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REZUMAT

Lucrarea Tsi propune sa identifice in urind de sobolan
prin metoda GC-MS substante de abuz si metaboliti ai
acestora.

S-a lucrat cu sobolani albi, masculi, susa Wistar, carora
le-au fost administrate codeina, glutetimida, alprazolam
si metadona, precum si asocierile codeina si glutetimida,
respectiv alprazolam si metadona.

Au fost identificati in urina colectata la 3 si 9 ore de
le administrare urmatorii compusi: codeina, glutetimida,
metadona, alprazolam si metaboliti ai acestora ca mor-
fina, 4-hidroxiglutetimida, 2-fenilglutarimida, alpha-metadol,
normetadol, 2-etil-5-metil-3,3-difenil-1-pirolina (EMDP).

Cuvinte cheie: codeina, glutetimida, metadona, alpra-
zolam, GC-MS

ABSTRACT
GC-MS qualitative analyze of rat urine
treated with abuse substances

The paper is aimed at identifying from rat urine certain
abuse substances their metabalits by GC-MS.

White Wistar rats were treated with codeine, glutheti-
mide, alprazolam, methadone and combinations of two: co-
deine and gluthetimide and methadone and alprazolam.

The following compounds were identified in the urine
collected at 3 and 9 hours following administration: codeine,
gluthetimide, methadone, alprazolam and their metabolites
morphine, 4-hydroxigluthetimide, 2-phenylglutarimide,
alpha-methadol, normethadol, 2-ethyl-5-methyl-3,3-diphe-
nyl-1-piroline (EMDP).

Key words: codeine, gluthetimide, methadone, alpra-
zolam, GC-MS

1. INTRODUCERE

Cele mai multe metode de identificare si dozare a
substantelor de abuz si a metabolitilor lor sunt analizate
calitativ in sectiile de Toxicologie Clinica prin metoda GC-MS,
care furnizeaza rezultate cu o precizie si o selectivitate mult
mai mare decat alte metode. In cazul dozarii metabolitilor
acestora a fost folositd metoda HPLC.

Studii pe animale vizand identificarea si dozarea
metabolitilor codeinei din urini de sobolani tratati cu codeina
si glutetimida au fost realizate de un colectiv de la Facultatea
de Farmacie UM.E ,luliu Hatieganu”, ClujNapoca [1, 2,
3], care a folosit o metoda HPLC cu fluorescenta nativa
pentru dozarea simultani a codeinei, morfinei si morfinei-
3-glucuronid din plasmai, obtindnd ca limite de detectie 50
ng/mL pentru morfin, 25 ng/mL pentru codeini si 20 ng/mL
pentru morfind-3-glucuronid. Rezultatele studiului au indicat
faptul cd in prezenta glutetimidei are loc o metabolizare
mai intensd a codeinei, concomitent cu o sciadere a ratei de
glucuronidare a acesteia.

McCormick si colab. [4] descriu o metodi de determinare
a alprazolamului din ser, care foloseste extractia cu toluen /
alcool izoamilic (99:1), urmata de analiza HPLC faza inversa
care foloseste ca fazd mobild acetonitril / tampon fosfat 4,5
(300 mL/50 mM}), adus la pH mai mare sau egal cu 4.5 cu
acid ortofosforic; determinarea s-a ficut la 45 "C, limita de
cuantificare fiind 2.5 pg/L.

Rogers si coaut. [5] au analizat printr-o procedurda HPLC

concentratii de alprazolam si metadond din ser in cazul a trei
intoxicatii post-mortem. In toate cele trei cazuri alprazolamul
a fost detectat doar prin HPLC si nu a putut fi detectat prin
GC-MS dupa extractie alcalind. Faptul ¢ s-au determinat
concentratii de metadona aflate mult sub concentratiile
considerate a fi letale subliniaza riscurile co-ingestiei de
metadoni si alprazolam.

In cazul metadonei, Gagajewski si Apple [6] au stabilit
ca decesele datorate intoxicatiei cu metadoni au aparut la
concentratii plasmatice de 0.18-3.99 mg/L, in timp ce Miko-
laenko [7] gasea ca metadona administratd singura a produs
deces la o concentratie medie sanguind de 0.27 mg/L. De
asemenea, analizand concentratia sanguinid a metadonei in
17 cazuri de deces in care aceasta era incriminatd, Clark
[8] a gasit limite cuprinse intre 0.2 si 1.863 mg/L (medie
0,560 mg/L).

Dati fiind variabilitatea datelor si a metodelor prezentate
in literaturd, ne-am propus elaborarea unei metode simple,
GC-MS, prin care sa urmarim prezenta compusilor parinte
si a metabolitilor acestora in urina de sobolan tratat doar cu
codeind, glutetimida, metadond, alprazolam, precum si cu
asocieri codeini - glutetimidd, metadoni - alprazolam

2. MATERIALE SI METODE

Au fost folosite urmatoarele substante medicamentoase
si vehicule: alprazolam bazi (Sigma), suspensie 1,22 g% in
1g %Tween 80, fosfat de codeind (Sigma), solutie 0,42 g%
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in apa distilata, glutetimida bazi (Sigma), suspensie 0,6 g
% in lg %Tween 80, metadond clorhidrat (Sigma) solutie
0,48 g % in apad distilati, Tween 80 (Merck), suspensie 1%
in apa distilata.

Sobolani albi, masculi, susa Wistar, in vérsti de 12 sip-
tamani, in greutate de 110 — 185 g, provenind de la Institutul
Cantacuzino, Biobaza Baneasa, au fost cazati in custi indi-
viduale, asigurindu-li-se conditii adecvate de microclimat, au
primit hrana standard si apa ad libitum, dimineata intre orele
89 a.m si dupd amiaza intre orele 16-17 p.m.. Experimentele
s-au desfasurat in conformitate cu cerintele Uniunii Europene
privind normele de etici in experimente pe animale.

Au fost alcituite loturi de experiment de cate 10 sobolani
repartizati aleator, cdrora li s-au administrat prin gavaj, zilnic,
timp de 30 de zile, urmatoarele doze:

- lotul 1 — martor api distilatd (m. AD) - 0,5 ml/100

g corp

- lotul 2 — martor Tween (m. T) - 0,5 ml/100 g
corp

- lotul 3 - fosfat de codeind (C) - 0,5 ml/100 g
corp

- lotul 4 - glutetimida (G) - 0,5 ml/100 g corp
- lotul 5 - fosfat de codeind - 0,5 ml/100 g corp si
glutetimida - 0,5 m1/100 g corp (C+G)
- lotul 6 — metadoni clorhidrat (M) — 0,5 ml/100 g
corp
- lotul 7 - alprazolam (A) - 0,5 ml/100 g corp
- lotul 8 — metadonia clorhidrat — 0,5 ml/100 g corp
si alprazolam - 0,5 m1/100g corp (M+A)
Dupa administrarile din zilele de experiment 1, 6, 11, 16,
21 de la un numar de 3 animale pe lot tratat, am colectat
urina la 3 ore si la 9 ore de la administrare, in vederea
analizei prin GC-MS.

Prepararea probelor

La 2 ml proba de urina se adauga 5ml tampon fosfat, 1ml
cloroform, 1ml dicloretan, 1ml diclormetan si 400 ul solutie
standard intern, continind 5 mg de midazolam. Amestecul
se agitd in sistem vortex timp de 10min, se centrifugheaza
la 500 rpm timp de 10 minute. Se separ faza organica si se
aduce la sec, apoi se completeaza pina la 200 ul cu acelasi
amestec de solventi organici.

Probele astfel extrase se introduc in flacoane cu conuri
de sticla si se aseazd in caruselul autosamplerului gaz-cro-
matografului, de unde vor fi injectate automat.

Aparat

Determinirile au fost realizate pe un sistem GC/MS Var-
ian tip Saturn 2000, avand urmatoarea configuratie:

- gaz-cromatograf Varian 3800 CP cu componentele:
injector universal Capilary model 1078, coloana
capilard de 30 m, diametrul interior - 0.25 mm,
cu faza stationara ~ factor FOUR VF 5MS, control
electronic al debitului de gaz purtitor (He 5.0),
autosampler 8200;

- linie de transfer de 22 cm;

- spectrometru de masda Varian SATURN 2000 cu
componentele: filtru de masi cu trapa ionica (ITD),
permitind configuratii de tip MS/MS, SIS (single
ion storage), SECI (selected ejection chemical
ionisation), MICI (monitoring ion chemical ionisa-
tion), pompa turbomoleculard de vid inalt model
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V 70, pompa rotativa de vid preliminar model
Varian DS 102, gaz purtator - heliu 5.0, biblioteci
de spectre de masid: Pfleger - Maurer - Weber
(PMW), NIST 2002, Wiley 6

Programul de temperatura:

- gaz-cromatograf: cuptorul de coloani: temp. initiald
150°C, mentinuti 1 min., crestere cu 20"/min la
290°C, mentinut timp de 8 minute; temp. injec-
torului: 300°C;

- spectrometru de masa: temperatura trapa ionica
170°C, temperaturd manifold: 80°C, temperatura
linie transfer 260°C.

3. REZULTATE $1 DISCUTII

In cazul analizei calitative am urmirit punerea in evidenta
in probele de urind a xenobioticului parinte si a metabolitilor
acestuia prin compararea cu spectrele de masa din bibliotecile
de spectre mentionate anterior.

In cazul loturilor tratate cu codeini, peak-ul compusului
parinte a aparut la 8.271 min., pentru care s-au obtinut in
spectrul de masd urmatorii ioni mai importanti (m/z): 73,
117, 162, 198, 221, 281, 299, 326.

Prezenta metabolitului principal al codeinei — morfina
(peak la 8.788 min) — a fost confirmatd in urma analizei
cromatogramei corespunzatoare pentru urina colectatd la 3
ore. S-au obtinut urmadtorii ioni mai importanti (m/z): 71,
96, 134, 168, 210, 248, 261, 285, 312, 326.

Pentru loturile tratate cu glutetimidi s-a obtinut peak-ul
compusului-parinte la 5.736 min. Spectrul de masi pentru
acest peak confirmd prezenta glutetimidei, cu ioni mai
importanti (m/z): 91, 102, 117, 131, 161, 169, 177, 189.

Metabolitul glutetimidei 4-hidroxiglutetimida (timp de
retentie 5.852), cu ionii principali obtinuti (m/z): 91, 102,
117, 132, 160, 178, 189 a fost recunoscut conform bibliotecii
de spectre ca fiind iso-hidroxietil glutetimid trifluoroacetat.
Spectrul celuilalt metabolit principal - 2-fenilglutarimida, cu
timp de retentie 5.184 min. a prezentat ionii principali (m/z):
51, 78, 91, 103, 104, 119, 189.

In cazul sobolanilor tratati cu codeina si glutetimida
au putut fi identificate pe cromatograme de urind ambele
substante (figura nr. 1).

Pentru sobolanii tratati cu metadoni s-a obtinut peak-
ul la 6.937 min. Spectrul de masad obtinut a prezentat ionii
principali (m/z): 70, 71, 72, 73, 74, 75.

Metabolitul metadonei alpha-metadol, cu timp de retentie
6.486 nm, a prezentat ionul principal (m/z) la 72. Metabolitul
normetadol (timp de retentie 8.154 min.) a fost identificat pe
baza spectrului de masa cu ionii (m/z): 58, 73, 84, 100, 106.
De asemenea, a fost identificat metabolitul 2-etil-5-metil-3,3-
difenil-1-pirolina (EMDP), la timp de retentie 7,504 min., avind
ionii principali (m/z): 115, 130, 145, 165, 170, 198.

In cazul alprazolamului, peak-ul compusului-parinte a
aparut foarte slab sau de loc in urina de 3 ore, dar a putut
fi identificat in urina de 9 ore la timpul de retentie 13.926
min. Am obtinut urmatorii ioni principali (m/z): 242, 267,
281, 310.

In cazul loturilor tratate cu alprazolam, metabolitii acestuia
nu au putut fi identificati. De altfel, literatura mentioneaza ca
metabolitil sunt excretati in urina in procente mici, dupa cum
urmeazi: a-hidroxialprazolam — 15%, derivat benzofenonic al
alprazolamului — 9%, cantititi mici de 4-hidroxialprazolam si
desmetilalprazolam [9].
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Fig. 1 Cromatograma (a) si spectrele de masd ale codeinei (b) si glutetimidei (c]

Totusi, pentru lotul tratat cu metadona si alprazolam, au
putut fi identificati din urina de 9 ore compusii utilizati in
tratament (figura nr. 2).

4. CONCLUZII

Prin analiza GC-MS au putut fi identificati din urina ur-
matorii compusi si metaboliti ai acestora: codeina, morfina,
glutetimida, metadona, alprazolam, 4-hidroxiglutetimida,
2-fenilglutarimida, alpha-metadol, normetadol, 2-etil-5-metil-

3,3-difenil-1-pirolina (EMDP).

In cazul alprazolamului, identificarea nu a putut fi facuta
decét in urina colectatd la 9 ore de la administrare. De
asemenea, in cazul alprazolamului nu au putut fi identificati
metabolifii.

In cazul loturilor cdrora li s-au administrat asocieri de
substante (codeina si glutetimida, respectiv metadona si
alprazolam), ambii compusi au fost identificati pe cromato-
gramele respective.
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