (5, 25 y 50 ng/g) de la manera que fue
explicado en la seccion 3.4.2.

4.2.3 Validacion del método

Para la validacién del método se hizo el seguimiento de los iones mas abundantes de cada
farmaco (Tabla 6) utilizando Leuciscus cephalus libre de farmacos como pool de matrices. Esta
especie fue seleccionada porque fue la especie que predominé en la campafa de muestreo. Los
resultados de los experimentos de recuperacion, demostraron valores satisfactorios de mas del
60 % para la mayoria de los farmacos (Tabla 18, Figura 16).

Tabla 18. Recuperaciones de farmacos en peces a los 3 niveles de validacion.
Recuperacion* (RSD) (%)

Compuesto 5ng/ g pez 25 ng/ g pez 50 ng/ g pez
Acetaminofén® 77 (13) 48 (6) 82(2)
Acridona® 78 (5) 91(3) 79 (7)
Atenololc 87(10) 90(7) 84 (6)
Bezafibrato® 75(9) 85 (10) 82(7)
Bromazepam? 92 (10) 77 (5) 72 (10)
Cafeina® 139 (4) 99 (6) 103 (8)
Carazololf 100 (15) 97(3) 85 (20)
Carbamazepina® 101 (5) 85 (4) 84 (5)
Clorpromazinad 100 (3) 97(2) 81(4)
Claritromicina® 75 (8) 81(5) 79 (19)
Codeinac 131(5) 86 (7) 104 (10)

Diazepam" 82 (6) 94 (2) 85(11)




Recuperacion* (RSD) (%)

Compuesto 5ng/ g pez 25 ng/ g pez 50 ng/ g pez
Diltiazem® 120 (6) 100 (3) 81 (23)
Erithromicina9 130 (3) 152 (8) 123 (13)
Fenofibrato’ 159 (19) 153 (8) 196 (8)
Flumequina® 52(5) 57(4) 50(12)
Fluoxetinah 109 (7) 113(9) 81 (15)
Furazolidona/ 88(2) 102 (9) 86 (9)
Ketamina/ 88 (8) 80 (1) 63(10)
Ketoprofeno” 79 (15) 92 (4) 80(2)
Lamotrigina® 89(21) 77 (19) 61(18)
Loratadina? 100 (14) 113 (12) 99 (19)
Lorazepamd 99(11) 101 (3) 82 (3)
Acido Mefendmico 96 (16) 111 (4) 95(12)
Mefedrona¢ 71(14) 79 (3) 57(17)
Metadona?d 92(7) 104 (14) 82 (20)
Metoprolol' 40 (48) 89(11) 82 (10)
Midazolam® 90 (8) 94 (3) 72 (15)
Acido nalidixico 49 (2) 51(7) 44(12)
Oxazepam® 89 (8) 98 (3) 82 (3)
Oxcarbazepina® 93(8) 117 (6) 95(3)
Propifenazona® 120 (5) 94 (3) 84 (10)
Salbutamol© 98(3) 50(1) 51(21)
Sertralinah 82 (4) 78 (3) 70 (4)
Sotalolc 79 (2) 65 (6) 62 (7)
Sulfadimetoxinaf 108 (18) 125 (4) 94 (6)
Sulfametazind/ 135 (4) 172 (4) 107 (1)
Sulfametoxazolf 106 (2) 101 (8) 101 (9)
Sulfapiridina® 99(7) 104 (5) 91(2)
Temazepam"” 89 (5) 100 (4) 87 (5)
Trimetoprima® 113(15) 76 (2) 62 (14)
Acido valsartdnico 63 (10) 62(21) 41 (4)
Valsartan? 74 (18) 79 (14) 86 (3)
Venlafaxinaf 63(17) 93 (5) 76 (3)
Verapamilo" 60 (4) 86 (4) 80(9)
Warfarina® 113 (6) 104 (1) 93(12)
Zolpidem/ 122 (6) 107 (5) 84 (12)

*Recuperacion calculada por comparacion de las &reas de los picos cromatogréficos de los extractos de los muisculos
del pez enriquecida antes y después delproceso de extraccion y purificacion.

ILIS para efectos de cuantificacion 2 = Acetaminofén-d4, ® = Carbamazepina-d10, ¢ = Codeina-d3, ¢ = Bezafibrato-d4,
¢ = Trimetoprima-d3, f = Venlafaxina-d6, 9 = Lorazepam-d4, " = Diazepam-d5, ' = Fenofibrato-d6, | = Sulfametazina-d4,
k= Lamotrigina-'3C3, ' = Metoprolol-d7

Solamente la flumequina y el acido nalidixico presentaron recuperaciones entre 40-60 % en los
tres niveles de concentracion validados. En el caso del acetaminofén, la mefedrona, el
metoprolol, el salbutamol y el &cido valsartanico, las recuperaciones en los tres niveles
estuvieron entre alguna de estas dos categorias descritas anteriormente, dependiendo del nivel

de enriguecimiento.
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Figura 16. Recuperaciones de fArmacos en muestras de peces.

A) 5 ng/g pez. B) 25 ng/g pez. C) 50 ng/g pez.
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Figura 17. NGimero de compuestos agrupados por porcentaje de recuperacion.

En la Figura 17 se representa el porcentaje de recuperaciones agrupadas por numeros de
compuestos. Esta Ultima muestra que entre el 42 y el 57 % de los analitos tienen una
recuperacion de entre el 80 y el 100 %, seguidos por los rangos del 60 al 80 % (19 - 25 % de
compuestos) y del 100 al 130 % (11 - 30 % de compuestos).

La precision de estas mediciones se indica en la Tabla 19, junto con el efecto de la matriz, la
linealidad de la curva de calibracién, el LOD y el LOQ. La precisién present6 un valor de RSD
inferior al 25 % independientemente del nivel de validacién (Tabla 19). En cuanto a los efectos
de matriz, se observa una supresion de la ionizacion para la mayoria de los compuestos, que
como se explicé anteriormente, ya es conocido y estudiado durante los procesos de ionizacion
por ESI en modo positivo 249259, Tambien se ha demostrado que el alcance del efecto de la matriz
es altamente variable y por lo tanto es dificil de predecir 252. Sin embargo, hay casos en los que
predomina el aumento de la sefial: sotalol, metoprolol, &cido valsartanico, eritromicina,
sulfametazina, ketoprofeno, sulfapiridina, cafeina, valsartan y acetaminofén, con un aumento de
la sefial entre el 13y el 65 % (Tabla 19).



Tabla 19. Validacion del método 2 en precision, efecto matriz, linealidad y sensibilidad.

RSD % intra (%) / RSD % inter. (%) * Efecto matriz (RSD) (%) & Linealidad LOD¢ LoQc
Compuesto 5 ng/g pez 25 ng/g pez 50 ng/g pez 5 ng/g pez 25 ng/g pez 50 ng/g pez r? (ng/g pez)  (ng/g pez)
Acetaminofén® 6/10 7/20 4/10 26 (10) 21(15) 17(11) 0,99540 0,5 2,0
Acridona® 4/13 7/10 2/5 -34(7) -33(9) -29 (10) 0,99747 0,07 0,2
Atenololc 6/ 10 7/8 3/6 -9(3) -35(13) -20(14) 0,99922 0,3 1,0
Bezafibrato? 10/15 11/21 7/10 -32(11) -25(20) -21(7) 0,99737 0,06 02
Bromazepam® 5/9 11/17 8/7 13 (5) -4 (43) -19(34) 0,99448 0,3 1,0
Cafeina® 5/11 9/8 7/10 45 (4) 53(10) 35(9) 0,99189 0,3 0,8
Carazolol 2/11 11/16 8/13 -20 (14) 22 (18) -28(0) 0,99675 0,08 0,3
Carbamazepina® 2/3 8/10 2/12 -13(12) -18(5) -21(8) 0,99832 0,02 0,07
Clorpromazina® 2/26 17/21 8/21 -10(21) -15(31) 26 (21) 0,99261 0,4 1,0
Claritromicinah 6/18 1/5 4/8 -48(7) 6(4) -37(7) 0,99719 0,02 0,08
Codeina* 7/13 12/17 2/8 17 (10) 25 (37) 8(7) 0,99865 0,2 0,8
Diazepamh 15/10 12/13 15/14 -49 (15) -55(10) -66 (7) 0,99620 0,08 0,3
Diltiazemb 20/3 6/16 10/10 -66 (10) -70 (2) -64 (6) 0,99717 0,01 0,04
Erythromicinad 0/9 17/21 5/14 68 (3) 64 (22) 60 (2) 0,99518 0,06 0,2
Fenofibrato' 20/22 6/11 4/16 -84 (16) -83(2) -86 (0) 0,99339 02 0,8
Flumequina® 16/13 10/20 1/11 -75 (0) -87(2) -64 (1) 0,99447 0,02 0,07
Fluoxetinah 9/14 8/24 14/21 -73 (4) -78(2) -83(3) 0,99608 0,1 0,3
Furazolidond/ 4 /13 14/20 2/4 -5(12) 23 (4) -1(42) 0,99796 0,04 0,1
Ketaminai 14/10 15/12 4/4 -32 (6) -24(13) -14 (6) 0,99675 0,02 0,06
Ketoprofenoh 4/14 4/15 1/6 8(59) 29(2) 25 (6) 0,99695 0,1 0,3
Lamotriginak 8/20 13/19 8/12 -30(18) -45 (7) -20 (19) 0,99273 0,05 0,2
Loratadina® 14/12 17/18 12/13 -62(8) -69 (8) -83 (16) 0,99168 0,07 0,2
Lorazepam? 13/11 7/8 4/7 -48 (14) -25(22) -33(18) 0,99814 0,01 0,05
Acido Mefenémico? 2217 16/22 21/19 -49 (4) 43 (2) -47(13) 0,98672 02 0,7
Mefedrona® 16/10 6/12 1/8 -41(7) 45 (17) -29(3) 0,99803 0,04 0,1
Metadona? 22/20 5/13 19/12 -74 (5) -74 (5) -69 (5) 0,99587 0,1 0,4
Metoprolol 5/25 8/9 1/6 75(22) 14(21) 23(7) 0,99414 0,4 1,0
Midazolamb 9/6 15/21 14/18 -21(7) 41 (21) 46 (11) 0,99312 0,07 0,2
Acido nalidixicof 14/11 14/15 2/9 -37(13) -39(7) -31(4) 0,99780 0,02 0,05
Oxazepam® 14/16 13/9 2/7 -31(16) -37(2) -28 (6) 0,99628 0,07 0,2
Oxcarbazepina® 18/6 16/12 1/10 -19(7) -14 (6) -3(22) 0,99743 0,06 0,2




RSD % intra (%) / RSD % inter. (%) * Efecto matriz (RSD) (%) & Linealidad LOD¢ LoQ¢

Propifenazona® 2/8 8/10 3/4 -24 (19) -26 (4) -16 (15) 0,99810 0,08 0,3
Salbutamol® 13/9 9/10 5/7 0(3) -35(13) 0(0) 0,99775 0,08 0,3
Sertralinah 16 /21 20/24 18/22 76 (5) 67 (9) -80(7) 0,99255 0,02 0,06
Sotalolc 5/5 13/16 6/7 84(2) 64 (5) 58 (6) 0,99762 0,1 0,4
Sulfadimetoxina/ 16/18 7/20 2/18 -26 (36) -45 (8) -35(5) 0,98608 0,5 2,0
Sulfametazing 7/19 14/9 4/11 24(12) 19 (16) 40(37) 0,99632 1,0 3,0
Sulfametoxazolf 1/25 9/22 6/7 12 (32) 26 (33) 8(77) 0,99312 0,1 0,5
Sulfapiridinae 12/6 15/18 7/11 16 (24) 28(24) 61(19) 0,99101 0,07 0,2
Temazepamh 4/11 7/9 5/4 -15 (24) -20 (14) -9(5) 0,99793 0,02 0,08
Trimetoprima® 10/18 13/12 3/7 21 (11) -46 (5) -14(19) 0,99773 0,08 0,2
Acido valsartanico’ 5/17 5/19 4/9 52 (15) 42 (13) 36 (18) 0,99530 0,06 0,2
Valsartan? 11/7 3/12 1/21 24 (14) 48 (14) 28(20) 0,99697 0,4 1,0
Venlafaxina' 11/17 8/8 2/8 -21(20) -53(7) -39 (3) 0,99604 0,2 0,8
Verapamilo® 2/10 5/6 14/18 -77 (6) -52(10) -55(2) 0,99214 0,1 04
Warfarina® 5/11 6/10 0/10 -49(9) -65 (5) -40(7) 0,99605 0,06 0,2
Zolpidemf 15/13 6/7 1/5 43 (9) -45 (8) -30(5) 0,99251 0,06 0,2

RSD % intra. = RSD intra-dia; RSD % inter. = RSD inter-dia
B Efecto matriz calculado como el porcentaje de la relacion entre el area del pico del farmaco enriquecido en el extracto de la matriz y el area del pico del farmaco enriquecido
en disolvente.
€. LOD = Limite de deteccién, LOQ = Limite de cuantificacion.
ILIS para propésitos de cuantificacion 2= Acetaminofén-d4, ® = Carbamazepina-d10, ¢ = Codeina-d3, ¢ = Bezafibrato-d4, ¢ = Trimetoprima-d3, f = Venlafaxina-d6, 9 = Lorazepam-d4,
h = Diazepam-d5, ' = Fenofibrato-d6-1 = Sulfametazina-d4, k = Lamotrigina-13C3, ' = Metoprolol-d7.



La inclusion de un paso de limpieza promueve la eliminacién de los componentes no deseados
en los extractos. En el caso del Z-Sep, los extractos finales son més limpios de los componentes
de lipidos y grasas de la muestra y mas susceptibles de ser analizados por LC-MS. Los efectos
de la matriz se compensaron con una curva de calibracién de ajuste de la matriz, y se afiadieron
doce ILIS a las curvas de calibracion y a las muestras (véase la Tabla 18 y la Tabla 19). La
sensibilidad del método se evalu6 calculando el LOD y el LOQ como se explico en la seccion
3.4.1. Las curvas de calibracion proporcionaron una respuesta lineal en el rango de
concentraciéon con un coeficiente de correlacion de r? superior a 0,99; excepto para el acido
mefenamico (0,98672) y la sulfadimetoxina (0,98608). Los LOD fueron en su mayoria inferiores
a 0,3 ng/g de pez, salvo unos pocos compuestos que presentaron LOD en el rango de 0,3-1,0
ng/g de pez (acetaminofén, clorpromazina, metoprolol, sulfadimetoxina, sulfametazina y

valsartan).

Este estudio es comparable con otros estudios publicados anteriormente sobre métodos de
cuantificacién de farmacos validados en matrices de musculos o plasma de peces, como los que
se muestran en la Tabla 20 142 151,257, 263-264  Como se puede observar, la cantidad de matriz
utilizada es similar. Pero se encuentran mejoras en los volumenes de disolvente utilizados,
incluyendo los pasos de extraccion y purificacion, donde se observan casos de consumo de
disolvente de hasta 200 mL por muestra, como en el caso de la cromatografia de permeacion
en gel, GPC.

El presente método desarrollado, puede caracterizarse por el bajo consumo de disolventes,
siendo un método muy ecoldgico y de bajo costo. Otra diferencia significativa con los métodos
comparados, es el nimero de farmacos validados. Vale la pena aclarar que los datos
presentados en la Tabla 20 se refieren exclusivamente a farmacos, ya que en el caso de %4 el
namero de analitos objetivo es mayor debido a la inclusién de plaguicidas, metabolitos y otros
contaminantes. Igualmente, los datos presentados en la Tabla 20 se refieren a matrices similares
a la del método validado, ya que se encuentran casos en los que se ha validado mas de una

matriZ 142, 151, 264



Tabla 20. Comparacion caracteristicas método 2 con otros métodos reportados en la literatura para la determinacion
de farmacos en peces.

Poirier Larabie Mijangos et al. 151 Huerta et al. Pefa-Herrera et al.
Autores ot gl 263 64 Arnnok et al. 142 265
Muestra de pez 0,1l 0,5 (dw) 0,5 (dw) 1,0 1,0 (dw)
. , . Pez .
Matriz plasma Musculo Musculo . Musculo
homogenizado
Meétodo de Ultrasonido )
., SPE . ultrasonido PLE QUEChERS
extraccion focalizado
Vol disolvente (mL) 5% 7 10 4 cycles 5 min g**
Purificacion N.R. SPE 2 g alumina + SPE GPC EMR lipid removal
# fdrmacos
. 7 22 24 20 21
Validados
Niveles validacion 3,30y 60
25,100 10, 100 (dw) 20, 100 25, 200, 500 (dw)
ng/g ng/mL
LOD ng/g N.R. 0,4-16 0.01-19 (dw) 0,01-0,4 0,5- 91 (dw)
LOQ ng/g 1-2 ng/mL N.R. 0,04-61 (dw) 0,04- 1,4 1,8-303 (dw)
Recuperacicn % 94q111% 80-118 (Ap.R.) 33-114 28-126 10-139 (Ab.R.)
MS QqQ QqQ QqQ QqQ Q-TOF
Efecto matriz (%) 15-73 N.R. N.R. 4-(-86) 113-(-89)

Ab.R.: Recuperacién absoluta; Ap.R.: Recuperacion aparente; dw: peso seco. GPC: cromatografia de permeacién en
gel 6 cromatografia de exclusion molecular. N.R.: no reportado; PLE: Extraccién con liquidos presurizados; SPE:
Extraccion en fase solida;. *Volumen incluye acondicionamiento del cartucho y elucion; **Volumen incluye hidratacion
de la muestra (9 mL H20) y extraccién (10 mL MeCN).

Los métodos reportados en la Tabla 20 se validaron hasta 24 farmacos, mientras que en el
presente estudio fueron validados el doble de compuestos (47) a tres niveles diferentes de
concentracion. Los valores de LOD, LOQ y efecto de la matriz son comparables a los rangos
reportados en otros estudios. Sin embargo, es importante observar que la mayoria de las
validaciones presentadas en la tabla 20 son analizadas por instrumentos de baja resolucién

(Q9Q), que presentan mayor sensibilidad y reproducibilidad.

Como ventaja, éste método tambien se desarrollo pensando en la posibilidad de realizar un
analisis retrospectivo, debido a la adquisicion de toda la informacion posible de los compuestos

ionizables, como se explic6 en la seccién 3.4.2.

4.2.4 Andlisis de compuestos diana en muestras de peces

El método validado se aplicé para el analisis de farmacos en 32 muestras de peces de 25 puntos
de muestreo. Los compuestos objetivo trimetoprima, ketoprofeno, bezafibrato y claritromicina se

detectaron en 1, 1, 3 y 9 muestras respectivamente, pero a niveles inferiores a su LOQ.



La mayoria de estas muestras procedian de los rios Adige y Sava, mientras que una muestra
del rio Llobregat dio positivo para claritromicina. Ademas, se detectaron sulfapiridina y
furazolidona en muestras del rio Adige en concentraciones de hasta 10 y 49 ng/g de pez,
respectivamente. Los farmacos detectados con mayor frecuencia fueron carbamazepina,
diltiazem, verapamilo y cafeina, con concentraciones de hasta 13, 34, 35 y 69 ng/g de pez,
respectivamente. En la Tabla 21 se presenta un resumen de la deteccion positiva de farmacos

en muestras de los peces de rios analizados, agrupados de acuerdo a su origen.



Tabla 21. Concentraciones de farmacos detectados en muestras de peces.

Rio Muestra* BEZ CAF CBZ CLA DTz FUR KTP SFP TMP VPM

Cg. n.d. n.d. n.d. <LoQ 11 n.d. n.d. n.d. n.d. <LoQ

Lc. <LoQ 15 n.d. <LoQ 12 n.d. n.d. n.d. n.d. <LoQ

Adige S.tf n.d. 7,8— 19 n.d. <LOQ <LOQ— 7,2 n.d. n.d. 6,0-9,7 <L0Q <L0OQ

S.t.m. n.d. 25 n.d. <L0OQ 3,0—7,2 49 n.d. n.d. n.d. <L0Q

T. t n.d. 4,6 n.d. <LOQ 3,2—6,9 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ

Evrotas S. k. n.d. n.d. n.d. n.d. <L0Q-5,1 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ

Llobregat B. b. n.d. n.d. n.d. <LoQ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. <LoQ
B. b. n.d. n.d. 3,0—5,3 <LOQ <LoQ-17 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

E. <L0OQ n.d. 1,83 n.d. 10 n.d. n.d. n.d. n.d. <LOQ

Sava L.c. <LoQ 32 <LoQ-13 <LoQ <LoQ-34 n.d. <LoQ n.d. n.d. <LoQ-35

0. m. n.d. 69 1,7 n.d. 57 n.d. n.d. n.d. n.d. <L0Q

A n.d. 1,31 <L0Q <LoQ <L0Q n.d. n.d. n.d. n.d. <LoQ

S.tf. n.d. n.d. <LoQ n.d. <LoQ n.d. n.d. n.d. n.d. <LoQ

*Muestra: B. b.: Barbus barbus; C. g.: Cottus gobio; E.: Esocidae; L.c.: Leuciscus cephalus; O. m.: Onchorhynchus mykiss; S. k.: Squalius keadicus; S. I.: Sander lucioperca; S. t.
f.: Salmo trutta fario; S. t. m.: Salmo trutta marmoratus; T. t.: Thymallus thymallus. BEZ: Bezafibrato; CAF: Cafeina; CBZ: Carbamazepina; CLA: Claritromicina; DTZ: Diltiazem; FUR:
Furazolidona; KTP: Ketoprofeno; SFP: Sulfapiridina; TMP: Trimetoprima; VPM: Verapamilo; <LOQ: Debajo del limite de cuantificacién; n.d.: no detectado.



A fin de aumentar el nimero de detecciones de analitos en muestras de peces, en la siguiente
seccion se presenta un andlisis retrospectivo que se hizo con los datos adquiridos en las
muestras de peces, mediante el analisis de compuestos sospechosos con la lista presentada en
la Tabla 7.

4.2.5 Andlisis de compuestos sospechosos en muestras de peces

Los datos del SWATH fueron analizados mas a fondo de forma retrospectiva para ampliar la
detecciéon de nuevos compuestos no incluidos en el andlisis de los compuestos diana. Para la
identificacion primaria, se seleccionaron de la base de datos instrumental, el idn precursor y los
fragmentos mas abundantes. Tras una cuidadosa evaluacion de los picos seleccionados, fue
posible alcanzar uno de los cinco niveles diferentes de identificacibn segun los niveles
propuestos por Schymanski y colaboradores 2% y que se explicaron en la introducién de esta
tesis, seccion 1.6.8

En la mayoria de los compuestos provisionales detectados por el andlisis de sospechosos del
presente estudio, se pudo alcanzar el nivel de confirmacion 1, que consiste en la confirmacién
de la estructura propuesta utilizando el patron de referencia con MS, MS/MS y la correspondiente
informacion sobre el tiempo de retencién. La secuencia completa de los pasos utilizados para la
correcta identificacion se informa en la seccién 3.4.2. Los resultados de las detecciones de
compuestos sospechosos encontrados en las muestras analizadas se presentan en la Tabla 22.



Tabla 22. Compuestos detectados por analisis de sospechosos en muestras de peces estudiadas

Error Error masa i
Compuesto ; Library Formula
Rio Muestra masa fragmento . RT
detectado Score Finder Score
(ppm) (ppm)
Cg. 0,1 6,9 71,7 95,5 1,67
L.c. 0,4 3,2 60,1 92,8 1,67
Adige S. tf. 0,8 57 61,2 90,1 1,69
S.tf -0,2 7,0 56,7 96,9 1,67
Benzoylecgonina S. tf. 0,6 3,4 74,8 92,6 1,68
S.t.m. 0,8 55 73,7 92,0 1,67
B. b. 0,9 7,3 62,2 91,3 1,67
L.c. 0,3 7,4 64,5 91,4 1,67
Sava
L.c. 0,3 4,9 61,1 96,3 1,67
O0.m. 0,5 7,1 59,4 93,8 1,66
Adige S.t.m. -0,3 7,9 96,1 91,1 2,56
, Evrotas S. k. -0,3 9,3 93,2 91,8 2,57
Cocaina
B. b. -0,7 9,9 95,9 89,8 2,55
Sava
L.c -0,3 10,0 96,0 92,1 2,56
. Cg. -04 -4,6 94,7 85,2 8,74
Adige
S.t.m. 0,7 -1,7 94,6 85,6 8,73
Evrotas S. k. -0,5 -0,6 68,5 91,7 8,74
L.c. -1,5 -3,0 97,3 83,4 8,74
. L.c. 1,0 -0,4 61,3 86,7 8,74
Lovastatina
L.c. -4,3 0,2 97,0 64,0 8,74
Sava L.c -3,2 -0,6 93,5 72,6 8,74
L.c. -1,3 -2,1 61,7 83,8 8,73
E. -2,5 -1,5 88,0 79,8 8,74
S. 1. -0,7 -4,4 90,3 88,9 8,75
Nicotina Sava E. -0,1 -4,2 73,7 93,8 2,28
L.c. 0,6 -1,0 98,3 89,8 1,99
S. t.f 0,6 -0,5 86,0 93,3 2,00
S. t.f -0,8 -0,2 96,2 90,5 1,99
Adige S.tf 0,2 1,9 89,4 95,7 1,98
S.t.m. 0,3 3,9 97,1 95,9 1,99
. S.t.m. 1,0 -0,4 98,6 91,3 1,98
Ofloxacina
T. t. -0,6 7,2 95,8 88,1 1,99
E. 0,4 0,6 96,9 92,5 1,99
L.c. 0,7 0,5 99,0 91,2 1,97
Sava L.c. -0,2 8,7 83,3 94,5 1,99
L.c -0,4 -0,4 98,2 95,2 1,99
S.tf. 0,9 51 94,4 88,5 2,00
L.c -1,8 0,0 78,1 78,9 8,75
S.tf -0,1 -1,6 95,5 89,1 8,74
S.tf -1,0 -3,9 87,3 81,8 8,75
Adige S.tf -2,1 -2,9 98,6 74,9 8,75
S.t.f -4,1 04 88,6 64,7 8,74
. . S.t.m. -2,7 -2,3 89,5 73,7 8,75
Simvastatina
T. t. -2,7 -1,7 93,5 68,5 8,75
Evrotas S. k. -0,1 0,4 69,5 94,7 8,74
B. b. 1,8 1,0 74,3 84,4 8,73
E. -2,5 -0,5 88,4 80,0 8,74
Sava
L.c. -0,2 -0,4 85,8 92,8 8,74
L.c. -0,4 -0,3 88,9 91,4 8,73




L.c -2,8 0,6 63,3 74,9 8,74

L.c -0,1 1,2 96,8 92,6 8,74
L.c -0,9 04 92,2 88,0 8,74
L.c -1,5 -1,1 77,9 80,3 873
0. m. 0,0 0,9 88,3 97,3 873
S.tf -0,3 -1,0 92,1 86,0 8,74

*Muestra: B. b.: Barbus barbus; C. g.: Cottus gobio; E.: Esocidae; L.c.: Leuciscus cephalus; O. m.: Onchorhynchus
mykiss; S. k.: Squalius keadicus; S. I.: Sander lucioperca; S. t. f.: Salmo trutta fario; S. t. m.: Salmo trutta marmoratus;
T. t.: Thymallus thymallus.

Tras el analisis retrospectivo, se identificaron provisionalmente seis sustancias con una
coincidencia positiva en la biblioteca MS/MS, una similitud cromatogréfica entre las muestras,
asi como un RT razonable: cocaina (droga estimulante ilicita), benzoilecgonina (principal
metabolito de la cocaina), nicotina (estimulante), ofloxacina (antibidtico), lovastatina y
simvastatina (agentes modificadores de los lipidos). El error de masa de los compuestos
anteriores fue < 1 ppm en la adquisicién completa de TOF-MS, excepto para la lovastatina y la
simvastatina que presentaron un error de masa < 5 ppm. Sin embargo, tras un analisis cuidadoso
de cada espectro, la lovastatina y la simvastatina fueron rechazadas sobre la base de que el RT
o la MS/MS no coincidian o simplemente debido a la ausencia de pruebas que apoyaran su

presencia, como se discute a continuacion.
» ldentificacion de cocaina

La identificacion de la cocaina se confirmé en cuatro muestras de los rios Adige, Evrotas y Sava.
La masa exacta encajo con la distribucién isotopica teérica generando la formula C17H21NO4 con
una puntuacion asociada de 91,1 % y un error de masa de 0,3 ppm (Figura 18). El valor de ajuste
(fit value) present6 valores por encima del 96 %. El TOF-MS y el TOF-MS/MS resultaron muy
intensos y libres de interferencias de coelucién, permitiendo la identificacion de los principales
iones de la cocaina (304,1542; 82,0649 y 182,1167). El RT de la cocaina se confirmé utilizando
un estandar analitico para una comprobacién positiva de este compuesto hasta el nivel 1 de
confianza ?%. En la Figura 18 se presenta un ejemplo de los cromatogramas y los espectros de

masas en una de las muestras detectadas.
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Figura 18. Ejemplo de cromatograma, TOF-MS y TOF-MS/MS para la determinacion de cocaina por andlisis de sospechosos.



» ldentificacion de benzoilecgonina

La identificacién de la benzoilecgonina, el principal metabolito de la cocaina, se confirmé con
una puntuacion del buscador de formulas >90 % en las muestras positivas, asi como la
prediccion de la fragmentacion, los picos explicados y la similitud espectral exacta (Figura 19).
Posteriormente, la puntuacion de la biblioteca present6 variaciones entre el 59 y el 75 %. Los
principales iones m/z confirmados para este metabolito fueron 105,0336; 168,1020 y el i6n
precursor 290,1389. Segun el andlisis retrospectivo, este metabolito estaba presente en diez
muestras del rio Adige y Sava. De manera similar a la cocaina, la RT se confirmé con un estandar
analitico que alcanzé el nivel 1 de confirmacion 2. En la Figura 19 se presenta un ejemplo de

los cromatogramas y los espectros de masas de éste compuesto.
» Identificacion de nicotina

La nicotina es un compuesto perteneciente a la familia de los estimulantes y es muy comdn en
el medio ambiente. Sélo una muestra del rio Sava dio positivo a esta sustancia. Su identificacion
coincidié con una puntuacién y un resultado del formula finder score del 73 % y el 94 9%,
respectivamente. La nicotina se identificé y confirmé en el nivel 1 de confianza utilizando el
patrén de referencia para RT 22°, con la masa del precursor 163,1229 y los principales iones de
masa de fragmentos 117,0578 y 163,1230.

> ldentificacion de ofloxacina

La ofloxacina pertenece a la familia de las fluoroquinolonas utilizadas como medicamentos. Este
antibiotico se determin6 en 12 muestras diferentes de los rios Adige y Sava, presentando valores
muy altos de puntuacioén en el library score (>83 %) y formula finder score (>88 %), en todas las
muestras positivas. Para la identificacion de la ofloxacina, se siguio el idn precursor 362,1512 y
tres iones fragmentos principales 261,1033, 318,1613 y 344,1420. El RT de este farmaco

también se confirmo positivamente con el patron de referencia analitico.
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Figura 19. Ejemplo de cromatograma, TOF-MS y TOF-MS/MS para la determinacién de benzoilecgonina por andlisis de sospechosos.



» ldentificacion falso-positiva de lovastatina y simvastatina

Estos dos compuestos presentan una estructura muy similar que sélo se diferencia por un grupo
metilo. Como resultado, el patron de fragmentacion es muy similar en ambos casos y los iones
resultantes son los mismos (199,148; 285,204 y 225,1634). Esta fué la razén por la que se
identificaron ambos compuestos simultdneamente y, como primera aproximacion, estos dos
agentes modificadores de los lipidos se detectaron inicialmente de manera positiva en 11y 18
muestras para la lovastatina y la simvastatina, respectivamente. Los iones precursores fueron
405,2635 y 419,2792 para lovastatina y simvastatina, respectivamente y la intensidad fue de
alrededor de 10000 cps. Los valores de la biblioteca y la puntuacion de la férmula fueron
superiores al 63 % en el peor de los casos. Sin embargo, una cuidadosa inspeccion manual de
los espectros demostré que el perfil de las moléculas detectadas por la analisis de sospechosos

no coincide con el perfil mostrado en la biblioteca.

Sin embargo, ambos compuestos detectados presentaban un valor de ajuste (o library score
value) superior a 50, pero en ningln caso el valor de ajuste inverso (reverse fit value) era superior
a 50. Ademas, cuando se abri6 la sesién de ChemSpider, se mostré una lista de mas de 300
compuestos sugeridos con el mismo m/z que coinciden con la férmula seleccionada, de acuerdo

con el numero de citas proporcionadas por PubMed.

Sin embargo, el perfil de MS/MS obtenido es mas similar a un compuesto lineal tipico, en lugar
de las estructuras de los farmacos propuestos. En este caso, aunque todos los parametros de
la configuracién superan el valor minimo (excepto el valor de ajuste inverso), las estructuras
parecen no ser las propuestas en la lista de seleccion de sospechosos. En este caso, evaluamos
€s0s compuestos como una deteccion de falso positivo. Algunas imagenes de los espectros de

la lovastatina y la simvastatina estan presentes en las Figuras 20 y 21.



Figura 20. Ejemplo de cromatograma, TOF-MS y TOF-MS/MS para la determinacion de falso positivo de lovastatina por andlisis de sospechosos.
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Figura 21. Ejemplo de cromatograma, TOF-MS y TOF-MS/MS para la determinacion de falso positivo de simvastatina por analisis de sospechosos.




En resumen, el andlisis de farmacos en muestras de peces es muy util para comprender la
transferencia de masa y las diferentes implicaciones consiguientes que pueden tener como
resultado del contacto prolongado de los peces con los contaminantes de los rios afectados.
Por ejemplo, en el rio Adige, En el caso del rio Adige, las principales actividades
contaminantes estan relacionadas con los efectos de los hidrocarburos, las actividades
agricolas y los contaminantes acumulados en los glaciares 2?°. En el caso del rio Evrotas. es
importante destacar que el principal impacto de la contaminacién en el rio, son las actividades
agricolas incluyendo los residuos agricolas e industriales y la sobreexplotacion del agua para
el riego ??°. De hecho, estudios sobre el mismo rio reportaron la presencia de 11 de los 62
farmacos investigados en muestras de agua de los mismos puntos de muestreo de los peces
del presente estudio. En particular, los valores mas altos se encontraron para sotalol,
carbamazepina y trimetoprima, respectivamente por debajo de 10 ng/L, y ketoprofeno
alrededor de 40 ng/L en el punto de muestreo de la WWTP (cerca de un vertedero de aguas
residuales) 2°%. De la misma manera, en el rio Llobregat se ha notificado la presencia de al
menos 63 compuestos farmacéuticos. Las concentraciones mas altas fueron para el
diclofenaco, el acetaminofén, el lorazepam y el sulfametoxazol en concentraciones de hasta
250 ng/L ®°. Por dltimo, en el rio Sava se han notificado farmacos como el ibuprofeno, el
naproxeno, el ketoprofeno, el diclofenaco y la carbamazepina en las proximidades de las
descargas de efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales 3.

4.3 Comparacion entre los dos métodos analiticos desarrollados para el analisis

de farmacos en muestras de peces

Se desarrollaron dos métodos analiticos que se presentaron anteriormente y que van a ser
discutidos y comparados a lo largo de esta seccion. El primer método analitico buscaba la
incursion de la tecnologia QUEChERS al analisis de farmacos en muestras de peces.
Inicialmente, este tipo de extraccidén se desarrollé para el analisis de pesticidas en diferentes
matrices como frutas y vegetales, que posteriormente se fue ampliando a otras familias de
compuestos como los farmacos 223 y otras matrices como las lombrices de tierra 2%, y los

bivalvos 257,

Esta técnica se desarrollé hace aproximadamente 15 afios y se ha venido popularizando cada
vez mas a medida que pasa el tiempo. Para algunos investigadores, este tipo de extraccion
no es algo novedoso y simplemente es una extraccion o particion solido/liquido y con una
limpieza usando sorbentes que anteriormente ya se habian utilizado, pero la mayoria de veces
en formato de cartucho (SPE). Sin embargo, el éxito de esta metodologia, radicé en varios
puntos: (i) en la aplicacion de las dos técnicas combinadas con un resultado en la extraccion

de analitos muy alta a bajos niveles de concentacién, muy util y revolucionario para el analisis



de contaminantes (ii) el bajo costo del proceso y (iii) la rapidez para poder hacer la extraccion
sin equipos especializados %8, A partir de las primeras publicaciones del uso de éste método,
se han publicado varios métodos modificados en revistas cientificas, hasta el punto que dos
de las versiones de QUEChERS son hoy en dia, métodos oficiales de organizaciones
internacionales de analisis de estdndares para la determinacion de residuos de pesticidas en

frutas y vegetales 269270

El interés de implementar esta técnica en el analisis de farmacos, se basa en buscar un
método que sea rapido, eficiente, de alguna manera flexible por la variabilidad de especies de
peces que se pretendian estudiar, y que no requiriera de equipos adicionales costosos. La
extraccion por QUEChERS, también es flexible por el amplio rango de pH a los que se puede
trabajar para favorecer la extraccion de algunos compuestos, por las diferentes matrices con
las que se ha implementado, y porgue no suele ser una técnica muy agresiva durante el
proceso de extraccién, es decir, que no involucra técnicas como el ultrasonido, o alta presién
yl/o alta temperatura. Las técnicas mas fuertes o agresivas, pueden realizar extracciones de
mas componentes de la matriz que en altimo término afectan el andlisis final. Es por eso que,
durante el desarrollo de la primera técnica analitica validada, se compararon dos técnicas de
extraccion: Ultrasonidos, y QUEChERS. Adicionalmente, con cada una de estas técnicas, se
evaluaron diferentes parametros como por ejemplo los disolventes (para el caso de
ultrasonido) y las sales extractoras (para el caso de los QUEChERS). Entre los disolventes
evaluados se encuentran MeOH; MeCN y una mezcla 1:1 MeOH:MeCN. En el caso de los
QUECHhERS, disolvente de extraccion mas utilizado es MeCN de acuerdo a la metodologia
estandarizada, aunque en sus inicios, también se evalu6 la posibilidad de extraccion con
acetona y acetato de etilo, ya que eran los disolventes mas usados durante el analisis
multiresiduo de pesticidas 248 28, El MeCN presenta ventajas durante el proceso de extraccion,
como por ejemplo la capacidad de extraer compuestos con un amplio rango de polaridades
por encima de los otros dos disolventes evaluados, también la alta miscibilidad con el agua,
lo que le permite una alta compatibilidad y penetracion con y en la fase acuosa, y eso también
permite una facil separacion de las fases por el efecto de salting-out. Un punto importante y
que también repercute en el hecho de porgué se ha escogido este método de extraccion, esta
en la extraccion de material lipofilico, como las grasas y fosfolipidos. Usando MeCN, la
extraccion de este tipo de material es inferior comparado con otros evaluados (ej. MeOH). Por
otro lado, el MeCN presenta algunas desventajas cuando es usado como solvente de

extraccion, por ejemplo el costo, y la toxicidad 248 268,

Otro de los parametros que se evalu6 durante el desarrollo del método, fue el proceso de

purificacién del extracto. Una vez escogido cual era la mejor técnica de extraccién, se procedio



a escoger el mejor método de purificacion de muestra, sobretodo enfocado a la reduccion de
material lipidico y grasas. Para ello, durante el desarrollo de los métodos se utilizd una matriz
de Salmo Salar (salmoén), matriz conocida por contener un alto porcentaje de grasa,

determinado experimentalmente en 36 % 2.

La validacion de los métodos analiticos desarrollados se basé en los parametros aplicados en
la literatura cientifica al momento de reportar validaciones de métodos: recuperacion de
analitos, efecto matriz, LOD, LOQ, repetibilidad y linealidad de la respuesta. Estos parametros
son los que se han tenido en cuenta para las validaciones de métodos en matrices sdlidas,

vegetales, peces y en general usando determinaciones por LCMS 142 159, 191-162, 231-233

Como se observa en la Tabla 23, el primer método analitico contd con la validaciéon de 21
farmacos en matrices de dos especies diferentes de peces. La validacién de dos tipos de
matrices estaba relacionada con la variabilidad de especimenes a la que se ha hecho
referencia en ocasiones anteriores. Aunque la purificacion de los extractos busca eliminar la
mayor cantidad de componentes extraidos de la matriz y dejar el extracto con los analitos de
interés, siempre quedan sustancias disueltas que pueden interferir en los analisis. Ademas de
la purificacion del extracto, otra de las maneras en que se puede reducir el efecto matriz, es
realizando una curva de calibracion sobre la misma matriz de interés a analizar, procedimiento
conocido como matrix matched standard (estandar compatible o ajustado a la matriz) usando
el método de estandar interno 8. Para ello se hicieron curvas de calibracion y validaciones
completas en los dos tipos de matrices trabajadas: Salmo Salar y Squalius keadicus. Este
método permitié recuperaciones absolutas por encima del 50 % para la mayoria de los
compuestos validados con dispersiones de repetibilidades por debajo del 20 %. Es un método
gue en general es muy rapido, en su mayoria econémico, con requerimiento de material muy

simple y disponible en cada laboratorio.



Tabla 23. Resumen de caracteristicas principales de los métodos analiticos validados

QUEChERS + EMR ultrasonido + ZSep/C18
Cantidad de muestra (g) 1,0 - seco-liofilizado 0,5 - fresco
Volumen de solvente (mL) 19,0 1,0

Solvente de extraccion

9,0 mL de agua

1,0 mL MeCN /iPrOH (3:1) + 0,1 %

10,0 mL MeCN HCOOH
Adicién de surrogates 5 12
Extraccion QUEChERS ultrasonido
Purificacion EMR ZSep/C18
Paso 1: 5,0 de agua +
. 5,0 de extracto
Volumen extracto a purificar (mL) 0,75
Paso 2: 5,0 del paso 1
Volumen extraido de la purificacion (mL) 2,0 0,5
Volumen reconstitucion (mL) 1,0 0,5
Tiempo cromatografia (min) 9,0 11,0
Flujo cromatogrdfico (mL/min) 0,4 0,8
Compuestos validados 21 47
Niveles de Validacion (ng/g pez) 25, 200, 500 5,25, 50

Andlisis de sospechosos No Si. Lista 253 fdrmacos extras
Matrices Validadas 2 1
Tiempo preparacion 1 muestra (aprox en min) 30 35
Eficiencia LC-MS/MS andlisis (compuestos/hora) 140 256

Usando QUEChERS, la extraccion de grasas fue inferior (13-18 % en peso fresco) comparada
con la técnica de ultrasonido (29-36 % peso fresco), sobretodo porque la técnica de
ultrasonido, tenia variacion de solventes (MeOH y MeCN). Como se explicé en la discusion
de resultados del método 1, los solventes alcohodlicos son mas eficientes a la hora de la
extraccion de grasa, comparada con la extraccion en MeCN. Es por ello, por ejemplo, que
algunos procedimientos para realizar purificacion de extractos, como los cartuchos HLB prime,

no cumplen su funcion, si el extracto se encuentra con 30 % o mas de contenido alcohdlico.

Adicional al proceso de extraccion, en el primer método, se realizé la purificacion del extracto

por medio del adsorbente de EMR lipid removal, comercializado por Agilent. Este tipo de



purificacion en formato d-SPE actta bajo el principio de exclusion por tamafio e interacciones

hidrofébicas para interactuar con las sustancias que tienen largas cadenas lipofilicas 2.

Sin embargo, este primer método desarrollado posteriormente fue re-evaluado debido al
interés de realizar andlisis de la distribucion de los farmacos 6rganos de los peces. Teniendo
en cuenta que los 6rganos internos de los peces pueden no alcanzar 1,0 g de matriz en peso
seco, se trabajo en el desarrollo de un método con menor cantidad inicial de matriz. Adicional
a eso, se buscaron mejorar las caracteristicas del método incluyendo mas compuestos para
el andlisis direccionado y aprovechar las caracteristicas de la espectrometria de masas de
alta resolucién para realizar analisis cualitativo con una lista de farmacos de los que no se

tenia patron de referencia comercial.

Es por ello que en este segundo trabajo se validaron 47 farmacos (mas del doble del primer
trabajo), donde también se duplicé el numero ILIS (5 ILIS en el primer método, Vs. 12 en el
segundo). La inclusién de ILIS en los métodos de validacién van a corregir las deficiencias o
errores que se puedan dar a lo largo del desarrollo del método durante el andlisis. En la
validacién del método se escogié cuantificar cada compuesto con un ILIS de caracteristicas
similares al farmaco en cuestion. Esto no descarta la posibilidad de ir incluyendo nuevos ILIS
al método de cuantificacion sin tener que modificar las condiciones del mismo. El uso de ILIS
tiene ventajas en el momento del andlisis, ya que se tiene la certeza de que estos compuestos
no se encuentran en las muestras a analizar, y que ademas van a tener tiempos de retencion
muy similares al compuesto patrén, sin embargo, su utilizacion dentro de un método de
andlisis también indica un aumento considerable en el costo del método, ya los patrones

isotopicamente marcados se caracterizan por su alto costo.

En cuanto a los niveles de validacion trabajados en el segundo método, se escogieron niveles
de concentracion mas reales a los encontrados ambientalmente (5, 25 y 50 ng de farmaco/g
de pez), e igualmente se hicieron optimizaciones para las mejoras de las determinaciones. En
la Tabla 1 y Tabla 2 que se presentan en la introduccion de la tesis, se observan que las
concentraciones gue se han detectado en los peces son mas bajas de los niveles validados
en el primer método de analisis, es por ello que, durante el desarrollo del segundo método,
este fue un parametro que se tuvo en cuenta y se establecieron concentraciones mas bajas
para la validacion. Sin embargo, no se descarta que, a futuro, los niveles de concentracion
que se puedan detectar en la biota aumenten y sobrepasen el maximo nivel validado en el
método dos, lo que repercutiria en realizar modificaciones durante la extraccion o una dilucion

del extracto final.



En el segundo método desarrollado, también se varié la cantidad de matriz utilizada para las
determinaciones vy, por ende, el tipo de extraccion. Se modificé el volumen de extraccion, y
con la experiencia adquirida durante el desarrollo del primer trabajo, se requeria probar otros
tipos de sustancias para realizar la purificacion del extracto y mejorar las determinaciones a
los nuevos niveles de trabajo. Finalmente se hizo una lista de mas de 250 compuestos
sospechosos para ser incluida en el método y ser analizada por suspect screening.

Como se observa en la seccion 4.2 y en la Tabla 23, éste segundo método de determinacion
de farmacos permite el andlisis de los compuestos validados con menos de la mitad de
muestra pesada en el analisis realizado en el primer trabajo desarrollado (1,0 g peso seco en
el primer trabajo Vs. 0,5 g peso fresco en el segundo trabajo) y con un volumen de solventes
mucho menor (19 mL en el primer trabajo Vs. 1 mL en el segundo trabajo). Los parametros
validados fueron exactamente los mismos en los dos trabajos desarrollados de acuerdo a la
literatura reportada anteriormente. En el segundo trabajo publicado, se realizé la extraccion
con ultrasonido. Este tipo de extracciones se caracteriza tambien por ser una extraccion
amigable con el medio ambiente, tiene poco consumo de energia, es versatil (se puede
combinar con otras técnicas de extraccion) y se usa tambien para procesos de limpieza y
homogenizacion 272, La purificacion del extracto se realizé usando adsorbentes de sales de
diéxido de zirconio y C18 que trabajan bajo interacciones tipo acido/base de Lewis. Este tipo
de limpieza de extracto, comercializado por Sigma Aldrich, también viene en formato d-SPE
pero solo consiste en un Unico paso, y se recomienda para matrices con porcentaje de grasa

superior al 15 % 273,

En el caso del segundo método desarrollado, solo se realiz6 la validacion con una matriz, pero
se obtuvieron recuperaciones entre el 60 y 130 % para la mayoria de los compuestos, con
valores de reproducibilidad por debajo del 20 %, con excelente respuesta lineal, y buenos
LOD entre 0,4 y 3,3 ng de compuesto / g de pez. Otra caracteristica que se puede comparar
entre los dos métodos es el tiempo empleado a la hora de preparar las muestras, en promedio
30 minutos para una muestra. Cabe destacar que, durante un analisis, normalmente no se
prepara una sola muestra, por lo que los tiempos se pueden optimizar mucho mas, y el
preparar 10 muestras puede ser reducido a una hora (60 minutos) y no a 300 minutos
(30minutos x 10 muestras), ya que los tiempos de ultrasonido, de centrifugacion, y
evaporizacion pueden ser compartidos. De la misma manera, los tiempos de la separacion
cromatogréfica también estdn muy similares. Ya para terminar las comparaciones se puede
decir que la eficiencia de los métodos son muy diferentes, de acuerdo al nimero de

compuestos que se podrian analizar por hora, ya que a pesar de que el primer método tiene



una preparacion de muestra mas répida, y una cromatografia mas corta, el nidmero de

compuestos analizados por muestra y por hora es muy inferior al segundo método validado.

La separacion cromatogréfica con la que se llevaron a cabo los andlisis en la presente tesis
doctoral, fue por medio de un equipo UPLC ExionLC™ AD system de SCIEX, que soporta
presiones hasta 18000 psi (libras por pulgada cuadrada, por sus siglas en inglés; pounds-
force per square inch). Durante el desarrollo de los métodos, tambien se hicieron
optimizaciones de la parte instrumental. Se hicieron variaciones en gradientes, en flujos de
trabajo y en tiempos totales de cromatografia para tratar de obtener una separacion
cromatogréfica adecuada y tener al mismo tiempo, suficientes puntos por picos haciendo uso
de una columna kinetex EVO-C18 comercializada por Phenomenex. En la Figura 28, se
presentan algunos resultados de las variaciones en los gradientes cromatogréaficos durante la
optimizacion de los parametros de analisis del equipo que se hicieron para el segundo método

validado.

Como se puede observar en la Figura 22 la variacion del porcentaje de solvente organico va
afectando la separacion de los farmacos en la columna cromatogréfica. Se realizaron
diferentes pruebas para poder obtener una separacion adecuada de los compuestos en un
tiempo reducido. La cromatografia final escogida es la realizada con el perfil F en la Figura 22
(encerrada en el recuadro rojo oscuro), ya que permite una buena separacion de los
compuestos, distribuido a los largo del tiempo de analisis y con menor superposicion de

compuestos eluidos.

El andlisis de espectrometria de masas fue realizado con el equipo QTOF X500R de SCIEX.
En la introduccioén de la tesis, seccion 1.6.6, se presentaron las caracteristicas de este equipo
siendo su velocidad de adquisicion de datos, una de las caracteristicas mas relevantes y que
puede ser usada favorablemente al momento de hacer adquisiciones con SWATH. Este
método de adquisicion presentd algunas ventajas en el momento de la realizacién de los
métodos validados, por ejemplo, el ahorro de tiempo, ya que no se requirié optimizar cada
uno de los compuestos para poder hacer un seguimiento de los iones, como se debe hacer al
momento de realizar el analisis con equipos de baja resolucién. Aprovechando las ventajas
de la alta resolucién, y la adquisicion de full scan, seguido de las ventanas de adquisicion de
fragmentacion secuencial, se podrian realizar trabajos de cuantificacion tanto con los iones
moleculares, como con los iones fragmentos. Esta es una caracteristica que se puede
aprovechar de acuerdo a la intensidad que tengan los respectivos iones. De esta manera se
pueden tener rangos lineales mas amplios y alcanzar mejores sensibildades, de acuerdo a la

intensidad de cada ion.
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Figura 22. Resultados de optimizaciones durante separacion cromatografica

La separacion cromatografica de los farmacos se ve afectada segin cambian las condiciones de elucion de los
solventes. En el recuadro de la parte derecha se presenta el perfil de elucién. Sobre la linea en color azul claro, %
de agua + 0,1 % HCOOH; debajo de la linea en color amarillo claro, % de MeCN 0,1 % HCOOH.
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Otra de las ventajas de la adquisicién con SWATH est4 en la adquisicion permanente de todas
las especies que se ionizan en la muestra, y que como ya se ha explicado anteriormente, esto
permitié hacer andlisis retrospectivo de las muestras mediante suspect screening. La lista que
se genera para hacer este tipo de andlisis, es flexible. Se puede aumentar cuanto se quieray
permite hacer andlisis futuros en busca de contaminantes que hoy en dia no se tienen en
cuenta, y que posiblemente ya se encuentren afectando la biota, o para buscar otro tipo de
compuestos, no precisamente contaminantes, pero por ejemplo metabolitos, proteinas o
péptidos. Sin embargo, para poder llevar a cabo andlisis del nivel de metabolémica o
proteémica también se requiere el soporte de otro tipo de herramientas que ayuden a
confirmar los compuestos, incluso mas alla de las que se han nombrado en esta memoria: la
base de datos instrumental, la conexion con la base de datos ChemSpider, y la biblioteca
NIST 220,

Debido a que los dos métodos desarrollados fueron probados con muestras naturales,
tomadas de diferentes rios y con determinacion de farmacos a distintos niveles, en la Tabla
24 se presenta una comparacion con algunos métodos publicados en la literatura cientifica y
que se presentaron en la seccion 1.6.7 (Tabla 2) donde también se hicieron detecciones de
farmacos en peces por HRMS. En la Tabla 24, se comparan cuales de los farmacos
detectados en dichos estudios, fueron tenidos en cuenta en el desarrollo de los trabajos que
se publicaron durante el desarrollo de ésta tesis doctoral. Se observa que con el desarrollo
del primer método, entran 9 de los 32 farmacos detectados en los estudios anteriores (28 %),
mientras que el segundo método desarrollado cubre 28 de los 32 compuestos detectados
(87,5 %) en todos los estudios presentados, juntando deteccién por analisis cuantitativo y

cualitativo.

Esto permite demostrar que el segundo método desarrollado puede cubrir un amplio rango de
compuestos que se han reportado anteriormente en la literatura, adicionalmente, la inclusion
de la lista de compuestos sospechosos, con su flexibilidad, permite la adicion de compuesto
a futuro sin afectar los pardmetros ya validados para el componente de cuantificacion.

Tabla 24. Deteccion de farmacos en peces homogenizado o musculo de pez por HRMS (complemento Tabla 2).

Validaciones y detecciones hechas en diferentes estudios y comparacion de validacion con los trabajos realizados
en esta tesis doctoral.

Estudios Pefia-Herrera et al.

Fdrmaco detectado Matriz Ref. QUEChERS 265 ultrasonido
Target Target Suspect

Amitriptilina H 169 X

Bumetanida H 169 X
Cafeina H 173 X
Carbamazepina H 169 X X

Citalopram M 155 X
Claritromicina M 155 X X




Estudios Pefia-Herrera et al.

Fdrmaco detectado Matriz Ref. QUEChERS 265 ultrasonido
Target Target Suspect
Clomipramina M 88 X
Clomipramina H 169 X
Clopamida H 169 X
Dicicloverina (diciclomina) H 169 X
Flumequina H 169 X
Haloperidol M 88 X
Indometacina H 169 X X
Levomepromazina M g8 X
(metotrimeprazina)

Lidocaina H 169 X
Loperamida H 169 X
Mirtazapina M 88 X
Naproxeno H 169 X

N-desmetil-citalopram M 155 X
(Acetaminofen) H 173 X X
(Acetaminofen) H 169 X X
Pefloxacina H 169
Sertralina M 155 X X
Sulfadimetoxina H 169 X
Terbinafina M 155 X
Tramadol M 88 X
Tramadol H 169 X
Trimetoprima H 169 X X
Triprolidina H 169 X
Venlafaxina M 155 X X
Venlafaxina M 88 X X

H: homogenizado; M: Mdsculo

Un analisis mas detallado de los compuestos con los que se trabajaron durante el desarrollo
de los métodos puede indicar el amplio rango de masas que se han validado, desde
compuestos muy ligeros como el acetaminofén con masa molecular alrededor de 150 Da
hasta compuestos grandes y voluminosos como la claritromicina con masa molecular
alrededor de 750 Da.

Otro aspecto que también habla de la versatilidad de los métodos desarrollados se refiere al
amplio niumero de familias que se han tenido en cuenta durante el desarrollo de los métodos.
Como ya se habia explicado durante la introduccién general (seccion 1.6.1), hay estudios que
se enfocan exclusivamente a una sola familia de compuestos. En este caso, se trabajaron 9
familias en el primer método y 13 familias de compuestos en el segundo método. Esta
diversidad de familias, permitiria la inclusién de nuevos compuestos en el método multiresiduo
para complementarlo, como puede ser en el caso de los compuestos que se detecten con
mas frecuencia por analisis cualitativo, se podrian validar y de una vez ser incluirlos en el
método de cuantificacién. Si el compuesto es detectado por medio del andlisis cualitativo, ya

se tiene la seguridad de que el compuesto es extraido, y es detectado por el método validado.



Solo se requeriria controlar sus niveles de recuperacion, reproducibilidad, linealidad y efecto

matriz.

Una vez realizada la validacion de los dés métodos y la comparacion entre los mismos, se ha
procedido a aplicar el segundo método validado en el analisis de la distribucion de farmacos
en el interior del organismo de los peces.

4.4 Estudio de la distribucion de farmacos en el organismo de los peces

A lo largo de esta tesis doctoral ya se han descrito ampliamente algunos casos de
acumulacién de los productos farmacéuticos en peces, y los efectos que se producen en
dichos organismos. Tambien se ha hablado acerca de estudios de la distribucion de los
farmacos en el interior de los peces, sin embargo, el estudio de la presencia y efectos de los
farmacos en la biota tiene que profundizarse. Por ejemplo, alin no se han evaluado los efectos
de los farmacos en peces de manera independiente, o ante la presencia de un cocktail de
farmacos que pueden entrar al pez, debido a que la interaccién entre sustancias quimicas, en

muchos casos, son impredecibles 22 107, 132-134, 274

Debido a los pocos estudios que hay en torno a la distribucion de farmacos en peces,
capturados en rios europeos, se optd en esta tesis por la realizacion de un estudio extensivo
de la evaluacion de la distribucion de farmacos en el interior de los peces del rio Llobregat
(Catalufia, Espafia). Para ello, se realiz6 un muestreo a principios de mayo del afio 2019 en
este rio, donde se colectaron peces de 4 especies diferentes presentes en la parte baja del
rio: Anguilla anguilla, Chelon ramada, Cyprinus carpio y Luciobarbus graellsi y tambien se
colecté agua para el analisis de los farmacos en agua. Se escogio la parte baja del rio
Llobregat porque presenta una alta actividad antropogénica con sus més de tres millones de
habitantes viviendo en las cercanias del Llobregat. Ademas, las plantas de tratamiento de las
aguas residuales de los alrededores de Barcelona, descargan sus efluentes sobre esta zona
del rio (92 % de los 137 Hm®afo) &, es por ello que ya se han reportado una gran cantidad
de contaminantes de interés en el mismo. En nuestro grupo de investigacion se han realizado
multiples estudios en el rio Llobregat y su relacion con los compuestos farmacéuticos con

trabajos de proyectos tanto a nivel nacional como internacional 26-27: 89-90, 105, 275279

En las siguientes secciones, se hace el andlisis y estudio de la distribucién de los farmacos
en el agua del rio llobregat y en los 6rganos, tejidos y fluidos de los peces que fueron
diseccionados en el laboratorio: agallas, bilis (si estaba presente), cerebro, corazén, higado,
musculo, pancreas, piel, y rifion. El tratamiento de las muestras ya fué explicado en ella

seccion 4.2.5.



Inicialmente se presentaran todos los resultados obtenidos de este estudio, tanto en agua
como en cada uno de los érganos, tejidos y fluidos de cada una de las especies de peces,
durante el andlisis cuantitativo y cualitativo, y posteriormente se hace una discusién amplia

acerca de los resultados obtenidos.
» Resultados del andlisis cuantitativo de farmacos en muestras agua

Los resultados del analisis de farmacos en dirigido en las muestras de agua, se presentan en
la Figura 23. En total se detectaron 27 de los 47 farmacos estudiados en un rango entre 4 y
2500 ng/L. Entre los farmacos que se encuentran en mayor concentraciéon estan la cafeina,
metoprolol, sotalol y valsartan con concentraciones entre los 1500 y 2500 ng/L. Mientras que

compuestos como el midazolam, propifenazona, y la sertralina, fueron detectados con

concentraciones por debajo de los 10 ng/L.
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Figura 23. Concentracion farmacos en agua del rio Llobregat.



» Resultados del analisis cuantitativo de farmacos en los 6rganos, tejidos y fluidos de

los peces

En las Figuras 24-27 muestran los promedios de las concentraciones de los farmacos para
cada una de las especies de peces analizadas. Como informacién complementaria, las Tablas
25-28 describen el rango de concentracion de cada uno de los farmacos detectados en cada
organo de los peces y la frecuencia de deteccion.

En la especie Anguilla anguilla (Figura 24, Tabla 25) se detectaron 9 farmacos. La maxima
concentracion fue calculada para la acridona en bilis (432 ng/mL). Este fue el Gnico producto
de transformacién que se encontré en la bilis de cualquiera de las especies analizadas,
estando presente en la bilis de las 3 muestras analizadas de la Anguilla anguilla. De manera
similar, en el corazén y el musculo, se encontré6 solamente un farmaco durante la
cuantificacién. Contrariamente, la sertralina se encontré con mayor frecuencia entre los tejidos
analizados (esto fué una constante para todas las especies), aunque no se detecto ni en el
plasma sanguineo, ni en la bilis. La sertralina fue el farmaco que se encontré mas concentrado
en los rifones (hasta 144 ng/g de rifion) estando presente en los 3 individuos analizados. En
el caso del plasma de la Anguilla anguilla, no se detect6 ninguno de los farmacos analizados

de manera direccionada.

En la especie Chelon ramada fué donde mas compuestos se han detectado (Figura 25, Tabla
26) con un total de 11 farmacos, entre los que sobresalen el diltiazem, la sertralina y la
venlafaxina, por estar presente en mayor cantidad de tejidos (6, 9, y 9 respectivamente).
Ademas, la sertralina fue el compuesto que se detecté con mayor concentracion (1604 ng/g)
en el pancreas, seguido por el higado (1236 ng/g). En el caso de esta especie, en todos los

tejidos analizados (excepto en la bilis) se detectan por lo menos dos farmacos diferentes.
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Figura 24. Concentracion promedio de los farmacos detectados en 6rganos de la especie Anguilla anguilla del rio
Llobregat.
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Tabla 25. Cuantificacién de farmacos en 6rganos Anguilla anguilla.

Concentracion en ng /g (frecuencia de deteccion).

Farmaco Log Kow  Agallas Bilis* Cerebro Corazon Higado Musculo Pancreas Piel Plasma* Rifion
Acetaminofén 0,46 ND ND ?15/37) ND ND ND ND ND ND ND
Acridona ND 6?32:;2 ND ND ND ND ND ND ND ND
Diazepam 2,82 ND ND ND ND ND ND ND (:53) ND ND
Diltiazem 2,70 ND ND ND ND ND ND ND ND ND (:53)
14 105
Metoprolol 1,88 ND ND ND ND ND ND ND (1/3) ND (1/3)

. 69 13-35 3-26 6-63 11-18 8-24 9-24 94-144

| 2 ND ND
Sertralina 5,29 (1/3) 2/3) (3/3) 3/3) 2/3) (33) (313) (3/3)
3-9 8 3 <LOQ
Sotalol @13) ND ND ND 2/3) ND 213) (1/3) ND ND
Trimetoprima 0,91 (1}3) ND ND ND ND ND ND ND ND ND
. <LOQ

Venlafaxina 3,20 (1/3) ND ND ND ND ND ND ND ND ND

* concentraciéon en ng/mL.
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Figura 25. Concentracion promedio de los farmacos detectados en érganos de la especie Chelon ramada del rio
Llobregat.

157



Tabla 26. Cuantificacion de farmacos en 6rganos Chelon ramada.

Concentracién en ng /g (frecuencia de deteccion)

Farmaco Log Kow Agallas Bilis* Cerebro Corazon Higado Musculo Pancreas Piel Plasma* Rifion
Cafeina 0,07 ND ND ND ND ND ND ND (1?3) ND ND
Carbamazepina 2,45 ND ND ND ND (1]/'3) ND ND ND ND ND
. . <LOQ
Clartitromicina 3,16 ND ND ND ND ND ND 13) ND ND ND
. 2 <LOQ
Codeina 1,19 ND ND ND ND ND ND @13) ND 213) ND
Diazepam 2,82 ND ND ND ND ND ND ND (2:/33) ND ND
- 1 1-2 3 4 1 3
Dil 2,7 ND ND ND ND
lltlazem 70 (2/3) (2/3) (1/3) (113) (3/3) (2/3)
. 6 2
Fluoxetina 1,22 ND ND ND ND ND ND ND (1/3) (1/3) ND
. 1 1 1 1-3
Loratadina ND ND 1(1/3) (1/3) ND ND (1/3) ND 313) 2/13)
Sertralina 5 29 220-447 ND 2-135 21-143 348-1236 35-51 24-1604 8-106 4-72 44-598
’ (213) (313) (313) (313) (213) (313) (313) (313) (313)
13 4-5 <LOQ
lol ND ND ND ND ND ND ND
Sotalo (1/3) @13) @13)
. 56 23-153 15-49 21 6 33 13-27 28-44 33-54
Venlafaxina 3,20 (1/3) ND ©13) ©13) (1/3) (1/3) (1/3) 13) ©3) 2/3)

* concentracion en ng/mL.



De la especie Cyprinus carpio (Figura 26, Tabla 27) se detectaron en total 10 farmacos, siendo
la segunda especie con mayor deteccion de farmacos dentro del estudio. Y al igual que en
todas las especies estudiadas, la sertralina fue el compuesto mas detectado presente en todos
los tejidos, excepto en la bilis. También es el compuesto que se detecta en mayor
concentracion, en éste caso en el pancreas (igual que en el Chelon ramada) con 1165 ng/g
de tejido. También se debe tener en cuenta, que la sertralina es el inico compuesto que se
encuentra en el musculo y en el plasma sanguineo con concentraciones hasta de 87 ng/g y

33 ng/mL respectivamente. Por el contario, en la bilis no se detecta ningln compuesto

farmaceutico.
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Figura 26. Concentracion promedio de los farmacos detectados en érganos de la especie Cyprinus carpio del rio
Llobregat.



Tabla 27. Cuantificacién de farmacos en 6rganos Cyprinus carpio.

Concentracion en ng /g (frecuencia de deteccion)

Farmaco Log Kow Agallas Bilis* Cerebro Corazon Higado Musculo Péancreas Piel Plasma* Rifion
Cafeina 0.07 ND ND ND ND ND ND ND ND ND (15/%)
Clartitromicina 3,16 ND ND ND ND ND ND ND ND ND (173)
Diazepam 2,82 ND ND ND ND ND ND ND é;g) ND ND
. 4 38 21-23
Fluoxetina 1,22 (1/3) ND ND ND ND ND (1/3) ND ND 2/3)
Loratadina ND ND (;E) ND ND ND ND ND ND ND
Metoprolol ND ND ND (1}3) ND ND ND ND ND ND
Sertralina 529 257-289 ND 54-385 6-27 75-655 78-87 498-1165 12-64 23-33 606-957
' (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (2/3) (3/3)
Sotalol ND ND ND ND (53) ND ND ND ND ND
. . <LOQ
Trimetoprima 0,91 ND ND ND (1/3) ND ND ND ND ND ND
Venlafaxina 3,20 ND ND ND ND (1:;’3) ND ND ND ND ND

* concentracion en ng/mL
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Figura 27. Concentracién promedio de los farmacos detectados en érganos de la especie Luciobarbus graellsi del
rio Llobregat

Finalmente, la Ultima especie analizada fué la Luciobarbus graellsi. En esta especie fue donde
menos farmacos se detectaron al interior de los peces (Figura 27, Tabla 28). Igual que en la
mayoria de los casos anteriores, la sertralina fué encontrada en todos los érganos menos en
la bilis. En este caso, la sertralina se acumula mas en los rifiones, hasta en 428 ng/g del tejido.
Para el Luciobarbus graellsi solo se encontré deteccién de sertralina en corazén, higado,

masculo, y plasma.

En total, contando con las 4 especies analizados, se detectaron y cuantificaron 15 farmacos
de los 47 validados en peces, siendo Unicamente el diazepam y la sertralina, los compuestos
comunes encontrados en todas las especies de peces e incluso en el agua. Adicionalmente,

la fluoxetina y la loratadina, solo se encuentraron en los peces y no en el agua.



Tabla 28. Cuantificacién de farmacos en 6rganos Luciobarbus graellsi.

Concentracion en ng /g. (frecuencia de deteccion)

Log Kow
Farmaco Agallas Bilis* Cerebro Corazon Higado Musculo Péancreas Piel Plasma* Rifidn
Claritromicina 3,16 ND ND ND ND ND ND 4 ND ND 1-2
' (1/3) (2/3)
Diazepam 2,82 ND ND ND ND ND ND ND (1?3) ND ND
Fluoxetina 1,22 ! ND > ND ND ND ND ND ND ND
' (1/3) (2/3)
Loratadina ND ND ND ND ND ND ND ND ND 7'1%?
Sertralina 529 169-213 ND 7-180 45-80 246-428 8-34 121-317 27-43 14-17 90-371
' (2/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3) (3/3)

* concentracion en ng/mL



» Resultados del andlisis cualititativo de farmacos y metabolitos en los érganos, tejidos
y fluidos de los peces

Al igual que en el caso de andlisis dirigido, acé solo se presentan los resultados obtenidos
que se discutiran posteriormente. Como se comentd anteriormente, para la deteccion de los
farmacos por medio de suspect screening, la lista propuesta incluye compuestos relacionados
con los metabolitos de diferentes farmacos, sobretodo los relacionados con compuestos
antidepresivos. Sin embargo, tambien se incluyeron muchos otros compuestos y metabolitos
detectados anteriormente y que han sido reportados en la literatura cientifica. Sin embargo,
no todos, pero si la mayoria de los compuestos propuestos en la lista estan reportados en la
biblioteca que se encuentra incluida dentro del software instrumental suministrada por SCIEX.
Las detecciones positivas de estos compuestos fueron evaluadas de la misma manera que

para el método validado 2.

Los resultados que se presentan en la Tabla 29 son los compuestos detectados por el andlisis
de cualitativo, donde se incluye el porcentaje de frecuencia de deteccién de cada uno de los
farmacos tanto en el agua, como para cada una de las especies de peces. En total, se
detectaron 34 compuestos entre el agua y todas las especies de peces analizadas que
incluyen todos los tejidos. En la tabla que se presenta en la discusion de resultados (Tabla
30), se incluye tambien el library score presentado por el software de andlisis con el que se

procesaron las muestras, y el error en masa exacta en ppm.

De todos los compuestos detectados cualitativamente, 15 de ellos se detectaron
exclusivamente en el agua. Algunos de los compuestos son metabolitos como la 10,11-
dihidro-10-hidroxicarbamazepina, la epoxicarbamazepina, y la benzoilecgonina; otros
compuestos antihistaminicos como la cetirizina y fexofenadina; compuestos antibacteriales,
antifingicos y antiparasitarios: fluconazol, lincomicina, metronidazol, ofloxacina y sulfatiazol;
y los demas de familias de farmacos independientes: diclofenaco (anti-inflamatorio),
gemfibrozil (agente antilipidico), irbesartan (agente antihipertensivo), sulpirida (psicoléptico),

y la tedfilina (tratamiento de las vias respiratorias).

Por otro lado, hay compuestos que se detectaron exclusivamente en los tejidos de peces,
como en el caso de la anfetamina y trazodona (psicoanalépticos), detectado unicamente en
muestras de Anguilla anguilla; la fentermina (supresor del apetito) tiamulina (antibiético
veterinario) y el tramadol (analgésico) detectados Unicamente en la especie Chelon Ramada;
el terazosin (hipertensivo / prostatico) detectado exclusivamente en la especie Cyprinus

carpio; y finalmente el ondansetron (antiemético) detectado en mas de una especie.



Finalmente, tanto en el agua superficial del rio Llobregat, como en los tejidos de los peces
que habitan en dicho rio, se detectaron algunos compuestos comunes entre los que se
encuentran psicolépticos como la amisulprida, clozapina y quetiapina; psicoanalépticos como
el citalopram, metanfetamina y metilfenidato; algunos metabolitos de farmacos como la
desmetilcitalopram y la o-desmetilvenlafaxina u otros de familias de farmacos independientes
como la amantadina (tratamiento parkinson); bisoprolol (agente B-bloqueante) y el telmisartan

(agente hipertensivo).

Si se revisan los resultados por la frecuencia con la que se detectan farmacos en cada una
de las especies, se contempla que la especie Chelon ramada, fue en la que se detectaron
mas cantidad de farmacos entre sus tejidos (16), seguida por la Anguilla anguilla y el Cyprinus
carpio, cada especie con 10 compuestos detectados, y la especie con menor cantidad de
compuestos, fue el Luciobarbus graellsi donde se detectaron unicamente 4 compuestos.
Haciendo una revision de cada uno de los tejidos individualmente, se observa que en el rifion,
fue el tejido con mayor cantidad de compuestos detectados (11 compuestos), seguido por la
piel (10); siendo el plasma y la bilis los liquidos con menor cantidad de compuestos detectados

durante el andlisis (3 y 1 respectivamente).



Tabla 29. Deteccion de farmacos y metabolitos en agua y 6rganos de peces rio Llobregat

Anguilla Chelon Cyprinus Luciobarbus
Compuesto Grupo terapéutico H,0 Organo anguilla ramada carpio graellsi
(% frec.) (% frec.) (% frec.) (% frec.)
10,11-Dihidro-10- Metabolito 100,0 i i i i
hidroxicarbamazepina Carbamazepina
Cerebro - 66,6 33,3 33,3
Rifidén 100,0 66,6 66,6 100,0
Piel 33,3 100,0 66,6 100,0
Higado 33,3 100,0 66,6 100,0
Amantadina Tratamiento Parkinson 100,0 Pancreas - 100,0 100,0 100,0
Corazén - 100,0 66,6 -
Agallas 66,6 66,6 100,0 66,6
Musculo 66,6 33,3 66,6 -
Plasma - 33,3 - -
Amisulprida Psicoléptico 100,0 Rifion _ _ 333 -
Agallas - 33,3 - -
Rifién 33,3 - - -
Anfetamina Psicoanaléptico - Higado 66,6 - - -
Agallas 33,3 - - -
Benzoilecgonina Metabolito cocaina 100,0 - - - -
Cerebro - 33,3 33,3 -
Rifion 100,0 100,0 100,0 66,6
Piel 66,6 100,0 66,6 33,3
Higado 33,3 100,0 100,0 33,3
. Agente beta bloqueante
Bisoprolol 100,0 Pancreas 100,0 100,0 66,6 100,0
Corazdn 33,3 100,0 100,0 66,6
Agallas 100,0 66,6 66,6 66,6
Musculo 66,6 66,6 66,6 -
Plasma - 66,6 33,3 -
Cetirizina Antihistaminico 100,0 - - - -

Citalopram Psicoanaléptico 100,0 Piel 33,3 66,6 - -




Anguilla Chelon Cyprinus Luciobarbus
Compuesto Grupo terapéutico H,0 Organo anguilla ramada carpio graellsi
(% frec.) (% frec.) (% frec.) (% frec.)
Pancreas 66,6 66,6 33,3 -
Musculo - 66,6 - -
Cerebro - - - 33,3
Rifidén 33,3 33,3 33,3 33,3
. o Higado 33,3 66,6 - -
Clozapina Psicoléptico 100,0
Pancreas - 66,6 33,3 -
Corazon - 33,3 - -
Agallas - 33,3 33,3 -
Rifion 33,3 33,3 33,3 -
o Metabolito citalopram Piel 66,6 33,3 - -
Desmetilcitalopram 100,0 -
Higado - 33,3 - -
Pancreas - 66,6 - -
10,11-Dihidro-10- Metabolito 100.0
hidroxicarbamazepina Carbamazepina ’
Diclofenaco Anti-inflamatorio 100,0 - - - -
. ) Metabolito
Epoxicarbamazepina . 100,0 - - - -
Carbamazepina
Fentermina Supresor apetito - Piel - 33,3 - -
Fexofenadina Antihistaminico 100,0 - - - -
Antifungico
Fluconazol . 100,0 - - - -
dermatoldgico
Gemfibrozil Agente anti-lipidico 100,0 - - - -
Irbesartan Agente antihipertensivo 100,0 - - - -
Lincomicina Antibacterial 100,0 - - - -
Metanfetamina Psicoanaléptico 100,0 Piel - 33,3 - -
. Antibacterial
Metronidazol . o 100,0 - - - -
antiparasitario
Metilfenidato Psicoanaléptico - Bilis - - 33,3 -
O-Desmetilvenlafaxina Metabolito Venlafaxina 100,0 Plasma - 33,3 - -




Anguilla Chelon Cyprinus Luciobarbus
Compuesto Grupo terapéutico H,0 Organo anguilla ramada carpio graellsi
(% frec.) (% frec.) (% frec.) (% frec.)
Ofloxacina Antibacterial 100,0 - - - -
Rifion 33,3 100,0 - -
) o Piel 66,6 100,0 - -
Ondansetrén Antiemético - -
Higado - 66,6 - -
Pancreas - 66,6 - -
Cerebro - 33,3 33,3 33,3
Rifién 66,6 33,3 33,3 33,3
Piel 66,6 - - -
Quetiapina Psicoléptico 100,0 Higado - 66,6 - -
Pancreas 66,6 66,6 - 66,6
Corazon 33,3 33,3 - -
Agallas 33,3 - - -
Sulfatiazol Antibiotico 100,0 - - - -
Sulpirida Psicoléptico ansiolitico 100,0 - - - -
— - . Rifién - 66,6 - -
Telmisartan Agente antihipertensivo 100,0 -
Higado 66,6 33,3 - -
. Hipertensivoy s
Terazosin L. - Rifidn - - 33,3 -
prostético
. Obstruccion de vias
Teofilina . . 100,0 - - - -
respiratorias
Cerebro - 33,3 - -
. . Antibiotico de uso -
Tiamulina . - Piel - 66,6 - -
veterinario
Musculo - 33,3 - -
Tramadol Analgesico - RifioNn - 33,3 - -
Trazodona Psicoanaléptico - RifioNn 100,0 - - -




» Discusion de resultados de la distribucion de farmacos en el organismo de los peces

El efecto y la acumulacién de los farmacos en los peces, solo se produce si el farmaco es
capaz de atravesar la membrana biol6gica; es decir, si el farmaco se absorbe en el organismo,
por ejemplo, por las branquias, el intestino o la piel. Después de la absorcion, el farmaco
llegara al érgano objetivo a través de la circulacion de la sangre 2°281, En algunos casos, el
farmaco se metabolizara en el higado (u otros érganos) generando metabolitos de fase | y
fase Il. Después de la metabolizacion, los compuestos formados son excretados al intestino
delgado a través de la bilis y tal vez de las branquias y el intestino 104 106.280-281 'Fg nor ello
que, de cierta manera, la exposicién de la biota acuética a los farmacos se puede demostrar
y evaluar a través de la medicién de la concentracion interna de los farmacos en el organismo,
por ejemplo, en la sangre, musculo, o tejido adiposo. Como ya se comentd antes en la
introduccion (seccién 1.5), los farmacos y sus metabolitos pueden ser secretados en la bilis,
lo que resulta en concentraciones mas altas que las encontradas en el agua circundante 1"
282 Sin embargo, es importante tener conocimiento previo de los metabolitos que se forman,

para poder seguirlos.

Es importante determinar la distribucion de los farmacos en el interior de los peces con el
objetivo de entender el potencial toxicol6gico de los farmacos y la capacidad que tiene el
organismo de los peces para contrarrestar dicha toxicidad, ya sea por medio del metabolismo,
o la acumulacion directa del farmaco al interior del pez. Ya se han comentado algunos estudios
realizados anteriormente, en los cuales las hormonas afectan el comportamiento sexual y el
desarrollo evolutivo de los individuos. Aunque tambien se encuentra afectacion de otros
organos, como el cerebro y que por lo tanto requiere atencién al momento de analizarse; ya
gue los compuestos de la familia de antidepresivos actian directamente en el cerebro
afectando el comportamiento de los mismos. El estudio del higado de los peces es de alta
importancia sobre todo al momento de buscar compuestos nuevos o metabolitos, como
6rgano de accion detoxificante de los peces; y finalmente el musculo, sobretodo por el

consumo humano 4.

Los resultados de andlisis del agua del rio Llobregat, demuestran una alta carga de farmacos
que afectan a las especies que habitan en él. Teniendo en cuenta que el pH analizado fue de
8,2, se sabe que hay farmacos que tienen mayor efecto de acuerdo a su modo ionizado o
neutro, y que en la mayoria de los de los casos, la formas ionizadas o neutras son
dependientes del pH. Haciendo referencia a algunos farmacos encontrados en el rio, se ha
estudiado la sertralina (el farmaco que més frecuentemente se detecto en los tejidos de los

peces). Este antidepresivo afecta la tasa de supervivencia, crecimiento y alimentacién de los



peces (Pimephales promelas, para el caso del estudio) en un factor mas alto cuando el pH del
agua es 8,5 (similar a la del rio Llobregat), comparado con pH 7,5y 6,5 2%, Esta afectacion
esta directamente relacionada con las disociaciones de acidos y bases débiles, como los son
muchos farmacos, cuya actividad bioldgica se ve influenciada por el estado de ionizacién del
compuesto, que esta controlado por el pKa y el pH de la solucién. Con otro de los farmacos
hallados en el agua del rio Llobregat, la venlafaxina, también se ha demostrado que presenta
efectos sobre el comportamiento de los peces, a baja concentracién, dificultando la velocidad
de caza de sus presas 284, De hecho, si este compuesto se mezcla con la fluoxetina, se
presenta un efecto aditivo de los compuestos, como lo demostré Bisesi et al. 24, También se
ha reportado el efecto que tiene el citalopram, (de igual manera hallado en las aguas del rio
Llobregat), sobre el comportamiento de los peces #°. En general, los estudios demuestran
que las aguas cargadas de farmacos afectan el comportamiento de los peces como lo public
McCallum et al; 123, quienes en su estudio con aguas residuales analizando el comportamiento
de los peces, tambien detectaron varios de los farmacos que se encontraron en el presente
estudio sobre el rio Llobregat, como son carbamezapina, citalopram, diltiazem, oxazepam y

venlafaxina.

Por medio del andlisis cuantitativo, se detectaron 27 farmacos en el agua, de los cuales 13
son comunes con farmacos encontrados en los tejidos de los peces, y solamente dos
compuestos fueron hallados en los peces que no fueron hallados en el agua del rio. De los
compuestos con mayor concentracion en el agua, la cafeina, el metoprolol y el sotalol tambien
fueron hallados en los peces pero con concentraciones relativamente bajas (hasta 50 ng/g de

rifion, 150 ng /g de rifion, y 13 ng/g de agallas respectivamente).

En general, la deteccion de los farmacos en cada una de las especies, no parece tener una
frecuencia de acumulacion alta. De los 95 detecciones positivas de modo cuantitativo (Tablas
25-28), el 37 % de ellas fue detectado solo en uno de los individuos analizados. Tambien se
encuentran casos en que los farmacos solo se encuentran en un solo tejido, por ejemplo: en
la Anguilla anguilla, 7 de los 9 farmacos detectados, solo se encuentra en uno o dos tejidos (y
6 de ellos en solo un individuo); en el caso de la especie Chelon ramada, 5 de los 11 farmacos
se encuentran en uno o dos tejidos (y 3 de ellos en un solo individuo); en el caso de la especie
Cyprinus carpio 8 de los 10 farmacos detectados se encontraron Unicamente en un tejido (y 6
de ellos en un solo individuo), y finalmente en el caso de la especie Luciobarbus graellsi 4 de
los 5 farmacos detectados se encontraron en uno o dos tejidos (y con 4 casos en un solo

individuo).

Desde este punto de vista, se podria pensar que de los farmacos que se detectaron en los

peces del rio Llobregat, y que parecen acumularse son aquellos farmacos que se encontraron



solo en un tejido, pero en mas de un individuo, o los farmacos que se encontraron en mas de
un tejido. Los farmacos que cumplen con esos requisitos son la acridona, codeina, diltiazem,

fluoxetina, loratadina, sertralina, sotalol, y venlafaxina.

En el caso de la distribucion de los farmacos entre los diferentes tejidos, llama la atencion las
altas concentraciones de acridona en bilis de la Anguilla anguilla (Figura 24, Tabla 25); y que
se encontrd en la bilis de los 3 individuos. Siendo ademés el unico farmaco detectado en
cualquiera de las muestras de bilis analizadas. Otro caso particular de analizar son las
muestras de peces de Chelon ramada (Figura 25, Tabla 26). Esta especie present6 alta
frecuencia de acumulacién de farmacos en sus tejidos, donde a excepcion de la bilis, en cada
tejido se detectaron por lo menos dos farmacos diferentes, pero en algunos casos solo fueron
detectados en un solo individuo. Sin embargo, si pareciera haber acumulacion en 6rganos

como el cerebro, el corazon, el pancreas, la piel, el plasma y el rifion.

En el caso de Cyprinus carpio, Figura 26, Tabla 27, también hay una concordancia en la
acumulacién de méas de un farmaco en el cerebro, la piel, y los rifiones, que fueron los tejidos
donde se detectaron mas farmacos y en mas de un individuo. A pesar de ser los peces de
mayor tamafo capturados (51-53 cm de largo) y mayor peso (2420-3260 g), no parece haber
una gran cantidad de farmacos en su interior. Quizas se puede notar un mayor efecto de
dilucion en el cuerpo. Finalmente, en la especie Luciobarbus graellsi, Figura 27, Tabla 28,
tambien se podria hablar de la acumulacién de farmacos en el cerebro y en el rifion, donde

se detectaron mas de un farmaco, en mas de un individuo analizado.

La sertralina fue detectada y cuantificada en la mayoria de los érganos analizados de los
peces en todas las especies (excepto en la bilis) y con alta frecuencia. Este hecho podria estar
directamente conectado con hallazgos anteriores en nuestro grupo de investigacién, en donde
Aceiia et al. 28 realizando un andlisis de agua a lo largo del rio Llobregat, en varios puntos de
muestreo, Unicamente encontro sertralina en la Ultima zona, (la misma zona donde se ha
llevado a cabo este estudio) y con una frecuencia de deteccion del 87 % en las muestras

analizadas.

Por otro lado, como se describié en la presentacion de los resultados, se realizaron analisis
adicionales por medio de andlisis cualitativo, con una lista de compuestos sospechosos que
se presentd en el Capitulo 3, parte experimental, seccién 3.4.2 donde se incluyeron
compuestos relacionados con los metabolitos de diferentes farmacos, sobretodo los
relacionados con los antidepresivos. La busqueda de antidepresivos esta relacionada con
varios factores: i) como se observo en la introduccidén de esta tesis, los antidepresivos han

sufrido un notorio aumento en el consumo entre los paises de la OECD (Figura 1), y eso



también incluye el consumo en Espafia (Figura 2); ii) adicionalmente, por la alta frecuencia de
la deteccion de la sertralina en la mayoria de los érganos de los peces, hace pensar que otros
antidepresivos (y sus metabolitos) no tenidos en cuenta para el estudio por target screening,
pueden estar presentes en las muestras de los peces.

Los resultados obtenidos por andlisis cualitativo, se acercan mucho a lo hipotetizado con
respecto a la presencia de compuestos que acttan sobre el cerebro para el manejo de estados
animico, ansiedad y depresion, en general que actuan sobre el sistema nervioso central y la
actividad psiquica. Entre los compuestos que se hallaron por este analisis tanto en el agua
como en los 6rganos de los peces, que entran dentro de ésta categoria son la amisulprida,
citalopram, clozapina, desmetilcitalopram, metanfetamina, o-desmetilvenlafaxina, y la
gquetiapina. Adicionalmente se encontraron sustancias de la misma familia de farmacos
Unicamente en peces como son la trazodona, la anfetamina y el metilfenidato. Finalmente, la
sulpirida, tambien de la misma familia de compuestos antdepresivos, se encontré en el agua,

pero no en los peces.

En los resultados de la Tabla 29 se observa que el 45,5 % de los compuestos detectados
aplicando andlisis cualitativo, solo se encontraron en el agua, y el 21 % Unicamente en los
peces. En la misma Tabla 29 también se confirma que hay muchos farmacos que son
detectados con mayor frecuencia en diferentes 6rganos e incluso a través de las diferentes
especies, como son la amantadina, el bisoprolol, la clozapina y el desmetilcitalopram.
Utilizando el mismo criterio que se us6 con los farmacos detectados de forma cuantitativa;
(encontrarse solo en un tejido pero en mas de un individuo, o encontrarse en mas de un tejido),
los compuestos detectados de manera sospechosa que puede tener un tipo de acumulacion
en los peces son la amantadina, la anfetamina (solo en la especie Anguilla anguilla), el
bisoprolol, el citalopram y su metabolito la desmetilcitalopram, la clozapina, el ondasentron, la
quetiapina, el telmisartan, la tiamulina (solo en la especie Chelon ramada) y la trazodona (solo

en la especie Anguilla anguilla).

Analizando la acumulacién en los diferentes érganos que se detectaron los farmacos, se
puede decir que el rifion, la piel, el higado y el pancreas son los tejidos donde hay mas
probabilidad de encontrar diferentes compuestos acumulados, ya que estuvieron presentes
en la deteccion de mayor cantidad de farmacos durante el analisis de sospechosos (Tabla
29).

Los resultados antes mencionados se pueden comparar con la captacion de farmacos en los
distintos tejidos de los peces reportados en la literatura cientifica, como se muestra a

continuaciéon en la Tabla 30. En esta tabla, se hace una comparacion de los compuestos



distribuidos en diferentes 6rganos que se han reportado en publicaciones, y en comparacion
con el estudio realizado durante esta tesis doctoral. Adicional a eso, como punto de
confirmacion, se adiciona en cada compuesto, el valor de Library score generado por el
software durante el procesamiento, y el error de masa en ppm. Igualmente, en la tabla se
hacen comparaciones de las cuantificaciones tanto en agua como en cada uno de los tejidos
de los peces. Para el caso de las detecciones, se simboliza cada especie con un color
diferente (ver al final de la tabla 30). Como se observa en la Tabla 30 hay varias coincidencia
en farmacos reportados como carbamezapina, citalopram, diltiazem, metoprolol, sertralina,
telmisartan, tramadol, y venlafaxina.

Tabla 30. Comparacion de la distribucién de farmacos en diferentes 6rganos de los peces reportados en la
literatura, con el estudio en el rio Llobregat desarrollado en esta tesis.

. X, 3 Agua rio Llobregat Peces rio Llobregat
S . 59 Presenc ) Library
) i S g S S . Library .
Fdrmaco Matriz S I g 3 Ref. ia/ Presencia / score /
g = 9 B score / Error
5 S 3 Conc. (opm) Conc. (f) (ng/L) Error
Q
© <& (ng/L) (ppm)
10,11-Dihidro-10-
hidroxicarbamaze 4 100/0,7
pina
2-Hidroxi-
. Agallas (f) NR 57 152
carbamazepina
2-Hidroxi-
. Agallas (s) NR 243 152
carbamazepina
2-Hidroxi-
. Cerebro (f) NR 48 152
carbamazepina
2-Hidroxi-
. Cerebro (s) NR 218 152
carbamazepina
2-Hidroxi- .
. Higado (f) NR 107 152
carbamazepina
2-Hidroxi- .
. Higado (s) NR 335 152
carbamazepina
2-Hidroxi- .
. Intestino (f) NR 50 152
carbamazepina
2-Hidroxi- .
. Intestino (s) NR 221 152
carbamazepina
2-Hidroxi-
. Musculo (f) NR 69 152
carbamazepina
2-Hidroxi- ;
. Musculo (s) NR 283 152
carbamazepina
Acetaminofen Gonadas (s) <LOD 5 151 208 99/0,5
Acetaminofen Cerebro (f) 208 99/0,5 56 64/-1,6
Acido
. Agallas (f) 39 1 149
mefendmico
Acido
L. Cerebro (f) 39 1 149
mefendmico
Acido
. Higado (f) 39 20 149
mefendmico
Acido
Musculo (f) 39 0,1 149

mefendmico



. 3 Agua rio Llobregat Peces rio Llobregat
S . 59 Presenc ; Library
, . S g S 3 . Library i
Fdrmaco Matriz S I g 35 Ref. ia/ Presencia / score /
g 3 g E score / Error
S S X Conc. Conc. (f) (ng/L) Error
§] S 2 (ppm)
= (ng/L) (ppm)
Acido
o Plasma 39 1 149
mefendmico
Acid
e Rifidn (f) 39 7 149
mefendamico
Acido .
. Higado (f) NR 12 155
metoproldico
Acido
. Plasma NR 0,1 155
metoproldico
Acido
. 245 95/-0,3
Valsartanico
Acridona Bilis 16 79/-0,7 432 98/0,7
Amantadine Agallas (f) V4 90/0,5 JJSS  98/-02
Amantadine Cerebro (f) V4 90/0,5 W4 95/-0,6
Amantadine Higado (f) 4 90/0,5 WAV IV 4 99/-0,1
Amantadine Musculo (f) J 90/0,5 J J 99/0,9
Amantadine Plasma J 90/0,5 J 87/-0,6
Amantadine Rifion (f) V4 90/0,5 SIS 98/-09
Amantadine piel (f) v 90/0,5 SIS 95/-02
Amantadine Corazon (f) V4 90/0,5 V4 98/-0,4
Amantadine Pdncreas (f) < 90/0,5 W4 99/-0,5
Amilsuprida Agallas (f) V4 100/0,9 V4 97/0,5
Amilsuprida Rifion (f) V4 100/0,9 V4 98/-0,9
Anfetamina Agallas (f) 98/2
Anfetamina Higado (f) 98/-1,2
Anfetamina Rifion (f) 100/0,1
Atenolol Higado (f) NR 0,2 155
Azitromicina Higado (f) NR 4 155
Benzolecgonina Agallas (f) NR 2 154 ,/ 93/0,8
Benzolecgonina Higado (f) NR 1 154 ,/ 93/0,8
Benzolecgonina Musculo (f) NR 1 154 ,/ 93/0,8
Bezafibrato Agallas (f) 5 02 149 55 94/0,1
Bezafibrato Rifion (f) NR 12 155 55 94/0,1
Bisoprolol Rifidn (f) NR 14 155 V4 100/0,3 S 100/-01
Bisoprolol Agallas (f) 4 100/0,3 SIS 100/-03
Bisoprolol Cerebro (f) V4 100/0,3 v 100/0,9
Bisoprolol Higado (f) V4 100/0,3 S 100/0,1
Bisoprolol Mdsculo (f) v 100/0,3 a4 99/0
Bisoprolol Plasma Ve 100/0,3 V4 100/-0,9
Bisoprolol piel (f) v 100/0,3 S 100/01
Bisoprolol Corazon (f) v 100/0,3 S 100/-04
Bisoprolol Pdncreas (f) V4 100/0,3 S 100/-0,2
Bupropion Cerebro (f) NR 22 123
Bupropion Cerebro (s) 3 2 151
Bupropion Gonadas (f) NR 1 123

Bupropion Gonadas (s) 3 13 151
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S § E’ Conc. (opm) Conc. (f) (ng/l
= (ng/L) (ppm)
Bupropion Higado (f) NR 0,2 123
Bupropion Higado (s) 3 1 151
Bupropion Musculo (f) NR 0,2 123
Bupropion Musculo (s) 3 <LoQ 151
Bupropion Plasma NR 4 123
Cafeina Agallas (f) NR 7 154 1960 98/09
Cafeina Cerebro (f) NR 5 155 1960 98/0,9
Cafeina Cerebro (s) 279 151 1960 98/0,9
Cafeina Gonadas (s) 140 151 1960 98/0,9
Cafeina Higado (f) NR 3 155 1960 98/09
Cafeina Higado (f) NR 13 154 1960 98/0,9
Cafeina Higado (s) 1 870 151 1960 98/0,9
Cafeina Musculo (f) NR 6 154 1960 98/09
Cafeina Musculo (s) 1 61 151 1960 98/09
Cafeina Plasma NR 2 155 1960 98/0,9
Cafeina Rifion 1960 98/0,9 50 86/-0,6
Cafeina Piel 1960 98/0,9 5 96/0
Carbamazepina Agallas (f) 0,05 407 152 64 95/0,4
Carbamazepina Agallas (f) 43 0,1 149 64 95/0,4
Carbamazepina Agallas (s) 0,05 1731 152 64 95/04
Carbamazepina Cerebro (f) NR 2 155 64 95/04
Carbamazepina Cerebro (f) 0,05 701 152 64 95/0,4
Carbamazepina Cerebro (f) 43 0,1 149 64 95/0,4
Carbamazepina Cerebro (f) NR 1 123 64 95/04
Carbamazepina Cerebro (s) 0,05 3182 152 64 95/04
Carbamazepina Cerebro (s) 0,1 2 151 64 95/0,4
Carbamazepina Gonadas (f) NR 1 123 64 95/0,4
Carbamazepina Gonadas (s) 0,1 7 151 64 95/04
Carbamazepina Higado (f) 0,05 688 152 64 95/0,4 1 51/04
Carbamazepina Higado (f) 43 0,2 149 64 95/0,4 1 51/04
Carbamazepina Higado (f) NR 1 155 64 95/04 1 51/04
Carbamazepina Higado (s) 0,05 2154 152 64 95/04 1 51/04
Carbamazepina Intestino (f) 0,05 372 152 64 95/0,4
Carbamazepina Intestino (s) 0,05 1655 152 64 95/0,4
Carbamazepina Musculo (f) 0,05 430 152 64 95/04
Carbamazepina Musculo (f) 43 0,1 149 64 95/04
Carbamazepina Musculo (s) 0,05 1775 152 64 95/0,4
Carbamazepina Musculo (s) 0,1 4 151 64 95/04
Carbamazepina Plasma NR 0,3 155 64 95/04
Carbamazepina Plasma 43 0,1 149 64 95/0,4
Carbamazepina Rifion (f) NR 1 155 64 95/0,4
Carbamazepina Rifién (f) 43 0,2 149 64 95/0,4
Cetirizina Higado (f) NR 0,1 155 ,/ 98/0,7
Ciprofloxacina Cerebro (s) NR 36 151
Citalopram Cerebro (f) 260 2 153 J 100/0,9
Citalopram Cerebro (f) NR 5 155 J 100/0,9
Citalopram Cerebro (s) 3 151 J 100/0,9
Citalopram Gonadas (s) 2 151 J 100/0,9
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S § E’ Conc. (opm) Conc. (f) (ng/l
= (ng/L) (ppm)
Citalopram Higado (f) 01 31 88 J 100/0,9
Citalopram Higado (f) 260 12 153 J 100/0,9
Citalopram Higado (f) NR 3 155 J 100/0,9
Citalopram Higado (s) 3 4 151 J 100/0,9
Citalopram Mdsculo (f) NR 1 155 Ve 100/0,9 Ve 91/0,5
Citalopram Musculo (s) 3 0,4 151 Ve 100/0,9 Ve 91/0,5
Citalopram Plasma NR 0,2 155 ,/ 100/0,9
Citalopram Plasma NR 8 123 ,/ 100/0,9
Citalopram Rifion (f) 0,1 110 88 ,/ 100/0,9
Citalopram Rifion (f) NR 5 155 ,/ 100/0,9
Citalopram Piel (f) ,/ 100/0,9 J 100/0,3
Citalopram Pancreas (f) J 100/0,9 J J 100/0
Claritromicina Musculo (f) NR 0,1 155 57 99/0,6
Claritromicina Plasma NR 0,1 155 57 99/0,6
Claritromicina Rifion (f) NR 0,6 155 57 99/0,6 4 94/-1,2
Claritromicina Pancreas (f) 57 99/0,6 4 94 /-0,1
Clindamicina Higado (f) NR 0,1 155
Clindamicina Plasma NR 0,1 155
Clindamicina Rifién (f) NR 0,6 155
Clomipramina Higado (f) <LoQ 1 88
Clomipramina Higado (f) NR 0,2 155
Clomipramina Rifion (f) <LoQ 2 88
Clomipramina Rifién (f) NR 04 155
Clotrimazol Cerebro (f) NR 7 123
Clotrimazol Higado (f) NR 1 123
Clozapina Agallas () V4 91/-0,9 V4 83/-1
Clozapina Cerebro (f) V4 91/-0,9 Ve 89/-0,2
Clozapina Higado (f) 4 91/-0,9 4 95/0,1
Clozapina Rifion (f) v 91/-0,9 S 99/1
Clozapina Corazon (f) V4 91/-0,9 V4 91/-0,6
Clozapina Pdncreas (f) V4 91/-0,9 v 100/0,2
Codeina Pancreas (f) 58 100/ 1 2 99/0,8
Codeina Plasma 58 100/ 1 <LoQ 70/-0,5
Crotamiton Agallas (f) 641 2 149
Crotamiton Higado (f) 641 4 149
Crotamiton Plasma 641 2 149
Crotamiton Rifion (f) 641 3 149
Ciij;iz; Rifién (f) 4 94/-1,3 W4 98/-0,1
cl/)tzs/:;z:n Piel (f) 4 94/-1,3 4 93/3,2
Desmetil Pdncreas (f) 4 94/-1,3 4 98/-0,8

citalopram

Diazepam Piel (f) 238 100/-0,6

W

57/-1,5
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Diclofenaco Agallas (f) 132 5 149 J 100/-1
Diclofenaco Cerebro (f) 132 149 J 100/-1
Diclofenaco Higado (f) 132 3 149 J 100/-1
Diclofenaco Musculo (f) 132 0,5 149 J 100/-1
Diclofenaco Plasma NR 2 155 J 100/ -1
Diclofenaco Plasma 132 2 149 J 100/ -1
Diclofenaco Rifion (f) NR 6 155 ,/ 100/ -1
Diclofenaco Rifion (f) 132 2 149 ,/ 100/ -1
Difenhidramina Agallas (f) 670 3 149
Difenhidramina Cerebro (f) 670 8 149
Difenhidramina Cerebro (f) NR 26 123
Difenhidramina Cerebro (s) 12 7 151
Difenhidramina Gonadas (f) NR 8 123
Difenhidramina Gonadas (s) 12 2 151
Difenhidramina Higado (f) 670 20 149
Difenhidramina Higado (f) NR 2 123
Difenhidramina Higado (s) 12 4 151
Difenhidramina Musculo (f) 670 0,7 149
Difenhidramina Musculo (f) NR 1 123
Difenhidramina Musculo (s) 12 05 151
Difenhidramina Plasma 670 2 149
Difenhidramina Plasma NR 15 123
Difenhidramina Rifién (f) 670 59 149
Diltiazem Agallas (f) 38 0,1 149 24 95/0,9
Diltiazem Cerebro (f) 38 0,2 149 24 95/0,9 1 84/-0,3
Diltiazem Cerebro (f) NR 1 123 24 95/0,9 1 84/-0,3
Diltiazem Corazon (f) 24 95/0,9 2 91/0,1
Diltiazem Gonadas (f) NR 1 123 24 95/0,9
Diltiazem Higado (f) 38 0,5 149 24 95/0,9 4 98/0,2
Diltiazem Higado (f) NR 1 123 24 95/0,9 4 98/0,2
Diltiazem Musculo (f) 38 0,1 149 24 95/0,9
Diltiazem Musculo (f) NR 0,7 123 24 95/0,9
Diltiazem Pancreas (f) 24 95/0,9 4 95/0,6
Diltiazem Plasma 38 0,1 149 24 95/0,9 1 94/0,8
Diltiazem Plasma NR 1 123 24 95/0,9 1 94/0,8
Diltiazem Rifion (f) 38 2 149 24 95/0,9 3 96/0,7
Donepezil Gonadas (f) NR 05 123
Donepezil Plasma NR 4 123
Donepezil Rifién (f) NR 0,3 155
Epoxi- Agallas (f) NR 41 152 4 99/0,9
carbamazepina
Epoxi- Agallas (s) NR 175 152 4 99/0,9
carbamazepina
Epoxi- , Mudsculo () NR 60 152 4 99/0,9
carbamazepina
Epox- Mdsculo (s) NR 246 152 4 99/0,9

carbamazepina
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Epoxi- Rifion (f) NR 0,2 155 4 99/0,9
carbamazepina
Eritromicina Agallas (f) NR 2 154 21 99/0,7
Eritromicina Gonadas (s) 0,1 29 151 21 99/0,7
Eritromicina Higado (f) NR 6 154 21 99/0,7
Eritromicina Higado (s) 0,1 47 151 21 99/0,7
Eritromicina Musculo (f) NR 2 154 21 99/0,7
Eritromicina Musculo (s) 0,1 3 151 21 99/0,7
Fenitoina
(dilantin) Cerebro (s) 0,1 17 151
Fenitoina
o Gonadas (s) 0,1 0,4 151
(dilantin)
Fenitoina ,
o Musculo (s) 0,1 1 151
(dilantin)
Fentermina Piel (f) J 99/-0,3
Fexofenadina J 98/0
Flecainida Gonadas (f) NR 0,2 123
Flecainida Musculo (f) NR 0,2 123
Flecainida Plasma NR 0,2 123
Fluconazole J 100/ 1,1
Fluoxetina Plasma 2 95/0,4
Fluoxetina Cerebro (f) 5 96/0,3
Fluoxetina Rifion (f) 23 95/-0,8
Fluoxetina Piel (f) 6 99/0
Fluoxetina Pancreas (f) 38 90/-1
Fluoxetina Agallas (f) 7 95/0,9
Gemfibrozil J 82/-0,5
Haloperidol Agallas (f) 2 0,3 149
Haloperidol Cerebro (f) 2 0,3 149
Haloperidol Higado (f) 2 7 149
Haloperidol Higado (f) <L0Q 5 88
Haloperidol Higado (f) NR 2 155
Haloperidol Musculo (f) 2 0,1 149
Haloperidol Plasma 2 0,04 149
Haloperidol Rifion (f) <L0Q 9 88
Haloperidol Rifion (f) 2 1 149
Hidroxicina Higado (f) <LoQ 1 88
Hidroxicina Rifion (f) <L0Q 0,3 88
Ibuprofeno Agallas (f) 250 101 138
Ibuprofeno Higado (f) 250 114 138
Ibuprofeno Musculo (f) 250 21 138
Ibuprofeno Plasma (f) 250 315 138
Ibuprofeno Rifion (f) 250 142 138
Indometacina Agallas (f) 154 21 149
Indometacina Cerebro (f) 154 2 149
Indometacina Higado (f) 154 5 149
Indometacina Musculo (f) 154 1 149
Indometacina Plasma 154 5 149
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Indometacina Rifién (f) 154 11 149
lopamidol Cerebro (s) 2 1058 151
lopamidol Gonadas (s) 2 750 151
Irbesartan J 88/-0,2
Ketamina 16 87/04
Ketoprofeno Corazon (f) 380 99/0,5
Levamisol Higado (f) NR 0,2 155
Levamisol Rifién (f) NR 11 155
Levomepromazina Higado (f) <LoQ 11 88
Levomepromazina Rifion (f) <LoQ 8 88
Lincomicina ,/ 95/1
Loperamida Higado (f) NR 2 155
Loratadina Cerebro (f) 3 88/0,9
Loratadina Rifion (f) 3 78/0,7
Loratadina Corazon (f) 1 76 /-0,5
Loratadina Plasma 1 89/-29
Loratadina Pancreas (f) 1 70/5,6
Lorazepam 56 99/0,6
Metanfetamina Piel (f) V4 100/0,4 V4 97/-0,3
Metilfenidato Bilis ,/ 97/-1,9
Metformina Higado (s) 6 1,5 151
Metoprolol Higado (f) NR 0,4 155 1949 100/0,7
Metoprolol Corazon (f) 1949 100/0,7 1 89/-52
Metoprolol Plasma NR 0,1 155 1949 100/0,7
Metoprolol Rifién (f) NR 0,5 155 1949 100/0,7 105 99/-0,5
Metoprolol Piel (f) 1949 100/0,7 14 75/0
Metronidazol J 100/0,8
Mianserina Rifion (f) 0,01 4 88
Mianserina Rifién (f) NR 14 155
Midazolam 6 81/0
Mirtazapina Cerebro (f) NR 1 155
Mirtazapina Higado (f) 0,03 5 88
Mirtazapina Higado (f) NR 0,3 155
Mirtazapina Rifion (f) 0,03 95 88
Mirtazapina Rifién (f) NR 03 155
N-
Desmetilcitalopra Cerebro (f) NR 1 155
m
N-
Desmetilcitalopra Musculo (f) NR 0,3 155
m
N_
Desmetilcitalopra Plasma NR 0,1 155
m
Norfluoxetina Agallas (f) NR 3 154
Norfluoxetina Cerebro (s) 0,3 34 151
Norfluoxetina Gonadas (s) 0,3 13 151
Norfluoxetina Higado (f) NR 9 154



. x 3 Agua rio Llobregat Peces rio Llobregat
S . S 9 Presenc ; Library
Fdrmaco Matriz 3 § E ° Ref. ia/ Library Presencia / score /
g 2 G & ' score / Error . 1) S
S § E’ Conc. (opm) Conc. (f) (ng/l
= (ng/L) (ppm)
Norfluoxetina Musculo (f) NR 4 154
Norfluoxetina Musculo (s) 0,3 2 151
Norsertralina Cerebro (f) NR 25 155
Norsertralina Cerebro (f) Bld 45 149
Norsertralina Cerebro (s) 0,4 400 151
Norsertralina Gonadas (s) 0,4 42 151
Norsertralina Higado (f) Bld 54 149
Norsertralina Higado (s) 0,4 647 151
Norsertralina Musculo (f) <LOD 12 149
Norsertralina Musculo (s) 0,4 66 151
Norsertralina Plasma Bld 3 149
Norsertralina Rifién (f) Bld 62 149
O_
desmetilvenlafaxi Higado (f) NR 0,7 155 ‘/ 96/0,9
na
O_
desmetilvenlafaxi Plasma NR 0,2 155 4 96/0,9 4 96/-0,3
na
O_
desmetilvenlafaxi Rifién (f) NR 2 155 ‘/ 96/0,9
na
Ofloxacina Ve 98/0,5
Ondansetron Rifion (f) J 97/0
Ondansetrén Piel (f) J 97/0,1
Ondansetrén Higado (f) J 97/01
Ondansetron Pdncreas (f) J 97/0,9
Orfenadrina Higado (f) NR 0,3 155
Oxazepam 85 99/0,7
Oxcarbazepina 293 100/0,5
Paroxetina Higado (f) <L0Q 3 88
Paroxetina Rifion (f) <LoQ 10 88
Propifenazona 4 88/-0,5
Quetiapina Agallas (f) J 98/1 78/0,7
Quetiapina Cerebro (f) v 98/1 WAV Vs 98/-0,3
Quetiapina Higado (f) Ve 98/1 Ve 97/0,3
Quetiapina Rifion (f) Ve 98/1 S 100/05
Quetiapina Piel (f) Ve 98/1 60/2,6
Quetiapina Corazon (f) J 98/1 J 94/-1,3
Quetiapina Pdncreas (f) J 98/1 ‘/ ‘/ 100/-0,4
Sertralina Cerebro (s) 1 17 151 8 97/0,4 385 100/-0,5
Sertralina Corazon (f) 8 97/04 143 100/0,1
Sertralina Gdnadas (s) 1 7 151 8 97/0,4
Sertralina Higado (f) 17 8 149 8 97/0,4 1236 98/2,4
Sertralina Higado (f) 0,01 24 88 8 97/04 1236 98/2,4
Sertralina Higado (f) 53 4 153 8 97/04 1236 98/2,4
Sertralina Higado (f) NR 1 155 8 97/0,4 1236 98/2,4
Sertralina Musculo (f) NR 0,2 155 8 97/04 87 100/-0,8
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Sertralina Musculo (f) 17 1 149 8 97/0,4 87 100/-0,8
Sertralina Pdncreas (f) 8 97/04 1604 100/-0,9
Sertralina Plasma 17 0,5 149 8 97/04 72 100/0,9
Sertralina Rifion (f) 0,01 44 s 8 97/0,4 957 100/-0,6
Sertralina Rifion (f) NR 1 155 8 97/0,4 957 100/-0,6
Sertralina Rifion (f) 17 24 149 8 97/0,4 957 100/-0,6
Sertralina Agallas (f) 8 97/04 448 100/-0,5
Sertralina Piel (f) 8 97/0,4 106 100/0,3
Sotalol Piel (f) 2447 99/0,8 5 95/-2,6
Sotalol Higado (f) 2447 99/0,8 8 98/-0,2
Sotalol Pancreas (f) 2447 99/0,8 3 94/-0,5
Sotalol Agallas (f) 2447 99/0,8 13 78/0,2
Sotalol Plasma) 2447 99/0,8 <LoQ 65/-58
Sulfametazina Higado (f) NR 0,1 155
Sulfametoxazol Agallas (f) NR 2 154 279 80/0,5
Sulfametoxazol Higado (f) NR 0,4 155 279 80/0,5
Sulfametoxazol Higado (f) NR 2 154 279 80/0,5
Sulfametoxazol Musculo (f) NR 2 154 279 80/0,5
Sulfatiazole Agallas (f) NR 2 154 V4 96/1
Sulfatiazole Higado (f) NR 2 154 ,/ 9%/1
Sulfatiazole Musculo (f) NR 2 154 ,/ 9%/1
Sulpirida V4 100/1,3
Telmisartan Higado (f) NR 2 155 ,/ 100/-0,8 ,/ 100/-0,1
Telmisartan Plasma NR 0,6 155 ,/ 100/-0,8
Telmisartan Rifion (f) NR 0,1 155 V4 100/-0,8 V4 100/0
Telmisartan Piel (f) V4 100/-0,8
Temazepam 92,5 100/0,1
Teofilina V4 87/0,9
Terazosin Rifién (f) J 100/0,2
Terbinafina Musculo (f) NR 0,1 155
Tiamulin Musculo (f) J 97/-0,7
Tiamulin piel (f) V4 100/0,3
Tiamulin Cerebro (f) J 93/0
Tramadol Cerebro ( 100 200 148
Tramadol Cerebro (f) NR 9 155
Tramadol Higado (f) 1,4 3 88
Tramadol Higado (f) NR 3 155
Tramadol Plasma NR 1 155
Tramadol Plasma 100 46 148
Tramadol Rifion (f) 1,4 88 Ve 100/-0,3
Tramadol Rifion (f) NR 155 J 100/-0,3
Trazodona Rifién (f) 100/0,1
Trimetoprima Agallas (f) NR 5 154 52 95/0,8 1 77/-0,7
Trimetoprima Corazon (f) 52 95/08 <LoQ 91/5,1
Trimetoprima Higado (f) NR 0,4 155 52 95/08
Trimetoprima Higado (f) NR 3 154 52 95/08
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Trimetoprima Musculo (f) NR 9 154 52 95/0,8
Trimetoprima Musculo (s) 0,7 0,7 151 52 95/0,8
Valsartan 1461 96/-0,6
Venlafaxina Agallas (f) 278 92/04 56 100/ 1,5
Venlafaxina Cerebro (f) 330 3 153 278 92/04 153 97/0,5
Venlafaxina Cerebro (f) NR 11 123 278 92/04 153 97/0,5
Venlafaxina Gonadas (f) NR 2 123 278 92/04
Venlafaxina Gonadas (s) 1 5 151 278 92/04
Venlafaxina Higado (f) NR 1 123 278 92/04 21 99/-0,9
Venlafaxina Higado (f) 0,2 2 88 278 92/04 21 99/-0,9
Venlafaxina Higado (f) 330 21 153 278 92/04 21 99/-0,9
Venlafaxina Higado (f) NR 1 155 278 92/04 21 99/-0,9
Venlafaxina Higado (s) 09 57 151 278 92/0,4 21 99/-0,9
Venlafaxina Musculo (f) NR 01 155 278 92/0,4 6 53/-0,7
Venlafaxina Musculo (f) NR 1 123 278 92/04 6 53/-0,7
Venlafaxina Musculo (s) 0,9 0,4 151 278 92/04 6 53/-0,7
Venlafaxina Plasma 330 3 153 278 92/0,4 44 97/0,4
Venlafaxina Plasma NR 0,2 155 278 92/04 44 97/0,4
Venlafaxina Plasma NR 3 123 278 92/04 44 97/0,4
Venlafaxina Rifion (f) 0,2 5 88 278 92/0,4 44 90/-0,5
Venlafaxina Rifion (f) NR 4 155 278 92/0,4 44 90/-0,5
Venlafaxina Piel (f) 278 92/04 27 86/-02
Venlafaxina Pdncreas (f) 278 92/04 33 92/-02
Venlafaxina Corazon (f) 278 92/04 49 92/-0,4
Verapamilo Higado (f) NR 0,2 155 18 99/0,9

NR. No reportado. LOD: Limite de deteccién. LOQ: Limite de cuantificacion. *Se toma el valor maximo reportado
en el estudio. (f): concentracion determinada en peso fresco. (s): concentracion determinada en peso seco.

: Detectado en agua; Detectado en la especie Anguilla anguilla; : Detectado en la especie Chelon
ramada; \/: Detectado en la especie Cyprinus carpio; : Detectado en la especie Luciobarbus graellsii.



Entre los resultados obtenidos, se puede decir la captacion por parte de los 6rganos que se
han referenciado como los mas probables a la acumulacién, concuerdan con algunas otras
publicaciones cientificas como los trabajos de Tanoue et al. %%, McCallum et al. 123, Arnok et
al. 1, Grabicova et al., **°, y Ondarza et al. ** donde se reportan uno o mas de los mismos
organos con mayor captacion de farmacos. Sin embargo, cabe resaltar que la bioacumulacion
especifica de los farmacos en cada uno de los 6rganos puede variar por razones como la
velocidad de difusién del farmaco a través del 6rgano, el area de la superficie de intercambio
y la biotransformacién o metabolismo del compuesto farmacéutico 267-28, Finalmente, se debe
recordar que la transferencia de farmacos hacia el interior del pez, se da por varias vias: a
través de la piel, la agallas, y la dieta. Por eso se encuentran notables variaciones en la
acumulacién de los farmacos a través de las especies: variabilidad en la dieta, edad, tamafio
151 y tambien el agua que los rodea, ya que se encuentran especies, como la Anguilla anguilla
gque es una especie gue mantiene en constante movimiento entre el agua del rio y el agua del

mar 2%,

Los resultados que presenta este estudio remarcan tambien la importancia del aporte de
farmacos por parte de las aguas residuales que llegan al rio Llobregat y que afectan
directamente la calidad de las aguas y del habitat de las especies de plantas y animales que
en él habitan. La presencia de un alto numero de farmacos de uso humano en las aguas
residuales y en el interior de los peces, resalta la necesidad de trabajar fuertemente en
politicas publicas en torno a la descontaminacion de aguas con dichos farmacos, al igual que
trabajar en la investigacion de los efectos de dichos farmacos en la biota que puedan alterar
el comportamiento de la especie y la biodiversidad, o generar problemas crénicos que puedan

trascender a través de las generaciones.



Conclusiones
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A través de la presente tesis doctoral, se han realizado diversos estudios de analisis
cualitativos y cuantitativos de farmacos en muestras bioldgicas de peces, que incluyeron la
validacién de métodos de extraccion, y el uso de un novedoso método de adquisicion de datos
por medio de espectrometria de masas de alta resolucion, con el método SWATH.

En el primer capitulo de la presente memoria, se realiz6 una introduccion amplia, donde se
expone un estado del arte acerca de la presencia ambiental de los farmacos de uso humano
y veterinario. Dicha revision bibliogréfica incluyé una discusion en torno a la evolucion y
transformacion que sufren los farmacos en las EDARs como son la remocién de las aguas,
(bio)transformacion, degradacion y/o su posible resistencia a cualquiera de los métodos
aplicados en las plantas de tratamiento. Aunque por el momento, las tecnologias aplicadas en
los procesos de tratamientos de aguas residuales no permiten la reducciéon completa de las
cargas de farmacos en las aguas, ya sea por mineralizacion, sorcién sobre lodos o
degradaciéon microbiolégica; la inclusién de nuevas tecnologias y tratamientos especializados
en dichos procesos reduciria sustancialmente el ingreso de contaminantes organicos de tipo
farmacéutico en las aguas receptoras de efluentes. Por ello, se debe mejorar la eliminacién y
(bio)transformacion de los compuestos en funcién del amplio rango de propiedades
fisicoquimicas de los farmacos y sus metabolitos, al igual que intensificar los trabajos y
esfuerzos para la implementacion de los procesos desde la escala de laboratorio a escala
real, para la reduccion de costos de las nuevas tecnologias.

Adicionalmente, en el primer capitulo se revisaron trabajos que se han venido realizando en
torno a la afectacion que esta sufriendo la biota acuatica por presencia de residuos
farmacéuticos en las aguas naturales. Se hace un resumen de los procesos para el andlisis
de muestras de peces haciendo énfasis en la purificacion de los extractos y se incluye un
apartado importante de la técnica analitica de espectrometria de masas. A partir de esto, se
plantean diversos objetivos en la tesis. Entre los que sobresalen la validacién de métodos
analiticos para la determinacién de farmacos en peces, y su respectiva aplicacion en diversos

tipos de muestras.

En el Capitulo 3, se presenta toda la parte experimental desarrollada en la tesis, y en el
Capitulo 4 se presentan todos los resultados desarrollados en la tesis y sus respectivas

discusiones. De los trabajos realizados, se destacan las siguientes conclusiones generales:

- La determinacion de contenido lipidico en matrices de peces realizada con diferentes
solventes, 0 mezclas de solventes, soportada con ultrasonido, puede llegar a tener variaciones

significativas. El uso de solventes de tipo alcohdlico como el metanol, puede aumentar el



contenido de material extraido, por presencia de coextractos de la matriz diferentes a los

lipidos.

- La extraccion de materiales componentes de la matriz, diferentes a los analitos varia en
funcion de la técnica de extraccion y de la naturaleza del solvente que se utilice. El uso de
técnicas de extraccibn menos agresivas como los QUEChERS extrae menos coextractos,
comparado con la técnica de ultrasonido. Adicional a eso, el metanol como solvente, resulta

ser mejor agente extractor de materia, comparada con el acetonitrilo.

- Larecuperacion y la variabilidad de los analitos por las técnicas de extraccién de ultrasonido
y QUEChERS son comparables, segun el primer trabajo validado. Sin embargo, la técnica de
QUECHhERS presenta ventajas en el menor uso de solventes que repercute en una técnica
mas ecoldgica y econdémica. La velocidad en la preparacién de muestras y menor contenido
de material coextraido también fueron beneficios al momento de seleccionar dicha técnica de

extraccion.

- El uso de filtros para separa el material particulado no siempre es aconsejable. El realizar
mas pasos en el proceso de extraccion de la muestra, conlleva a tener mas variabilidad en el
resultado final. Uno de los posibles motivos de la variabilidad esta en la perdida de analitos
durante el proceso. Se recomiendan otras maneras de subsanar la presencia de turbiedad o
color en el extracto final, sobretodo aquellas que no tengan interaccion directa con el analito
como por ejemplo la centrifugacién, sedimentacion o el descenso de la temperatura. En el
caso de esta tesis, se hizo uso de la centrifugacion para eliminar material particulado en el
extracto final, evitando el uso de filtros de PTFE que experimentalmente se comprobé que

podian retener algunos farmacos de interés en mas de un 30 %.

- La aplicacion de un método de purificacién de extractos en formato cartucho, como el HLB
Prime, o en formato de tipo dispersivo como PSA/C18, el EMR lipid removal, o el Zsep+ puede
llevar a tres diferentes escenarios cuando se analizan sus respectivo extractos por HRMS
como son: (i) no tener efecto en la mejora de la sefial del analito; (ii) mejorar la sefial del
analito como resultado de reduccién de coextractos presentes en el extracto de analisis; o (iii)
tener una sefial mas reducida como resultado de la perdida de los analitos (como sucede con
los filtros antes mencionados). Los tres escenarios son comunes cuando se desarrollan
métodos de andlisis multiresiduos que involucran diversidad de compuestos y con variables

caracteristicas fiscoquimicas.

- Sorbentes de tipo dispersivo (d-SPE) usados durante la purificacion del extracto parecen
resultar mas eficientes. De acuerdo a la bibliografia consultada, su efectividad esta

relacionada con el area de contacto entre el material adsorbente y el extracto. Adicionalmente,



de acuerdo a los trabajos realizados, la facilidad en el manejo y el ahorro en el tiempo durante
su uso, son factores importantes al momento de los analisis, por los cuales son una buena

eleccion para la purificacion de los extractos.

- El uso de dos tipos de matrices diferentes durante el primer método validado permitid
demostrar la variabilidad de las extracciones entre peces de especies diferentes, y
provenientes de diferentes origenes. Los peces de especie Salmo salar adquirido en un
mercado local de Barcelona, presentaba menor efecto matriz con respecto a peces Leuciscus
cephalus provenientes del rio Sava. Muy posiblemente, los peces adquiridos en el mercado
local, provenga de una piscifactoria, cuyas condiciones de produccion son controladas y los
peces de la especie Leuciscus cephalus, provenientes de rio natural, y que tienden a vivir en
las profundidades, o partes bajas de los rios, por lo que estan mucho mas expuestos a material
contaminante tanto del agua como de los sedimentos. Durante los procesos de extraccién de
los analitos, los contaminates también se extraen, y en muchos casos, los procesos de
purificacion del extracto no son suficientes para eliminarlos en su totalidad, por lo que estaran

presentes durante el analisis por HRMS.

- Durante el primer método validado, la matriz de Salmo salar pudo ser exitosamente validada
para 21 farmacos cuyo LOD fué inferior a 10 ng/g de matriz en peso seco para 17 compuestos,
y entre 10 y 25 ng/ g de matriz en peso seco para 4 compuestos. De la misma manera, la
matriz de Leuciscus cephalus pudo ser exitosamente validada para 19 compuestos cuyo LOD
fue inferior a 10 ng/g de matriz en peso seco para 13 compuestos, y por encima de 10 ng/g

de matriz en peso seco para 6 compuestos

- La reproducibilidad del método evaluado en el mismo dia (interday), y a lo largo de varios
dias (intraday) analizado en la matriz de Salmo salar usando el primer método validado tiene
variaciones de desviaciones relativas estandares (RSD) en los 3 niveles de concentraciéon
escogidos, inferiores al 25 % para todos los compuestos analizados. Por otro lado, la
reproducibilidad método evaluado en el mismo dia (interday), y a lo largo de varios dias
(intraday) analizado en la matriz de Leuciscus cephalus tiene variaciones de RSD inferiores
al 25 % en los 3 niveles de concentracién escogidos para la mayoria de los farmacos
validados. Sin embargo, se presentan compuestos con valores superiores al 25 % de RSD en

una o dos de las concentraciones validadas, pero no en las 3.

- Las curvas de calibracién de cada uno de los farmacos validados preparadas en cada una
de las matrices trabajadas, presentaron coeficientes de determinacion, r2, superiores a 0,99
para todos los farmacos en las dos matrices, exceptuando el acetaminofén (0,97) y

ketoprofeno (0,98) en la matriz de Leuciscus cephalus. Este valor de r? es un indicativo de la



buena respuesta lineal que presentan los compuestos en cada matriz al momento de su

cuantificacion por HRMS.

- La aplicacion de el primer método validado, permitio la determinacion de farmacos como el
acetaminofén y el propranolol en concentraciones de 24 y 80 ng/g en peso seco de dos
muestras tomadas de diferentes puntos del rio Adige, en Italia. Adicionalmente, en otros tres
puntos de muestreo, se detectaron acetaminofén, propranolol y venlafaxina por debajo del

limite de cuantificacion (LOQ).

- Durante el segundo método validado, la matriz de Leuciscus cephalus fué exitosamente
validada para 47 compuestos con limites de deteccién inferiores a 1,0 ng/g de pez en peso
fresco, con recuperaciones superiores al 60 % para 45 de ellos, y recuperaciones entre 40 y
60 % para los dos compuestos restantes, en los 3 niveles de concentraciones validados (5,
25, 50 ng/g de pez).

- La reproducibilidad del segundo método validado evaluado en el mismo dia (interday), y alo
largo de varios dias (intraday) tiene variaciones de RSD inferiores al 20 % para todos los
farmacos validados. Sin embargo, se presentan compuestos con valores superiores al 20 %

de RSD en una o dos de las concentraciones validadas, pero no en las 3.

- Las curvas de calibracién de cada uno de los farmacos validados en el segundo método,
presentaron r?, superiores a 0,99 para todos los farmacos validados, exceptuando el acido

mefenamico y la sulfadimetoxina (0,98).

- La aplicacion del segundo método validado, permitio la cuantificacién de farmacos en peces
del rio Adige de la siguiente manera: cafeina, diltiazem, furazolidona y sulfapiridina en
concentraciones hasta de 49 ng/g de pez en peso fresco. Adicionalmente, bezafibrato,
claritromicina, trimetoprim y verapamilo fueron detectados, pero con concentraciones por
debajo del LOQ. También fue posible la cuantificacion de diltiazem y verapamilo en
concentraciones hasta 5 ng/g de pez en peso fresco y debajo del LOQ respectivamente en
peces del rio Evrotas. En el caso de los peces del rio Llobregat, se logr6 la deteccion de
claritromicina y verapamilo en concentraciones debajo del LOQ. Finalmente se lograron
cuantificar farmacos en peces del rio Sava de la siguiente manera: cafeina, carbamazepina,
diltiazem, y verapamilo en concentraciones hasta de 69, 2, 6 y 35 ng/g de pez en peso fresco
respectivamente. Adicionalmente bezafibrato, claritromicina, y ketoprofeno fueron detectados,

pero con concentraciones debajo del LOQ.



- La aplicacion del segundo método validado, permitid la deteccién de benzoilecgonina,
cocaina, nicotina y ofloxacina por el método de suspect screening en peces del rio Sava,
Adige y Evrotas.

- En términos generales, los diferentes métodos validados presentan alta sensibilidad, alta
selectividad, reproducibilidad, versatilidad a la hora de analizar diferentes familias de
compuestos, ser relativamente rapidos y sencillos al momento de procesar las muestras y

relativamente econémicos.

- La adquisicion de espectrometria de masas con la tecnologia SWATH puedes ser
comparada con la adquisicion de expectros de masas usando QqQ, ya que el tamafio de las
ventanas de adquisicion, se podrian llegar a comparar a los equivalentes adquiridos usando
MRM. De la misma manera la tecnologia SWATH, fue aplicada como una herramienta
analitica efectiva que permite la deteccidén de analitos sin configuracion previa de la masa de

los iones precursores, masa de los fragmentos, tiempos de retencién o valores de energia.

- Una ventaja adicional de la adquisicion en SWATH, esta en que la obtencién de todos los
espectros MS/MS de todos los analitos estan disponibles para identificaciones de tipo
cualtitativo gracias al analisis retrospectivo que se puede desarrollar en cualquier momento

sin necesidad de reinyeccion de la muestra.

- En el andlisis de agua del rio Llobregat analizada en las cercanias de San Joan Despi, se
detectaron 27 de los 47 farmacos analizados por analisis direccionado en un rango entre 4 y
2500 ng/L. Entre los farmacos que se encuentran en mayor concentracion estan la cafeina,
metoprolol, sotalol y valsartan con concentraciones entre los 1500 y 2500 ng/L.
Adicionalmente, por andlisis de sospechosos se detectaron 26 compuestos extra, de los

cuales 15 se detectaron exclusivamente en el agua, y 11 en matrices del agua y de los peces.

- En el andlisis de los 6rganos internos de los peces de la especie Anguilla anguilla se
detectaron 9 farmacos por andlisis direccionado. La maxima concentracion fue calculada para
la acridona en bilis (432 ng/mL). El farmaco mas comunmente detectado fue la sertralina

detectada en todos los drganos, excepto en la bilis y el plasma.

- En el analisis de los 6rganos internos de los peces de la especie Chelon ramada se
detectaron 11 farmacos por andlisis direccionado. La méxima concentracion fue calculada
para la sertralina en pancreas (1604 ng/g) y en higado (1236 ng/g). Los farmacos mas

comunmente detectados fueron el diltiazem, la sertralina y la venlafaxina.



- En el analisis de los 6rganos internos de los peces de la especie Cyprinus carpio se
detectaron 10 farmacos por andlisis direccionado. La méxima concentracion fue calculada
para la sertralina en pancreas (1165 ng/g). El farmaco mas comunmente detectados fué la
sertralina detectada en todos los 6rganos, excepto en la bilis.

- En el analisis de los érganos internos de los peces de la especie Luciobarbus graellsi se
detectaron 5 farmacos por andlisis direccionado. La méxima concentracion fué calculada para
la sertralina en rifiones (428 ng/g). El farmaco mas comunmente detectados fue la sertralina

detectada en todos los 6ganos, excepto en la bilis

- Por medio del andlisis de sospechosos se detectaron anfetamina y trazodona en muestras
de Anguilla anguilla; fentermina, tiamulina y el tramadol en muestras de Chelon Ramada,;
terazosin en muestras de Cyprinus carpio, y ondasentron en muestras de Anguilla anguilla y

Chelon Ramada.

- La acumulacion de farmacos parece estar mas orientada hacia el rifion, la piel, el higado, el
cerebro y el pancreas, ya que fueron los érganos donde mas se detectaron compuestos de

tipo farmacéutico, metabolitos y drogas de abuso.
Como recomendaciones finales:

- Teniendo en cuenta el incremento del consumo de los farmacos que se ha demostrado en
la introduccion de esta tesis, y de la permanente deteccion de farmacos en el agua y la biota
que se ha confirmado igualmente en esta tesis, se requieren acciones por parte de los
gobiernos y politicas publicas para reducir o eliminar la descarga de este tipo de productos en
ambientes acuéaticos a fin de prevenir dafios ecolégicos, quizas irreversibles, sobre la fauna 'y
la flora que habita en dichas aguas. Urge implementar programas de mejora de las plantas de
tratamiento de aguas residuales para la remocion de farmacos, al igual que mejorar el control
sobre las descargas de aguas que contengan estos productos como, por ejemplo, de
hospitales, empresas, casas de produccion animal e industrias farmacéuticas. Finalmente, se
debe fortalecer el impulso a los programas que generen produccién de farmacos mas
efectivos con dosis mas bajas y controladas a fin de evitar la futura descarga en aguas

residuales.

- Se requieren mayores esfuerzos en seguir desarrollando técnicas de analisis de muestras
ambientales que sean coherentes con una conciencia ambiental, una quimica verde (green
chemistry) y ademads, segura para el analista. Desarrollos analiticos que tengan menos
material de desecho, menos consumo de disolvente toxico, y menos consumo de energia,

entre lo que se incluye menor tiempo de andlisis, deben ser promovidos méas efectivamente.



La tendencia a desarrollar métodos que requieran menos cantidad de material a analizar, es
decir, técnicas miniaturizadas de extraccion, soportadas por las nuevas tecnologias de
instrumentos analiticos muy rapidos y sensibles son ideales para cumplir con este objetivo.
Sin embargo, se espera que esas evoluciones en las técnicas de extraccion y analisis no
comprometan la calidad de la investigacion y la fiabilidad de los resultados obtenidos y
reportados, en terminos de precision, exactitud, y sensibilidad del método, con el fin de poder
seguir dando argumentos fuertes, reales y fiables a la hora de promover politicas publicas

medioambientales.
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