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Capitolo Primo

1. INTRODUZIONE
1.1 Background

Una nuova sostanza psicoattiva (in inglese New Psycoactive substances o
substance, comunemente abbreviate con [’acronimo NPS) ¢ definita
dall’Ufficio delle Nazioni Unite sulla Droga e sui Crimini (United Nation
Office on Drugs and Crime, UNODC) come una sostanza di abuso, sia in forma
pura che in preparazione, che non ¢ controllata dalla Convenzione Unica sui
Narcotici del 1961 o dalla Convenzione Unica sulle Sostanze Psicoattive del
1971, e che rappresenta un rischio per la salute pubblica paragonabile a quello
delle sostanze elencate nella Convenzione suddetta. Il termine “nuovo” non si
riferisce necessariamente a sostanze sintetizzate per la prima volta, ma piuttosto
alla loro apparizione nel mercato illegale come sostanze con effetto psicotropo
[1]. Infatti, alcune di esse iniziano ad entrare nel mercato illecito anche molti
anni dopo la pubblicazione della loro sintesi, come nel caso di possibili sostanze
farmacologicamente attive testate da industrie farmaceutiche come possibili
medicinali che non raggiungono il mercato per 1 troppi effetti collaterali o 1
pochi effetti farmacologici, ma vengono poi che vengono poi deviati verso il
mercato illegale o anche sostanze utilizzate come farmaci ma anche vendute

illegalmente per i loro effetti psicoattivi. Alcuni recenti esempi di quest’ultima



possibilita sono: la ketamina, largamente utilizzata in ambito medico come
anestetico e ad oggi abusata come allucinogeno dissociativo, analgesico o per
terapie veterinarie sin dagli anni ‘70, oppure gli oppioidi come ossicodone ¢
metadone che sono prescritti come coadiuvanti della terapia del dolore, ma
abusati come analgesico-narcotici. [2—4]

Secondo la Convenzione Unica sui narcotici del 1961, "il possesso, [’uso, il
commercio, la distribuzione, ['importazione, [’esportazione, la fabbricazione e
la produzione di sostanze stupefacenti sono consentiti limitatamente ai fini

b

medici e scientifici”. La Convenzione del 1971 stabilisce, in parte, gli stessi
concetti della Convenzione Unica del 1961, ma sancisce un controllo
internazionale meno rigoroso per le sostanze psicoattive. Le Convenzioni del
1961 e del 1971 hanno lo scopo di circoscrivere al campo medico e scientifico
I’uso di sostanze con potenziale d’abuso.[5]

Le NPS sono conosciute sul mercato nero con varie terminologie quali “sballi
legali”, “sali da bagno”, “prodotti chimici di ricerca” e “droghe sintetiche”.[1]
Nel 2020, i1l Sistema di Allerta precoce sulle NPS (Early Warning System,
European Monitoring Centre for Drug and Drugs Addiction, EMCDDA)
monitorava 830 NPS di cui 46 riportate per la prima volta. La maggior parte di

queste sostanze ¢ rappresentata da cannabinoidi e catinoni sintetici,

rispettivamente 209 e 156. [6]



Le principali classi di NPS esistenti comprendono: cannabinoidi sintetici,
feniletilamine,oppioidi, triptamine, benzodiazepine, piperazine,
arylalkilamine, aminoindani, derivati ed estratti di piante e funghi, piperidine,
pirrolidine e catinoni sintetici.[7]

I cannabinoidi sintetici sono un gruppo di potenti composti psicoattivi che
hanno la stessa capacita di legarsi ai recettori del tetraidrocannabinolo (THC).
Nel 2008 ¢ stato identificato il primo cannabinoide sintetico, i1 JWH-018.[8]

I nomi con 1 quali vengono venduti sul mercato sono Spice, K2 o Mr. Happy. I
principali effetti collaterali sono agitazione, irritabilita, confusione,
allucinazioni fino ad arrivare a convulsioni.[9] Come recentemente riportato da
Giorgetti et al. [10], dal 2019 si sono verificati 74 casi di morte per uso di
cannabinoidi sintetici, da soli o in associazione ad altre sostanze, riguardanti
vittime in un range di eta compreso tra 14 e 61 anni.

Le fenetilamine sono una classe di sostanze con potenti effetti allucinogeni
simili alle sostanze sotto il controllo internazionale, come I’LSD.[11] I nomi
piu utilizzati sono FLY per indicare 1 benzodifurani o DRAGONFLY. I
principali effetti collaterali includono agitazione, tachicardia, midriasi,
allucinazioni, convulsioni e scompensi renali ed epatici.[1]

Gli oppioidi sintetici sono narcotici analgesici con effetti simili agli oppioidi

naturali (come per esempio la morfina) e analoghi del fentanyl e nuovi



composti non fentanilici sono inclusi in questa classe.[11] Legandosi ai
recettori endogeni per gli oppioidi, producono un ampio spettro di effetti tra cui
estrema felicita, nausea, costipazione, sedazione e soppressione centrale della
respirazione, fino all’arresto respiratorio.[12] Gli oppioidi sintetici
rappresentano un alto rischio di intossicazione per gli abusatori a causa della
loro elevatissima potenza farmacologica. Infatti, bastano minime dosi per
produrre effetti anche letali e piccolissime quantita ponderali possono
corrispondere a migliaia di dosi. Tra il 2009 e il 2020 sono stati riportati 67
nuovi oppioidi sintetici inclusi 10 riportati nel 2020.[6]

Tra 1l 2017 e il 2020, numerosi sono 1 casi riportati in letteratura relativi a
decessi a seguito dell’assunzione di fentanili. In Europa, 1 casi di intossicazioni
fatali sono stati circa 250, la maggior parte riportati in Germania, Svezia e
Norvegia. Un solo caso ¢ stato riportato in Italia nel 2017 a seguito di
un’intossicazione fatale con ocfentanil. Gli effetti collaterali pit comuni sono
tachicardia, ipertensione, insufficienza renale, respiratoria e in alcuni casi
ipotermia. [13]

Le nuove benzodiazepine sono analoghi strutturali degli ansiolitici
prescrivibili, come diazepam ¢ alprazolam. Sono spesso vendute come versioni

contraffatte dei medicinali o come la loro versione “legale”.[6]



Sono una classe NPS fortemente controllata; infatti, nel 2019, sono stati
riportati 240 sequestri (circa il 5% dei sequestri totali di NPS). L’EMCDDA sta
attualmente monitorando 30 nuove benzodiazepine, di cui 1’80% ¢ stato
riportato per la prima volta tra il 2014 e 1l 2020. Gli effetti principali causati da
queste sostanze sono effetti ansiolitici e sedativi, rilassamento muscolare e
attivita anticonvulsiva .[14]

Le triptamine sono sostanze di origine naturale che vengono prodotte
endogenamente da diversi organismi, come piante, funghi e animali. Se assunte
hanno effetti psicoattivi allucinogeni. Le triptamine naturali includono anche
serotonina, melatonina e bufotenina.[1] Il nuovo sviluppo di queste sostanze ¢
associato a severe intossicazioni, alcune anche fatali. Infatti, casi di giovani
ragazzi ospedalizzati a seguito di un’intossicazione sono stati riportati in
letteratura. Allucinazioni e stato di agitazione sono stati spesso riportati come
segni dell’intossicazione. In molti casi la morte ¢ conseguenza dei
comportamenti irrazionali e pericolosi dovuti all’assunzione di tali sostanze,
piuttosto che di un’overdose.[15]

Le piperazine sono descritte come farmaci fallati, poiché alcuni di essi sono
stati valutati come potenziali agenti terapeutici ma mai portati sul mercato.
Sono vendute molto spesso come ecstasy e con altri nomi generici quali ‘pep

pills’ ‘social tonic’ o ‘party pills’. Le informazioni sugli effetti tossicologici



sono limitate. Esse agiscono come degli stimolanti con effetti dopaminergici,
noradrenergici e serotoninergici. Sono presenti anche numerosi casi fatali
associati alle piperazine presenti in Europa.[1].

Un altro gruppo di NPS apparse recentemente include sostanze simili alle
fenciclidine. Sono apparse sul mercato per la prima volta in Europa nel 2010.
Intossicazioni acute di PCP provocano effetti psicologici e comportamentali
tipo anormalita fisiologiche e neurologiche lievi. [1]

Le Kketamine sono derivate delle fenciclidine, ma controllate dalla
convenzione. Condividono con le fenciclidine il meccanismo d’azione,
mimando ’azione degli stessi neurotrasmettitori a livello del sistema nervoso
centrale. Sono generalmente venduti come ecstasy nei mercati illeciti. Gli
effetti collaterali pit comuni sono tachicardia ed alterazione della pressione
sanguigna.[1]

Un ampio gruppo ¢ rappresentato dalle cosiddette NPS naturali che possono
avere originale vegetale, fungina o animale, come ad esempio: khat, kratom e
Salvia Divinorum. Khat ¢ una pianta tipica del Corno D’Africa e della
Penisola Arabica. La masticazione di Khat ¢ usata tipicamente dalle comunita
che vivono in quelle aree. La consumazione di queste foglie provoca degli

effetti psicoattivi risultati dal rilascio di catinone e alcaloidi catini. Gli effetti
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collaterali sono quelli di euforia, ipertermia, anoressia, aumento della
respirazione, battito cardiaco e pressione sanguigna.[1]

Mitragyna speciosa Korth ¢ un grande albero presente nelle regioni tropicali e
sub tropicali del Sud Est Asiatico. Viene denominata in Thailand Kratom e
contiene numerosi alcaloidi. E’ uno stimolante del sistema nervoso centrale, a
basse dosi viene usato per contrastare la fatica durante numerose ore di lavoro,
mentre ad alte dosi ha un effetto sedativo e narcotico.[1]

La Salvia divinorum ¢ una pianta psicoattiva indigena delle aree forestali in
Oxaca, Messico. E stata originariamente utilizzata per pratiche religiose e scopi
medici. Viene venduta in semi o in foglie o sotto forma di estratto liquido. Studi
effettuati su animali dimostrano un basso livello di tossicita e un basso
potenziale di dipendenza.[1]

I catinoni sintetici sono derivati sintetici del catinone, alcaloide psicoattivo
della pianta Catha Edulis. Tre le altre, mefedrone, pentedrone e metilone fanno
parte di questa classe.[16] I catinoni sintetici provocano allucinazioni,
aggressioni, confusione, depressione e in alcuni casi, pensieri suicidi. Secondo
La Maida et al.[17] tra i1 2017 e il 2020, sono stati riportati in letteratura e nei
database del’EMCDDA.147 casi di morte dovuta all’assunzione di catinoni
sintetici. Tra questi, un caso di decesso ¢ avvenuto in Italia: un uomo di 40 anni

che aveva assunto 4-metiletiletinone. Generalmente queste NPS vengono
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prodotte in laboratori clandestini da parte di organizzazioni criminali che sono

in grado di cambiare il loro modus operandi per raggirare le leggi in vigore.

Tali cambiamenti risultano essere uno dei principali motivi alla base della

difficolta di controllo di questo fenomeno.[17]

1.2 La diffusione delle NPS

Ad oggi, il fenomeno delle NPS ha dimensione globale, riguardando 126 Paesi

di tutte le regioni del mondo che ogni anno riportano il ritrovamento di almeno

una molecola. Fino a dicembre 2020, il Sistema di Allerta Precoce
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Figura 1: Numero di droghe controllate a livello internazionale nel 2020 e NPS
identificate a livello globale, 2005-2020 (figura cumulativa), World Drug Report
2021, Booklet 2, Drug demand Drug supply

del’UNODC (Early Warning Advisory, UNODC EWA) ha ricevuto 1047

segnalazioni da parte dei governi, laboratori di tossicologia forense e dalle
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organizzazioni che fanno parte delle Nazioni Unite, un numero circa 3 volte
superiore rispetto al numero delle sostanze poste sotto il controllo
internazionale (Figura 1)[18].

Poiché le caratteristiche farmaco-tossicologiche di queste nuove sostanze non
sono sperimentalmente determinate con studi clinici controllati come accade
per le sostanze d’abuso classiche, 1 consumatori fanno da cavie dirette e spesso
diffondono le proprie esperienze in forum specializzati su internet, riportando
gli effetti percepiti sia positivi che negativi in maniera empirica. Cio che invece
non viene prontamente riportato sono le ospedalizzazioni dovute alle
intossicazioni acute ed eventuali decessi. Pertanto 1 consumatori di NPS non
sono realmente consapevoli delle conseguenze piu gravi dell’uso di queste
sostanze.[15,19-21] Le molecole di nuova sintesi, infatti, sono spesso analoghi
strutturali di molecole psicoattive gia conosciute che differiscono anche solo
per un gruppo funzionale. La nuova struttura molecolare permette talvolta di
eludere le restrizioni di legge, per cui tali sostanze al momento della loro uscita
sul mercato possono risultare legali. Questo quindi comporta la presenza di un
ampio numero di NPS, molto simili strutturalmente tra di loro che rende la loro
identificazione estremamente impegnativa da parte dei laboratori di
tossicologia.[1,11,22,23] A questo scopo, alcune nazioni quali Germania,

Australia, Regno Unito e Stati Uniti, ma anche I’Italia per alcune classi quali 1
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catinoni e i cannabinoidi sintetici e 1 fentanili hanno adottato delle leggi

cosiddette ‘leggi generiche’ o ‘leggi su molecole analoghe’ che permettono di

porre sotto il sistema di controllo nazionale tutte quelle sostanze che risultano

Number of NPS reported

13 2014 2015

Synthetic cannabinoid receptor agonists
W Classic hallucinogens

Stimulants

H Dissociatives
Sedatives/hypnotics

mSynthetic opioids

Figura 2: Numero di NPS riportate per la prima volta ogni anno a livello globale,

2009-2019, Early Warning Advisory sulle NPS, 2021

essere simili ad altre gia controllate, in termini di struttura chimica ed effetto .

[18,24]

Nel 2019, 541 sostanze differenti sono state segnalate e identificate dagli stati

membri dell’UNODC, di cui 71 identificate, per la prima volta (incluse 5 1 cui

effetti non sono stati determinati). (Figura 2)[18,25]
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A seguito dell’adozione di nuove legislazioni da parte degli Stati Membri
dell’UE, il numero di sostanze risulta essere in diminuzione rispetto alle 163
sostanze riportate nel 2013. E’ inoltre importante notare che, nonostante il
numero di NPS rimanga elevato, quest’ultime possono restare disponibili sul
mercato illegale solo per un breve periodo di tempo prima di scomparire [18].

Infatti, 230 NPS precedentemente riportate non sono state piu segnalate dal

2016. (Figura 3)[18]

The market for NPS is in
a constant state of flux

71 newly
identified NPS
in 2019
g 8o
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[ NPS on the
| ® | marketinzos |/ ®. |
/o
)| oz
o O’
230 NPS
not reported
since 2016

Figura 3: World Drug Report 2021, Booklet
2, Drug demand drug supply (United Nation
Pubblicati on sales, No E.21.X1L8.)
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Ci0 nonostante, la rapida comparsa di un elevato numero di NPS nel mercato
globale della droga risulta essere una sfida impegnativa per le politiche
antidroga.[7] Infatti, nel 2020 in Europa sono stati segnalati al’EWS circa
34800 sequestri da parte di forze dell’ordine, di cui piu di 0,9 tonnellate di

cannabinoidi e 0,7 tonnellate di catinoni. (Figura 4)[6]
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Figura 4: Sequestri di Nuove Sostanze Psicoattive segnalate al Sistema di Allerta precoce
Europeo: tendenze nel numero totale di sequestri (2008-18) e ripartizione del numero dei
sequestri per categoria (Unione Europea) nel 2018. EMCDDA. Trends and Development,
2021.
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Nel 2019, nel solo territorio Europeo sono stati riportati 5141 casi di morti per
overdose, che hanno coinvolto soggetti di un’eta compresa fra 15 e 64 anni di
cui il 77% composto da uomini. [6]

Nel 2020, il Sistema di Allerta precoce sulle NPS (Early Warning System,
EMCDDA) monitorava 830 NPS di cui 46 riportate per la prima volta.

Risulta importante notare che in Europa il picco di sostanze riportate per la
prima volta ¢ stato rilevato nel 2014(Figura 5). La maggior parte di queste
sostanze ¢ rappresentata da cannabinoidi e catinoni sintetici, rispettivamente
209 e 156 (Figura 6). Questo trend ¢ inoltre coerente anche a livello globale in
cui cannabinoidi e catinoni spiccano fra i gruppi di sostanze maggiormente

riportate tra il 2009 e 2019.[6,18]
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Figura 5: Numero di categorie di nuove sostanze psicoattive riportate all’Unione Europea

per la prima volta al Sistema di Allerta Precoce, 2005-2020, Fonte: Istituto Superiore di
Sanita
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1.3 1l controllo delle NPS

Tra gli anni ‘80 e anni ‘90 del ventesimo secolo c’¢ stato un aumento
sorprendente della popolarita e della richiesta di alcune droghe sintetiche
psicostimolanti. A seguito di ci0 1 governi hanno consentito la condivisione
delle informazioni su queste sostanze per poter rafforzare le leggi e la
cooperazione giudiziaria.[26]

Nel 1997, ¢ stato sviluppato I’EWS in recepimento della legislazione europea
conosciuta come Azione Congiunta sulle Nuove droghe sintetiche
(97/396/JHA). Tale sistema ¢ stato rafforzato nel 2005 dalla Decisione del
Consiglio Europeo 2005/387/JHA. Da novembre 2018 opera sotto il
Regolamento (EU) 2017/2101.[27]

L’EWS ¢ composto da una rete multidisciplinare di agenzie, che comprende
I’EMCDDA, 30 Sistemi Nazionali di Allerta Precoce (28 Stati membri dell'UE,
Turchia e Norvegia), I’Europol e le sue reti di contrasto, 'Agenzia Europea per
1 Medicinali (EMA), la Commissione Europea e altri partner. [ sistemi nazionali
e ’EWS stesso si basano sullo scambio di informazioni sulla caratterizzazione
chimica di nuove sostanze psicoattive da parte dei laboratori di tossicologia.
Principalmente, questi laboratori analizzano reperti provenienti da sequestri di
NPS da parte delle forze dell'ordine (come polizia, dogane e polizia di

frontiera), da avvelenamenti (come quelli da reparti di emergenza ospedaliera
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e indagini medico-legali sulla morte) e da campioni raccolti da persone che
utilizzano NPS e da acquisti di prova, ad esempio dai mercati online. Questo
approccio consente la raccolta e la comunicazione rapida allEMCDDA di
informazioni basate sugli eventi sulla comparsa e sui danni causati da NPS a

livello nazionale. [27]

1.4 Allerta Precoce, Valutazione e Misure di Controllo
Come stabilito dai testi legislativi sopracitati, 1 sistemi di nazionali ed
internazionali di allerta precoce sulle NPS si avvalgono di un flusso di lavoro
strutturato in 3 fasi successive basato sull’allerta rapida, sulla valutazione dei
rischi e sulle misure di controllo. La prima fase consiste nella segnalazione di
una sostanza sospettata come NPS da parte degli Stati Membri dell’EU
allEWS presso TEMCDDA, come notifica formale. Tale notifica include
informazioni chimico-analitiche sulle sostanze e informazioni sulle circostanze
in cui esse sono state rilevate. Sulla base delle informazioni comunicate
allEWS, 'EMCDDA produce un rapporto iniziale sulla sostanza, che specifica
tutte le informazioni fondamentali che descrivono la nuova sostanza segnalata,
se essa comporta rischi per la salute o sociali. I'Agenzia Europea per i
Medicinali (EMA), 1'Agenzia Europea per le sostanze chimiche (ECHA), il

Centro europeo per la prevenzione e il controllo delle malattie (ECDC) e

20



1'Autorita europea per la sicurezza alimentare (EFSA) collaborano alla stesura
della relazione iniziale, fornendo le informazioni e 1 dati.[27]

Sulla base del rapporto iniziale, la Commissione Europea puo adottare un atto
delegato per aggiungere la nuova sostanza psicoattiva nella definizione di droga
nell'Allegato del Quadro Decisionale del Comitato del 2004/757/JHA, a
condizione che la nuova sostanza psicoattiva sia un grave rischio per la salute
pubblica, che sara applicato anche dagli Stati Membri del’EWS. Gli Stati

Membri dell’UE metteranno in atto le leggi.[26]

1.5 Sistema Nazionale di Allerta Precoce (SNAP) In Italia
Nel 2009, I’Italia ha attivato il proprio sistema nazionale di allerta precoce
(SNAP) in risposta alla Decisione del Consiglio Europeo 2005/387/JHA.
Lo SNAP, facente parte della rete che coinvolge gli stati Membri dell’UE,
nasce con |’obiettivo di individuare tempestivamente fenomeni legati alla
comparsa di NPS sul territorio italiano che possano costituire un rischio per la
salute pubblica.[28]
A seguito della decisione del 1° giugno 2016 del Dipartimento per le politiche
antidroga (DPA), lo SNAP ¢ coordinato dal Centro Nazionale Dipendenze ¢
Doping (CNDD) dell’Istituto Superiore di Sanita (ISS). [22]

A partire dall’anno 2021 Lo SNAP ¢ composto da 5 unita operative, [22] :
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La Direzione Centrale per i Servizi Antidroga (DCSA) con funzione
di direzione delle Forze di Polizia

I1 Centro Antiveleni e Centro Nazionale di Informazione
Tossicologia-Istituti Clinici Scientifici di Pavia che coordina gli
aspetti clinico tossicologici

L’Unita di Ricerca di Tossicologia Forense del Dipartimento
S.A.LM.L.A.L dell’Universita La Sapienza di Roma, che si occupa
degli aspetti bio-tossicologici e analitici.

Dipartimento di Eccellenza di Ancona di Scienze Biomediche e
Sanita Pubblica

Centro Controllo Qualita e Rischio Chimico dell'Azienda Ospedaliera

Universitaria Policlinico "Paolo Giaccone" di Palermo -

Queste unita lavorano in modo coordinato, applicando a livello nazionale il

medesimo flusso di lavoro raccomandato dall’EMCDDA e sopra citato.

Il sistema si avvale della collaborazione del Reparto di Investigazioni

Scientifiche dei Carabinieri, Polizia Scientifica e Agenzia delle Dogane; inoltre

riceve informazioni anche da parte di organizzazioni che offrono servizi per le

dipendenze quali ad esempio comunita e strutture specializzate. Nel 2019 il

Sistema ha ricevuto 187 segnalazioni, 95 da parte delle forze dell’Ordine, 32
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dai Centri Collaborativi, 56 riguardanti le NPS e 4 avvertimenti riguardo le
sigarette elettroniche.[22]

Nel territorio italiano e da parte del’EMCDDA sono state rilevate 103
segnalazioni sulle NPS, di cui la maggior parte erano catinoni, oppioidi e

cannabinoidi sintetici (Figura 7).[22]

Catinoni [, 052
Alrro I 19,4
Cannabinoidi [ NNIG 1:5
Oppioidi N (3.6
Aricicloesilamina | NN .5
Indolalchilamine | R -5
Benzodiazepine | I 40
Fenetilamine | NN 49
Arilalchilamine [ 1,9
Piante [ 19
Piperazine [ 1.9
Pirrolidine [l 1,0

0 5 10 15 20 25 30
%

Figura 7: Prevalenza percentuale delle NPS segnalate allo SNAP; fonte: Istituto Superiore

di Sanita, anno 2019
Le organizzazioni partner dello SNAP hanno elaborato 15 comunicazioni
informative riguardanti 37 NPS circolanti nel territorio Nazionale, 13
comunicazioni sono state ricevute da parte del’EMCDDA inerenti a 59
sostanze appartenenti soprattutto alle classi di catinoni, cannabinoidi sintetici,
11 allerte sono state inviate dallo SNAP relative a 20 molecole appartenenti
alle classi sopracitate, 19 report sono stati inviati al’EMCDDA riguardanti

sostanze individuate per la prima volta in Italia o a seguito di sequestri,

intossicazioni e/o decessi e 2 report riassuntivi sull’attivita svolta sul territorio
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nazionale, che indicano tutte le 32 NPS circolanti in Italia. Tutti i dati sono stati

riportati nel 2020, riferiti all’anno 2019.[22] In figura 8§ ¢ riportato il numero

di centri collaborati in Italia nel 2021.

LOMBARDIA
EMILIA ROMAGNA
VENETO
LAZIO
PUGLIA
TOSCANA
PIEMONTE
MARCHE
CAMPANIA
SICILIA
LIGURIA
UMBRIA
TRENTINO ALTO-ADIGE
ABRUZZO
CALABRIA
SARDEGNA
VALLE D'AOSTA
FRIULI VENEZIA GIULIA
BASILICATA
MOLISE
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= SICILIA
= LIGURIA
= UMBRIA
= TRENTINO ALTO-ADIGE
" ABRUZZO
CALABRIA
SARDEGNA
= VALLE D'AOSTA
= FRIULI VENEZIA GIULIA
= BASILICATA
= MOLISE

Figura 8 Numero dei centri collaborativi in Italia. Fonte: Istituto Superiore di Sanita, anno

2021
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Capitolo secondo

2 CLASSI DI NUOVE SOSTANZE PSICOATTIVE:

2.1 1 catinoni sintetici

I catinoni sintetici rappresentano il secondo gruppo maggiormente presente sul
mercato di NPS spesso venduto nei mercati clandestini con il nome di sali da
bagno, fertilizzanti o prodotti di ricerca chimica o con nomi di fantasia come
Miaow, Fert, Bubbles. [16] La loro diffusione ¢ dovuta al fatto che al momento
dell’immissione sul mercato rappresentavano 1’alternativa legale ad altre
sostanze stimolanti illegali, come ad esempio amfetamina e cocaina [24].
Queste sostanze sono state inizialmente sviluppate per modifica chimica della
molecola del catinone, un alcaloide naturale presente in Catha Edulis
Forsk[29,30]. Tradizionalmente le foglie di Khat venivano masticate per via
dei suoi effetti psicoattivi in regioni quali Corno d’Africa, Yemen e il sud est
della Penisola Arabica.[31]

L’ incredibile aumento di intossicazioni acute e morti associate al consumo di
catinoni sintetici (in combinazione anche ad altre NPS) ha destato 1’attenzione
degli organi politici che hanno provveduto alla loro inclusione all’interno delle
Tabelle delle Sostanze Controllate dalla Convenzione sulle Sostanze
Psicoattive del 1971. Tra  queste, mefedrone, metilone e

metilendiossipirovalerone sono state inserite nel 2015; a-pirrolidinovalerone

25



(a-PVP) ¢ stato incluso nel 2016; 4’-metil-N-etiletcatinone, pentedrone e
etilone nel 2017, epilone nel 2019. Piu di recente, sono stati inseriti il 4’-
clorometcatinone,  N-etilexedrone e  a-pirrolidinoesanofenone  nel
2020.[32][29]

I catinoni possono essere considerati dei 3-cheto analoghi delle amfetamine con
le quali condividono la struttura ad eccezione di un gruppo funzionale

chetonico in posizione o della catena alchilica laterale del catinone (Figura

9).[33]

O

CH,

Figura 9 Confronto della struttura di un catinone naturale (a sinistra), un catinone sintetico (a destra)
e un’amfetamina (in basso)
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Numerose sono infatti le modificazioni strutturali che hanno portato alla

formazione di un ampio numero di catinoni sintetici.[29]

Le principali modificazioni riscontrate sono a livello dell’anello aromatico
(Figura 9, R4) con aggiunta di gruppi alogeni (fluoro, bromo, cloro) o
metilendiossi derivati, variazioni a livello della catena alchilica in a (Figura 9,
R3), e modifiche a livello dei sostituenti amminici formando varie sottoclassi
di N-derivati (metile, etile, pirrolidina..).[29,34]

Tali modificazioni permettono la classificazione dei catinoni sintetici in 4

gruppi principali:

Catinoni sintetici N-alchilati con o senza sostituenti nell’anello
aromatico. A questo gruppo appartiene etcatinone, efedrone, mefredone,
3,4’-metilmetcatinone.
- Catinoni sintetici N-pirrolidinici con sostituenti nell’anello aromatico.
Questo gruppo include 1 pirovaleroni, a-PVP etc.
- Catinoni 3,4’-metilenidiossi-N-alchilati. Alcuni esempi sono metilone,
etilone, butilone e pentilone..
- Catinoni 3,4’-metilendiossi-N-pirrolidinici, 1 quali possiedono sia la
frazione 3,4 -metilediossi che quella pirrolidinica.[34]
I catinoni sintetici agiscono come stimolanti del sistema nervoso centrale

attraverso un’interazione selettiva a livello cerebrale con 1 trasportatori della
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dopamina (DAT), serotonina (SERT) e noradrenalina (NET) provocando
un’inibizione della ricaptazione dei neurotrasmettori e conseguente aumento di
quest’ ultimi. Grazie alla loro analogie strutturali, i catinoni sintetici producono
una serie di effetti farmacologici simili a quelle delle amfetamine e
metanfetamine, quali ad esempio agitazione tachicardia, ipertensione, perdita
di coscienza e allucinazioni.[24,29,35,36].

Particolare attenzione hanno richiamato i catinoni sintetici pirrolidin-derivati
che possiedono una maggiore affinita per 1 DAT rispetto ad altre modificazioni
strutturali della frazione amminica come nel caso degli a-pirovaleroni, la cui
azione inibitoria verso 1 DAT ¢ 10 volte superiore a quella della cocaina,
provocando quindi un maggior effetto farmacologico e potenziale di abuso.
Secondo quanto riportato dal World Drug Report 2021, mefedrone e a-PVP
rappresentano le due sostanze piu trafficate, arrivando a ricoprire il 30%
rispetto a tutte le vendite del dark web, nel 2020. [18]

Tra 1l 2017 e il 2020, sono stati riportati circa 150 casi di morte relativi al
consumo di catinoni sintetici, sia da soli che in combinazione con altre droghe.
Inoltre, 3-fluoro-a-pirrolidinopentiofenone (3F-a-PVP), un analogo fluorurato
dell’a-PVP ha rappresentato il maggior numero di morti correlate a catinoni

sintetici in Svezia, nel 2018. [29].
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Considerando quindi 1 differenti effetti farmacologici scaturiti da piccole
modificazioni strutturali, lo studio del pattern metabolico di questa classe di
NPS risulta essere fondamentale non solo per la rapida identificazione di
biomarker specifici di consumo delle differenti classi di catinoni sintetici ma
anche per caratterizzare il profilo farmacocinetico e 1 potenziali effetti avversi.
[29,32,34,37-39]

Ad oggi, 1l profilo metabolico di alcuni pirrolidinofenoni tra cui o.-PHP, 4F-a-
PVP, 4CI1-PVP, PVS, 4-metossi-a-PVP, MDPV, a-PVP, o-
pirrolidinbutilfenoni ¢ gia stato caratterizzato.[34,37—40]

C10 nonostante, a causa quindi dell’elevato numero di catinoni che appaiono
sul mercato, il metabolismo di questi ultimi piu recentemente riportati rimane
sconosciuto, rappresentando quindi una notevole difficolta per le autorita che
hanno lo scopo di attuare misure di contrasto adeguate, attraverso specifici
metodi analitici per la quantificazione e identificazione della NPS e 1 suoi

metaboliti in fluidi biologici.[32]
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Capitolo Terzo

3 STUDIO DEL METABOLISMO DEL 3F-o-PVP

3.1 L’obiettivo dello studio

Considerata, quindi la cruciale importanza nell’individuazione di marker di
esposizione, ¢ stato studiato il profilo metabolico del 3F-a-PVP.

Ad oggi, ¢ stata sviluppata una vasta gamma di metodi sperimentali ed in silico
per lo studio del metabolismo attraverso differenti approcci, 1 quali se utilizzati
separatamente si focalizzano esclusivamente su aspetti specifici del
metabolismo trascurandone altri. [41]

I1 metodo applicato ed implementato in questo studio € stato recentemente
sviluppato per la valutazione del profilo metabolico di un analogo del fentanyl,
il B-fenilfentanyl. Il protocollo prevedeva I’incubazione della droga d’interesse
in epatociti umani, [’analisi con cromatografia liquida accoppiata a
spettrometria di massa ad alta risoluzione (LC-HRMS/MS), seguito da una fase
di analisi ed elaborazione dei dati strumentali attraverso un software
specializzato. L’innovativita del metodo ¢ 1l duplice approccio
targeted/untargeted, accompagnato da una predizione in silico dei
metaboliti.[42] Quest’ ultima si € rivelata un ottimo strumento per la predizione
del destino metabolico delle sostanze, la quale combinata con la fase in vitro

permette di ottenere una visione piu completa del processo metabolico,
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aumentare il numero dei metaboliti individuati, ma soprattutto di risparmiare
tempo e risorse in questo tipo di esperimenti. E importante quindi comprendere
il potenziale di entrambi le fasi in vitro ed in silico.[41]

In questo contesto, ¢ stato sviluppato un approccio multiplo della predizione in
silico per 'implementazione del collaudato protocollo sperimentale, basandosi
sull’utilizzo di 3 software con architettura e concettualizzazione differenti, con
I’obiettivo di valutare 1’applicabilita allo studio in vitro del metabolismo delle
3F-a-PVP.

Pertanto, lo studio del metabolismo del 3F-a-PVP ¢ stato condotto attraverso
I’incubazione di epatociti umani, 1’analisi strumentale con LC-HRMS e
I’analisi dei dati attraverso uno specifico workflow con 1’obiettivo di

individuare un possibile marker di consumo.

4 MATERIALI E METODI
4.1 Sostanze chimiche e reagenti
Gli standard puri di 3F-a-PVP e diclofenac sono stati ottenuti rispettivamente
da Cayman Chemical (Ann Harbor, MI, USA) e Sigma Aldrich (Milano, Italia).
Metanolo (di grado analitico LC-MS), acetonitrile, acqua e acido formico (di
grado analitico LC-MS) sono stati acquistati dall’azienda Carlo Erba

(Cornaredo, Italia).
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La soluzione metanolica standard ¢ stata preparata a partire dalla sostanza in
polvere ad una concentrazione finale di Img/ml e mantenuta a -20°C fino al
giorno dell’analisi.

I seguenti reagenti per 1’incubazione sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich:
William’s Medium E (WME), tampone buffer (acido 4-2-idrossietil-1-
piperazinil-etansolfonico) e L-glutammina. Il WME ¢ stato aggiunto di HEPES
e L-glutammina a una rispettiva concentrazione di 2 ¢ 20mmol/L(SWME). Le
soluzioni, precedentemente preparate, sono state mantenute a 4°C fino al giorno
dell’incubazione.

Il mezzo per lo scongelamento, il colorante Tripan blue allo 0,4% e un pool di
epatociti umani criopreservati (HEP) sono stati ottenuti da Lonza (Basel,

Svizzera).

4.2 Incubazione del 3F-a-PVP con epatociti
Secondo il protocollo, I’incubazione con la NPS d’interesse ¢ stata fatta in
contemporanea all’incubazione di diclofenac, utilizzato come controllo
positivo [42]. In aggiunta due controlli negativi sono stati impiegati per
escludere eventuali reazioni non metaboliche.
Il protocollo prevedeva le seguenti fasi: gli epatociti sono stati scongelati in un

bagno termostatico ad acqua a 37°C per circa 90-120 sec e sono stati versati
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delicatamente in una provetta di polipropilene conica da 50 mL contenente il
mezzo per lo scongelamento. Quindi, le cellule sono state centrifugate per 5
minuti a 50-100 g a temperatura ambiente e il surnatante ¢ stato eliminato e le
cellule sono state risospese in 50 mL di SWME.

Una seconda centrifugazione ¢ stata effettuata e le cellule sono state risospese
in 2 mL di SWME, procedendo quindi con la conta cellulare secondo il metodo
di colorazione per esclusione con il Tripan blue. Sulla base della vitalita delle
cellule ¢ stato aggiunto un volume adeguato di SWME per raggiungere una
concentrazione di 2x10° cellule vitali/mL.

Successivamente, sono stati aggiunti 250 pl di 3F-a-PVP metanolico a 250 pl
di sospensione contenente gli epatociti per procedere con I’incubazione.

Per effettuare 1’incubazione ¢ stato quindi utilizzato un incubatore (Argo Lab,
Capri Italia) a 37° e successivamente la reazione ¢ stata interrotta dopo Oh e 3h
con I’aggiunta di 500 pul di acetonitrile.

Terminata I’incubazione, 1’attivita metabolica ¢ stata valutata attraverso la
formazione in vitro dei due metaboliti caratteristici del diclofenac (4’-

idrossidiclofenac e diclofenac acil-B-D-glucuronato).
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4.3 Preparazione dei campioni

La preparazione del campione contenente gli epatociti incubati con le sostanze
d’interesse ¢ stata effettuata attraverso I’aggiunta dil00 pl di acetonitrile
seguita da una doppia centrifugazione a temperatura ambiente a 15,000 g per
10 minuti.

Successivamente il sopranatante ¢ stato portato a secco a 37° sotto flusso di
azoto e ricostituito con una miscela di fase mobile A e fase mobile B (MPA:
MPB 8:2 v/v). Infine, dopo aver trasferito la miscela in una vial, 10 pl di

campione sono stati iniettati nel sistema cromatografico.

4.4 Condizioni strumentali
Le analisi strumentali sono state effettuate con un DIONEX UltiMate 3000
cromatografo liquido accoppiato a un Q-Exactive Classic quadrupolo-Orbitrap
accoppiato a spettrometria di massa ad alta risoluzione con sorgente di
ionizzazione elettrospray riscaldata (HESI) della Thermo Scientific (Waltham,

MA, USA).
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4.4.1 Condizioni cromatografiche
Una colonna cromatografica bifenilica Kinetex (120x2.1 mm, 2um,
Phenomenex, Torrace, CA, USA) ¢ stata utilizzata per la separazione
cromatografica del 3F-a-PVP e dei suoi metaboliti. La fase mobile A era
composta da 0.1% di acido formico in acqua (MPA) e fase mobile B composta
da 0,1% acido formico in acetonitrile (MPB) ad un flusso di 0.4 mL/min. Il
gradiente cromatografico ¢ riportato in figura 10, 1 dettagli delle composizioni

delle fasi mobili nel gradiente cromatografico in figura 11

% i O %A

/ %

75 re.oo| 1 %C

%
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Figura 10: Gradiente cromatografico

La colonna ¢ stata mantenuta a 37+1°C, mentre 1’autocampionatore a 10+1°C.

Mo Time [mﬁ'f“‘;“] %B %C %D Curve
1 0.000 Run

2 0.000 0.400 2.0 0.0 0.0 5
3 2.000 0.400 2.0 0.0 0.0 5
4 14.000 0.400 25.0 0.0 0.0 5
5 16.000 0.400 §5.0 0.0 0.0 5
B 20.000 0.400 95.0 0.0 0.0 5
s 20,100 0.400 2.0 0.0 0.0 5
B8 24.000 0.400 2.0 0.0 0.0 5
9 New Row

10 24.000 Stop Run

Figura 11: Dettaglio della composizione delle fasi mobili nel gradiente
cromatografico
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4.4.2 Condizioni spettrometro di massa
Tutti 1 campioni sono stati analizzati sia in modalita di ionizzazione negativa
che in modalita di ionizzazione positiva con le seguenti impostazioni della
sorgente di ionizzazione (HESI):
e Voltaggio dello spray: 3.5 kV
e Flusso sheat gas: 50 a.u
e Flusso gas ausiliare: 10 a.u.;
e Temperatura del capillare: 300°C
e Temperatura del sistema di riscaldamento del gas ausiliare :300°C.
e Livello di radio frequenza della lente S-lente a 50 a.u.;
La calibrazione ¢ stata effettuata attraverso 1’uso di una soluzione calibrante
certificata prima dell’analisi strumentale dei campioni, sia modalita di
ionizzazione positiva che negativa. Inoltre, al fine di raggiungere una maggior
accuratezza sono state impostate le seguenti “lock masses” per la modalita
positiva: m/z 279.0933, 144.9821, 146.9803 e per la modalita negativa: m/z
265.1479, 162.9824, 248.9604.
Lo spettrometro di massa ¢ stato impostato per un acquisizione dal minuto 1 al
minuto 20 della corsa cromatografica in modalita full-scan HRMS
(FullMS)/data dependent MS/MS(ddMS?), dalla massa m/z 100 a m/z 650 con

una risoluzione di 70,000 all’ampiezza a mezza altezza del picco alla massa m/z
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200, mentre I’automatic gain control target(AGC) era 1x10° e il massimo
tempo di iniezione(IT) ¢ stato 200ms. I parametri della finestra di isolamento
del ddMS? erano: ACG target 2x10°, IT massimo 64 ms, finestra di isolamento
m/z 1.2 con una risoluzione di 17,500 ed un energia di collisione normalizzata
a step (NCE) corrispondente a 40, 70, 90 a.u. Un massimo di 5 scansioni
ddMS? sono state selezionate per ogni scansione FullMS scan, considerato
come riferimento la lista d’inclusione dei possibili metaboliti in base ai risultati
della predizione in silico e al confronto con 1 profili metabolici di catinoni
sintetici simili riportati in letteratura. (Sezione 3.5, Tabella 1)[25,32,37-39]

Gli ioni con un’intensitd superiore a 10%, non inclusi nella lista sopracitata
(Tabella 1), sono stati selezionati comunque dal ddMS? con un’esclusione
dinamica di 2.0 sec. In aggiunta, ¢ stata sviluppata anche una lista di esclusione
basata sulle masse piu rilevanti presenti ad un’elevata intensita, selezionate

durante I’iniezione del campione bianco di controllo (MPA: MPB 80:20 v/v%).

[M+H]" [M-H]
Trasformazione metabolica Formula Molecolare
(m/z) (m/z)

PARENT (3F-a-PVP) CisH20FNO 250.1602 248.1456

+2H CisH»nFNO 252.1758 250.1613
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Ci7H24FNO

C17H24FNO,

125.0397

126.1277

197.0972

4421872

346.1119

280.1707

264.1594

278.1187

213.0921

196.1132

296.1656

424.1966

328.1213

348.1275

426.1923

284.1656

573.2389

278.1915

294.1864

123.0252

124.1132

195.0827

440.1726

344.0973

278.1562

262.1449

276.1041

211.0776

194.0987

294.1511

422.1820

326.1068

346.1130

282.1511

571.2243

276.1769

292.1718

Tabella 1. Lista d’ inclusione per il ddMS’
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4.4.3 Predizione in silico dei metaboliti
La fase di predizione in silico del 3F-a-PVP ¢ stata condotta utilizzando 3

differenti software gratuiti disponibili online:

e BioTransformer [43]
o GloryX [44,45]

o EAWAG-PPS Pathway Prediction System [46].

BioTransformer(versione 1.0.0) ¢ un software di predizione del metabolismo
adatto a piccole molecole; utilizza un approccio basato su conoscenza acquisita
e sul machine-learning, disponibile gratuitamente su

https://bitbucket.org/djoumbou/biotransformerjar [43].

Il software consente la scelta fra due differenti opzioni “predizione del
metabolismo” e “identificazione der metaboliti”, le quali indicano
rispettivamente la predizione delle trasformazioni metaboliche a partire da un

dato composto o dei possibili metaboliti.

In aggiunta, il metabolismo poteva essere predetto sulla base di 7 ulteriori
opzioni: “CYP450”, “EC-BASED”, “Phase II”, “Gut Microbial” and
“Environmental Microbial”, “All human” e “SuperBio”. Queste ultime due

opzioni consentono un’esaustiva copertura del metabolismo nell’organismo
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umano. La molecola prescelta puo essere inserita sia come codice SMILES sia

come file SDF.

Il codice SMILES del 3F-a-PVP ¢ stato generato attraverso il programma
ChemSketch (versione freeware 2.1); le opzioni “predizione del metabolismo™
e “All Human” sono state selezionate come piu adeguate al nostro studio per

garantire una predizione piu approfondita del profilo metabolico della molecola

[43].

GloryX ¢ uno strumento per la scoperta di nuovi farmaci (NEERD), presente
su un portale web che permette la predizione dei siti del metabolismo(FAME)

e metaboliti(GLORY), disponibile gratuitamente su https://nerdd.zbh.uni-

hamburg.de/ [44,45].

Questo strumento ¢ una piattaforma in machine learning automatico che
permette la predizione del metabolismo. Lo strumento web integra la
predizione del metabolismo basato sul machine-learning, definendo una
classifica della struttura dei metaboliti di fase I e fase II.

La molecola d’interesse pud essere inserita sia come codice SMILES o
attraverso un plug-in fornito dal sito web. E possibile scegliere fra due opzioni
per la predizione del metabolismo: trasformazioni di “Fase I’ o di “Fase II”,
considerate insieme o separatamente. Ad ogni metabolita di fase I o fase II

predetto viene assegnato uno score che considera la probabilita che ogni
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reazione metabolica puo accadere in quel sito molecolare specifico, sulla base
delle regole del software. [44,45]

Tra 1 metaboliti predetti, quelli con uno score superiore a 0.30 sono stati
nuovamente inseriti per ottenere la seconda generazione di metaboliti
considerando in questo caso uno score combinato superiore a 0.25.

Infine, EAWAG-Pathway Prediction System (EAWAG-PPS) ¢ uno strumento

gratuito disponibile su https://eawag-bbd.ethz.ch/index.html. Questo software

consente la predizione verosimile della degradazione microbica di un composto
chimico.

EAWAG-PPS si basa su una libreria di trasformazioni metaboliche presente
all’interno di un database (EAWAG-BBD) [46].

Ci10 nonostante, nel totale delle reazioni metaboliche considerate sono incluse
anche comuni reazioni metaboliche.

Il software predice le trasformazioni sulla base di regole riportate sul database
delle reazioni di biocatalisi/biodegradazione di EAWAG e sulla mappatura
“atom-to-atom™ [46].

Attraverso il plugin Chemaxon’s MarvinSketch Java applets fornito dallo
strumento ¢ possibile sia generare il codice SMILES dopo aver disegnato la
struttura o scrivendolo direttamente. Per il nostro scopo sono state selezionate

le seguenti opzioni: “tutte le reazioni”, 3 livelli, 20 prodotti di reazione in un
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livello con 3+C’ atomi. Infine, viene definito uno score come trasformazione

probabile, molto probabile o neutrale sulla base della verosimiglianza aerobica.

4.4.4 Analisi ed elaborazione dei dati

L’analisi dei dati ¢ stata effettuata attraverso il software Compound Discover
(CD) (Thermo Scientific, version 3.2.0.421), applicando un workflow
precedentemente sviluppato con piccole modificazioni per adattarlo alle nostre
condizioni[42].

I dati grezzi sono stati quindi processati in base a un workflow composto da
diversi nodi, con un duplice approccio targeted/untargated.

La prima fase consiste nel processamento degli spettri, selezione e allineamento
dei tempi di ritenzione e rilevamento dei composti attesi € non attesi. Il nodo di
rilevamento dei composti attesi consente I’individuazione dei possibili
metaboliti generati dalle reazioni di fase I e fase II previste, e la loro

combinazione (Tabella 2)
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Reazioni di

fase 1

Disidratazione (-H2 +O =2)->

Desaturazione (-2H 2)->

Formazione di diidrodiolo (= +H2 +02)->
Idratazione (= +H2 +O)—>

Ossidazione (= +0)->

Dealogenazione ossidativa (-F 2 + H+ O)—>
Riduzione (= -2H)

Dealogenazione riduttiva (-F = + H)

Reazioni di

Acetilazione (-H 2 +C2 +H3 +0O)
Coniugazione con glucuronide (-H = +C6 +H9 +06)

fase I1
Coniugazione con glicina (-H -O - +C2 +H4 + N +02)
Coniugazione con GSH su fluoro (-F - +C10 +H16 +3N
+06 +S)
Coniugazione con GSH 2 (=+ C10 +H17 +N3 +06 +S)
Metilazione (-H —=>+C +H33)
Solfatazione (-H - +H +03 +S)

# Max 3

Dealchilazioni

# Max Fasel |2

# Max Fasel |5

ell

Toni [M+H]+1, [M-H]-1

Tabella 2: Parametri di impostazione di Compound Discoverer per la generazione della
lista di probabili metaboliti di 3F-a-PVP
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I metaboliti di fase I e fase II individuati come piu rilevanti sono stati inseriti
nella lista di inclusione (Tabella 1), in base anche alla predizione in silico e alla
letteratura[2,3,32,37-39].

Infine, 1 metaboliti rilevanti sono stati raggruppati € comparati con le librerie
mzCloud, ChemSpider and HighResNPS.

Il nodo dei composti non attesi consente il rilevamento dei composti con una
composizione elementare compresa in un range fra CH e
CooH190BR3CL4K,N 1 (NA,OsP3Ss. In aggiunta, parametri avanzati hanno
incluso i seguenti addotti: [M+FA-H]", [M+H]", [M+Na]", [M+K]", [M+NH;]",
[M+H-H,0]", [M-H-H0], [M-H], [M+Cl], [M-H] and [M-+HCOOH],
[M+NH,4]". Gli ioni [M+H]" and [M-H] sono stati usati come ioni base.
Successivamente gli spettri del ddMS? e le formule molecolari risultanti sono
state comparare con le librerie online sopra citate.

Infine, la lista dei composti ¢ stata filtrata per escludere risultati ridondanti e

successivamente selezionati manualmente dall’operatore.
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5 RISULTATI E DISCUSSIONE

5.1 Software di predizione in silico
Recentemente, 1 metodi di predizione in silico hanno destato una particolare
attenzione nell’ambito della descrizione dettagliata delle vie metaboliche come
potente strumento per integrare gli esperimenti in vitro gia consolidati[41,47].
Precisamente, il maggior vantaggio di questa metodologia ¢ rappresentato dalla
riduzione dei costi e del tempo richiesto per lo svolgimento degli esperimenti
di farmacocinetica di molecole non ancora caratterizzata.
Tuttavia, il campo della predizione in silico del metabolismo rappresenta un
campo ancora emergente della ricerca relativa al metabolismo delle sostanze,
la quale combinata agli esperimenti in vitro e ad analisi strumentali avanzate
consente una completa caratterizzazione metabolica e identificazione di
specifici metaboliti. [41]
Ad oggi, esistono un’ampia varieta di strumenti computazionali basati su
differenti approcci sviluppati per la predizione del metabolismo di farmaci, sia
in versione gratuita che in versione commerciale.[12,41,48,49]
Benche, uno specifico software per la predizione in silico del profilo
metabolico delle NPS non sia ancora stato sviluppato, alcuni software
commerciali hanno raggiunto risultati soddisfacenti nella caratterizzazione dei

processi metabolici di differenti catinoni sintetici. [38]
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I 3 software online gratuiti GloryX, BioTransformer e EAWAG-PPS sono stati
individuati come piu adeguati ad una rapida, chiara ed esaustiva
caratterizzazione metabolica del 3F-a-PVP, vista la loro applicazione anche in
altri studi di MetID e per la predizione di reazioni di
biodegradazione/biotrasformazione di altre NPS. [42,43,50-53]

Uno studio, inoltre, ha dimostrato che BioTransformer riportava risultati
soddisfacenti e coerenti con EAWAG-PPS per la predizione della degradazione
ambientale di farmaci e pesticidi in acque reflue. [53]

In totale, 57 metaboliti di fase I e fase Il sono stati predetti con 1’utilizzo de1 3
software di predizione in silico (Tabella 3)

Per la prima generazione dei metaboliti EAWAG-PPS, GloryX e
BioTransformer hanno predetto rispettivamente 3, 7 e 15 metaboliti. Per la
seconda generazione EAWAG-PPS ha predetto 4 metaboliti e 24 metaboliti
sono stati predetti da GloryX. Inoltre, GloryX ha predetto 9 metaboliti di fase
IT non predetti dagli altri software.

Benche nessuno dei metaboliti sia stato predetto da tutti e 3 1 software, una
buona parte ¢ stata predetta da almeno 2 software.

In particolare, le principali trasformazioni descritte da almeno 2 software sono
state le seguenti: N-dealchilazione (EAWAG-PPS, BioTransformer),

idrossilazione sulla frazione pirrolidinica, in posizione - € a- nella catena
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alchilica  (GloryX, BioTransformer), f-keto riduzione (GloryX,
BioTransformer) e idrossilazione aromatica in posizione meta e para (GloryX
¢ BioTransformer).

Le principali trasformazioni predette individualmente da EAWAG-PPS sono
state N-dealchilazione ossidativa, idrossilazione, ossidazione e [-keto
riduzione.

GloryX ¢ stato I’unico software ad aver predetto glucuronazione e solfatazione
come possibili trasformazioni metaboliche di fase II. BioTransformer ha
predetto altre reazioni di idrossilazione, epossidazione e saturazione.
Inaspettatamente, EAWAG-PPS e BioTransformer hanno riportato risultati
non completamente compatibili nonostante quanto riportato precedentemente
[43,53], mostrando una sovrapposizione dei metaboliti di prima generazione
pari al 66%. Inoltre, Biotransformer ha predetto 12 metaboliti in piu rispetto a
EAWAG-PPS.

EAWAG-PPS fornisce un codice della regola metabolitca che definisce il tipo
di reazione considerata e BioTransformer fornisce una descrizione dettagliata
della trasformazione e la tipologia di CYP coinvolta.

E importante notare che GloryX ¢ stato il software che ha predetto il maggior
numero di metaboliti incluse biotrasformazioni non inserite all’interno della

lista d’inclusione, sulla base del punteggio applicato al nostro studio.
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GloryX ¢ EAWAG-PPS non hanno alcun metabolita in comune. Su 39
metaboliti predetti da GloryX, solo 6 metaboliti sono stati predetti anche da
BioTransformer.

Considerando studi in vitro precedenti sui pirovaleroni, si nota come le
trasformazioni piu frequenti siano idrossilazione, 3 keto-riduzione, ossidazione
¢ N-dealchilazione[37-39]

Su un totale di 11 metaboliti identificati, 6 metaboliti (M4, M6, M7, M8, M10,
M11) sono stati predetti dai software di predizione in silico, dimostrando che
specifici sistemi di predizione in silico per le NPS dovrebbero essere sviluppati
per la caratterizzazione del metabolismo di queste nuove sostanze psicoattive.
Pero, ¢ interessante notare che 1 metaboliti piu abbondanti e il metabolita piu
caratteristico siano stati predetti da EAWAG-PPS(M7), GloryX e
BioTransformer(MS).

Inoltre, una ricerca in letteratura ¢ stata condotta per validare 1 risultati in silico
e includere reazioni inaspettate nella lista d’inclusione (Tabella 1). Le reazioni
aggiuntive considerate nello screening mirato presenti nella lista erano le
seguenti: coniugazione con glicina e alanina, dealogenazione, dealogenazione

ossidativa, formazione del diidrodiolo e coniugazione con GSH. [37,54,55]
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Trasformazione

Software di

Struttura Molecolare Score
Metabolica predizione
1 EAWAG-PPS  Probabile
N-Dealchilazione GloryX N.A.
HN
BioTransformer Predetto
1.2 EAWAG-PPS  Probabile
Apertura dell’anello,
HZNMO GloryX N.A.
ossidazione
BioTransformer /N.A.
2 ¢ EAWAG-PPS  Probabile
Q N-Dealchilazione GloryX N.A.
CH, )
5 BioTransformer Predetto
2.|1 EAWAG-PPS  Neutrale
O Ossidrilazione GloryX N.A.
M BioTransf N.A
3 Sh 10Transformer N.A.
2.?F EAWAG-PPS  Neutrale
@\nj‘)\/\/ w-Ossidrilazione GloryX N.A.
OH
5 BioTransformer N.A.
2.':2. 1 EAWAG-PPS  Probabile
o Ossidazione GloryX N.A.
_0
3 BioTransformer N.A.
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D) |l 1 EAWAG-PPS  Neutrale
o Ossidazione GloryX N.A.
CH, BioTransformer N.A.
o) o]
3 EAWAG-PPS  Probabile
F CH, N-Dealchilazione
GloryX N.A.
NN ossidativa
1 BioTransformer N.A.
3.F1 oH EAWAG-PPS  Probabile
Ossidazione GloryX N.A.
OH
NH
0 /\/\ICI,/ BioTransformer N.A.
3.1.1 EAWAG-PPS  Probabile
0 N-Dealchilazione/
H.N GloryX N.A.
2 ossidazione
O BioTransformer /N.A.
3.1.2 EAWAG-PPS  Probabile
F
NH, N-Dealchilazionen  GloryX N.A.
CH, )
3 BioTransformer N.A.
3.1.3 EAWAG-PPS  Probabile
O N-Dealchilazione
07 GloryX N.A.
ossidativa
O BioTransformer N.A.
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3.F1 4 o EAWAG-PPS  Probabile
’ N-Dealchilazione
@rﬁ GloryX N.A.
O ossidativa
NH
3 /\/\of BioTransformer N.A.
4 EAWAG-PPS N.A.
R ;
Ho N Ossidrilazione GloryX 0.58
CH, .
A ' BioTransformer Predetto
EAWAG-PPS N.A.
Sulfonazione GloryX 0.27
&H, BioTransformer N.A.
4.2 EAWAG-PPS N.A.
R
Ho N Ossidrilazione GloryX 0.26
CH,
OH BioTransformer N.A.
43 EAWAG-PPS  N.A.
o O
Ho N Ossidrilazione GloryX 0.26
CH,
3 BioTransformer N.A.
4.4 EAWAG-PPS  N.A.
HO N(~> Ossidrilazione GloryX 0.26
HO CH;, .
X BioTransformer N.A.
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5 EAWAG-PPS  N.A.
F
@\‘/\v\ :N: [-cheto riduzione GloryX 0.58
CH, :
SH BioTransformer Predetto
5.1 é&\ﬁ EAWAG-PPS N.A.
o0 - Glucuronazione GloryX 0.43
”°§L§O BioTransformer N.A.
52 EAWAG-PPS  N.A.
Q(T\” Solfonazione GloryX 0.34
CH,
(o]
HO’\S\E)O BioTransformer N.A.
5.2 oH EAWAG-PPS N.A.
? N-Dealchilazione
GloryX 0.22
NENANFC  ossidativa
OH BioTransformer N.A.
EAWAG-PPS  N.A.
Ossidrilazione GloryX 0.22
Oy BioTransformer N.A.
5.5 EAWAG-PPS  N.A.
F
Q\OH Ossidrilazione GloryX 0.22
CH, :
On BioTransformer N.A.
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5.6|= EAWAG-PPS  N.A.
Q§O Ossidazionen GloryX 0.22
CH, .
On BioTransformer N.A.
5.7 on EAWAG-PPS  N.A.
F
@\y/\\/\ £Nj Ossidrilazione GloryX 0.22
CH, .
du BioTransformer V.A.
5.8 EAWAG-PPS N.A.
¥ { 5 Ossidrilazione
N GloryX 0.21
Ho on aromatica
oy ’ BioTransformer N.A.
5.9 - EAWAG-PPS N.A.
HO [ ) Ossidrilazione
N GloryX 0.21
cH, dromatica
OH BioTransformer N.A.
6 EAWAG-PPS N.A.
[\ Ossidrilazione
N GloryX 0.58
HO cH, aromatica
o BioTransformer Predetto
6.1 F EAWAG-PPS N.A.
A
o g Y oMy Glucuronazione GloryX 0.53
HO{?: BioTransformer N.A.
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6.2 EAWAG-PPS N.A.
0
N Solfonazione GloryX 0.52
0 CH,
O=§_OH © BioTransformer N.A.
6.3 . EAWAG-PPS N.A.
N [-cheto riduzione GloryX 0.27
HO CH,
OH BioTransformer N.A.
6.4 - EAWAG-PPS N.A.
HO ( )
N Ossidrilazione GloryX N.A.
HO CH,
o BioTransformer N.A.
6.5 EAWAG-PPS N.A.
F
/q/k/\ :N: Ossidrilazione GloryX 0.27
HO CH, )
by 8 BioTransformer N.A.
6.6 EAWAG-PPS N.A.
¥ O Ossidrilazione
Ho N GloryX 0.27
Aromatica
HO CH, :
a BioTransformer N.A.
7 EAWAG-PPS N.A.
F . . .
( } Ossidrilazione
HO N GloryX 0.58
- Aromatica
¥ ’ BioTransformer Predetto
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7.1 N EAWAG-PPS  N.A.
Hojﬁ:iodiﬁ Glucuronazione GloryX 0.56
re BioTransformer N.A.
8 - EAWAG-PPS  N.A.
@\Q’/\ Ossidrilazione GloryX 0.30
S On s BioTransformer Predetto
L O 8.1 EAWAG-PPS  N.A.
%CH" Glucuronazione GloryX 0.26
DOHO ) o BioTransformer N.A.
8.2 ¢ O EAWAG-PPS  N.A.
@wir\m Solfonazione GloryX 0.29
o oM
;frs'\‘o BioTransformer N.A.
9 - EAWAG-PPS  N.A.
@Q/\/ w—Ossidrilazione  GloryX 0.30
OH
5 BioTransformer Predetto
9.F1 EAWAG-PPS  N.A.
@\“Q/J\/vo o Solfonazione GloryX 0.29
U
5 HO’S%' BioTransformer N.A.
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9.2. ® EAWAG-PPS N.A.
q/b\’o‘o o Glucuronazione GloryX 0.29
T BioTransformer N.A.
10 EAWAG-PPS N.A.
F
N Ossidazione GloryX 0.30
S BioTransformer N.A.
EAWAG-PPS N.A.
Ossidrilazione GloryX N.A.
BioTransformer Predetto
EAWAG-PPS N.A.
Ossidazione GloryX N.A.
BioTransformer Predetto
13 EAWAG-PPS N.A.
T { 5 Ossidrilazione
N GloryX N.A.
CH aromatica
LA ’ BioTransformer Predetto
. 14 EAWAG-PPS N.A.
Q\OH Ossidrilazione GloryX N.A.
5 BioTransformer Predetto
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15 - EAWAG-PPS  N.A.
N Epossidazione GloryX N.A.
CH,
© o) ‘ BioTransformer Predetto
16 EAWAG-PPS  N.A.
" ( 5 Desaturazione
N GloryX N.A.
terminale
NCH, BioTransformer Predetto
0]
17 EAWAG-PPS  N.A.
F
£N+’> Desaturazione GloryX N.A.
CH, BioTransformer Predetto
0]

Tabella 3. Struttura molecolare, trasformazione metabolita, software di

predizione, punteggio relative alla predizione in silico del 3F-a-PVP

N.A.= Non applicabile
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5.2 [Identificazione dei metaboliti del 3F-a-PVP

Prima dell’incubazione, una soluzione alla concentrazione di 1 pg/ml dello
standard puro del 3F-a-PVP in MPA:MPB (95:5 v/v) ¢ stata iniettata nello
strumento LC-HRMS/MS per la caratterizzazione del tempo di ritenzione e del
pattern di frammentazione del composto di interesse sia in modalita di
ionizzazione positiva che negativa, in quest’ultima modalita non ¢ stato rilevato
nessun segnale.

L’addotto idrogeno [M+H]" della molecola 3F-a—PVP ¢ stato individuato al
minuto 11.94 con una massa di m/z 250,1601 e con un pattern di
frammentazione coerente con differenti composti analoghi gia riportati in
letteratura[37].

Gli ioni piu rilevanti erano m/z 109,0448, 179,0867, 84,8080 126,1277,
123,0241 corrispondenti rispettivamente al taglio del gruppo funzionale F-
benzenico, F-valerofenonico, pirrolidinico, F-benzoilico e frazione N-

alchilpirrolidinica. (Figura 11)
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50 m/z 270

Figura 11: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del 3F-a-PVP
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L’area del picco cromatografico a Oh era 5 volte maggiore rispetto a quella
rilevata a 3h, suggerendo che il metabolismo fosse avvenuto. I dati grezzi dalle
analisi strumentali dei campioni sono stati processati da Compound Discoverer
in 3 ore, sulla base del workflow precedentemente impostato.

Come risultato, 1’analisi untargeted ha rilevato 21205 composti, 132202
composti sono stati individuati dall’analisi targeted. Considerando le
trasformazioni metaboliche predette e le regole di combinazioni (tabella 1), il
software ha generato una lista di 22025 composti previsti.

L’unione di queste due analisi ha generato un totale di 86061 composti.

Come area di riferimento a 3h ¢ stato considerato il metabolita M7 per escludere
1 composti non necessari. Inoltre, la lista dei composti integrata ¢ stata ridotta
a un totale di 93 metaboliti probabili con un’area cromatografica maggiore di
1,4 x 107, individuando 11 composti come metaboliti rilevanti del 3F-a.-PVP
(Tabella 3)

Le principali trasformazioni identificate sono le seguenti: N-Dealchilazione
sull’anello pirrolidinico (M1, M2, M3, M5, M7, M10), B-cheto riduzione del
gruppo chetonico (M1, M2, M8), ossidazione sull’anello pirrolidinico (M4,

M5, M7, M10, M11) e idrossilazione sull’anello aromatico(M6).
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Contrariamente a quanto riportato in letteratura e predetto in silico, non sono
stati identificati metaboliti di fase II. [54,56] Il profilo metabolico del 3F-a-

PVP ¢ proposto in figura 12.

CHjy4 CHy CH,

F F F F
OH OH
NH, NH, NH NH
o)

OH M1/m2 M7 o M5

—_—

CH,
on M 3F-0-PVP

/ SN

O
SSN J@w«v sheliobel

Figura 12: profilo metabolico proposto della molecola 3F-o-PVP
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5.3 pB-cheto riduzione

Coerentemente con quanto riportato in letteratura, la reazione di B-cheto
riduzione (M8, Figura 13) risulta essere abbastanza frequente nei catinoni
pirovaleroni. [37,54-56]

Questo metabolita ¢ eluito a 12,76 minuti, con una massa accurata [M+H]" di
m/z 252,1760,

Il primo frammento identificato corrisponde alla perdita di acqua con una
massa di m/z 234,1651, successivamente il frammento m/z 181,1024 (m/z
179,0866 +2H) suggerisce la riduzione del chetone ad alcol. Nonostante 1

principali due ioni caratteristici della molecola parent m/z 123,0604 and m/z

< 181
CHs
e 234.1651

> 191.1104

o 122.0526

=

= 192.1180 | 252.1760

‘ 1A 1811024 |
0%l o 0L J | . I
50 m/z 270

Figura 13: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita
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126,1277 non siano stati rilevati, reazioni sulla porzione N-alchilpirrolidina o
F-benzenica sono state escluse in quanto gli ioni frammenti m/z 71,0491 and
m/z 109,0448 sono stati riportati. Infatti, la scissione del legame coinvolto nei
due frammenti non ¢ avvenuta per via della riduzione dell’ossigeno carbonilico

che ha impedito il riarrangiamento di McLafferty.

5.4 N-dealchilazione

Il metabolita M10 (Figura 14), ¢ stato rilevato a 15,94 minuti con una massa
accuratalM+H]" di m/z 266,1552 coerente con il metabolita 3 predetto da
EAWAG-PPS.

Il frammento m/z 248,1445 (m/z 26,1552 - 18), confermato dalla formazione
dell’N-butanale a seguito della reazione di N-dealchilazione ossidativa,
rappresenta la perdita di acqua dello 1one molecolare,

Infatti, il frammento m/z 86.0600 corrisponde alla rottura del legame del 4-
amino-butan-1-ale. Inoltre, la presenza degli ioni m/z 109,0448, m/z 123,0605
e m/z 163,0918 nel pattern di frammentazione ha confermato che nessuna
reazione ¢ avvenuta né a carico della frazione F-fenonica né a carico della

catena alchilica.
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Risulta importante notare che il frammento m/z 141,0699 (m/ 126,1277+H,0)

e m/z 135,0604 confermano la reazione di ossidazione e successiva apertura

dell’anello.
M10
F
o NH & 324
100% 86.0800 1230605 00 5 CH
2 9%‘?38%448;’ 163.0918 O "
E L9 435 0604
Q ' ]
E
’ 206.0973 248.1445
0% L l|| ] | |‘| ol ! , i 230.1339 |
50 270

Figura 14: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita proposto

5.5 Idrossilazione e ossidazione

La reazione di idrossilazione ¢ una reazione di fase I molto frequente che puo
avvenire su numerosi siti metabolici molecolari.

Nel caso dei catinoni sintetici pirovaleronici, sono stati caratterizzati differenti
metaboliti idrossilati, in particolare I’idrossilazione della pirrolidina e della
catena alchilica[37,38,56]. Come precedentemente menzionato, alcuni

metaboliti idrossilati sono stati predetti dai software in silico.

65



Al minuto 10,80 e 9,30 sono stati identificati due composti isobarici
rappresentati dalla massa accurata m/z 266,1551 (m/z 250,1601+H,0)
rispettivamente M6 e M4 (Figura 15). Il frammento m/z 248,1443 diagnostico
di perdita di acqua ¢ stato identificato solo nel metabolita 6.

Osservando gli spettri dei due metaboliti M6 e M4 appare chiaro che nel primo
metabolita I’idrossilazione avviene sulla frazione pirrolidinica (m/z 109,0448 e
m/z 123,0241) e nel secondo metabolita sulla frazione F-fenonica (frammento
m/z 126,1278). Nello spettro del metabolita 6, il frammento m/z 142,1226
rappresenta la frazione idrossi-N-alchil pirrolidinica, confermando quindi
I’idrossilazione sulla pirrolidina.

Sebbene 1’esatta posizione del gruppo ossidrile non sia individuabile, la
trasformazione avviene piu frequentemente sul carbonio o come predetto da
BioTransformer (metabolita 14) In aggiunta, il tempo di ritenzione diminuito
rispetto a quello della molecola parent e degli altri metaboliti idrossilati ¢
coerente con la formazione del fenolo. Benché I’idrossilazione aromatica non
sia mai stata riportata prima d’ora nel profilo metabolico di altri catinoni
sintetici, 1 due software GloryX e BioTransformer hanno predetto due possibili
siti di idrossilazione. Considerando inoltre quanto riportato dalla letteratura

scientifica, 1’effetto induttivo combinato del gruppo carbonile e del fluoro in

66



rispettiva posizione meta, la posizione piu attivata nell’anello fenilico ¢ la

posizione meta rispetto a entrambi i sostituenti.

100% 109.0449
. 123.0241 ;
7 79,0868 ™ 266.1550
Q ': .
£ 170.065298.0808 .f
- “[ ‘ 21226 2080973 248.1443‘
0% | Ll || || . | I I |
50 m/z 300
100%
125.0398
. 1261278 oy CHs
.a -
) 79 0809 139.0193
c
£ e ‘ 1950816 266.1549
00/0 L 1 || [l M . |
50 300

Figura 15: Spettri di frammentazione e caratterizzazione strutturale dei metaboliti proposti
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E inoltre rilevante che questo metabolita fenolico non ¢ stato identificato nell’
isomero di posizione 4F-a-PVP, rendendo questo metabolita un possibile
discriminante fra questi due isomeri nei casi reali

In aggiunta, il precoce tempo di ritenzione rispetto a quello della molecola
parent e degli altri metaboliti idrossilati ¢ coerente con la formazione del fenolo.
Benche I’idrossilazione aromatica non sia mai stata riportata prima d’ora nel
profilo metabolico di altri catinoni sintetici, 1 due software GloryX e
BioTransformer hanno predetto due possibili siti di idrossilazione.
Considerando inoltre quanto riportato dalla letteratura scientifica, I’effetto
induttivo combinato del Gruppo carbonile e del fluoro in posizione meta, la
posizione piu attivata nell’anello fenilico € la posizione meta rispetto a

entrambi 1 sostituenti.
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Infine, M11 (Figura 16) ¢ coinvolto nella formazione dell’N-ossido, rilevato al
minuto 16,41 con una massa accurata di m/z 264,1366. il frammento m/z
86,0601 suggerisce modificazione al gruppo pirrolidinico. Come gia descritto,

questo metabolita eluisce molto piu tardi rispetto al composto parent.

[37,38,56]
100%
109.0448

>

i

8 86.0600

S| 84.0444 146.0529 995 0437

123.0240 l 179.0866 5 gar 264.1745

0% L1 | 1] ! | | | | |

50 L2 280

Figura 16: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita proposto

5.6 Metaboliti di seconda generazione
Il metabolita M3 (Figura 17) proviene dalla deplezione totale della catena
butilica dall’azoto pirrolidinico. Rilevato al minuto 9,31 con una massa di m/z
196,1132. Come precedentemente descritto, il frammento m/z 109,0448
suggerisce che il F-benzene non ¢ coinvolto nella trasformazione metabolica.

Come conferma della trasformazione di N-dealchilazione, il frammento m/z
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84,0444 che rappresenta ione piridinico non ¢ stato rilevato nello spettro di
frammentazione.
Questo metabolita potrebbe originarsi a seguito di successive reazioni di

dealchilazioni del metabolita M10

F

100%
72.9371

2 109.0447

; . 136.0557

; 90.9476 11?3.9636-. .

‘ | | ‘ 178.1026
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Figura 17: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita
proposto

Successiva metabolizzazione dell’anello pirrolidinico puo essere individuata
anche nel metabolita M5(Figura 18), rilevato a 10,46 minuti con la massa esatta
di m/z 254,1180, con un segnale anche in modalita di ionizzazione negativa che
tuttavia non ha generato alcuno spettro in tale modalita.

Visto quanto sopra riportato pud essere suggerita la presenza di un gruppo
carbossilico, confermato anche da un frammento caratteristico che indica la

perdita di acqua (m/z 236,1084). Inoltre, il frammento m/z 148,0558 potrebbe
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essere stato ricondotto allo ione N-metil-F-fenetilamina confermando la

reazione di N-dealchilazione.

100% 109.0449
2
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Figura 18: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita proposto

M1 e M2 (Figura 19) sono stati invece identificati come 2 ioni isobarici con
una massa di m/z 198,1289 rispettivamente a 8,66 min ¢ 8,82 min.

Come riportato per il metabolita M8, la mancanza del frammento m/z 84,0444
dimostra che la reazione di N-dealchilazione ¢ avvenuta, inoltre il frammento
m/z 180,1182, suggerisce che ¢ avvenuta una reazione di -cheto riduzione.
L’assenza del frammento m/z 123,0604 e la concomitante presenza del

frammento m/z 97,0448 dimostra la riduzione del gruppo chetonico.
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Sebbene il metodo analitico non possa determinare in maniera accurata la
configurazione esatta del metabolita, 1 pattern di frammentazione e i tempi di

ritenzione suggeriscono che 1 due metaboliti sono diastereoisomeri.
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Figura 19: Spettri di frammentazione e caratterizzazione strutturale dei metaboliti proposti
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Al minuto 11,40 eluisce il metabolita 7 (Figura 20) che possiede una massa
accurata di m/z 282,1498. Il frammento m/z 264,1389 indica la perdita di
acqua. Inoltre, il frammento m/z 12310241 e m/z 109,10449 suggerisce non ¢
avvenuta alcuna modificazione nel gruppo fenonico. La presenza del
frammento m/z 87,0441 suggerisce che la N-dealchilazione e ossidazione ¢

avvenuta, come trasformazione successiva del metabolita M10, M9, M6.

264 -, M 7
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WOH
NH '
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Figura 20: Spettro di frammentazione e caratterizzazione strutturale del metabolita proposto
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5.7 Metaboliti di fase 11
Nonostante metaboliti di fase II siano stati precedentemente osservati sia in
vivo che in vitro per i catinoni pirovaleroni, nel nostro studio non ¢ stato
identificato alcun metabolita coniugato. [54,56]
In particolare, 1 metaboliti coniugati con glicina e alanina sono stati aggiunti
alla lista dei metaboliti attesi, perché erano gia stati individuati come metaboliti
peculiari per altri catinoni sintetici [54].
Le masse di m/z 301,1910 e m/z 315,2067 sono state estratte manualmente dal
cromatogramma, ma non ¢ stato individuato alcun picco rilevante nel campione
dopo 3h di incubazione.
Infine, altri metaboliti coniugati con I’acido glucuronico o GSH non sono stati
individuati, dimostrazione del fatto che le trasformazioni di fase II non sono

frequenti.
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6 .CONCLUSIONI

Nello studio, € stata effettuata la caratterizzazione del metabolismo in vitro del
3F-a-PVP con una strategia di predizione in silico multipla accoppiata ad un
approccio targeted/untargeted per 1’elaborazione di dati ottenuti con tecnica
analitica LC-HRMS/MS.

Come risultato, sono stati determinati 11 metaboliti dopo 3h di incubazione con
un pool di epatociti umani, tra 1 quali € stato caratterizzato il metabolita
risultante dall’idrossilazione aromatica. Tale metabolita non ¢ stato rilevato per
nessuno degli analoghi strutturali del 3F-a-PVP gia studiati, ma ¢ interessante
notare che ¢ stato predetto dai software in silico.

Inoltre, 1’approccio in silico multiplo, ha consentito la predizione di 6
metaboliti su 11, incluso il metabolita pit abbondante.

Ad ogni modo la predizione in silico ha prodotto un ampio numero di metaboliti
ridondanti che non si sono verificati nel nostro esperimento.

Benché¢ un software specifico per il metabolismo delle NPS non sia disponibile,
gli studi metabolici in vitro rappresentano tutt’ora un importante argomento nel
campo della tossicologia, poiché poche sono le informazioni riguardo la

complessita delle trasformazioni metaboliche.
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