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Opracowanie metody oznaczania citalopramu

| desmetylocitalopramu w paznokciach i wiosach

i jej wykorzystanie w toksykologii sadowej*

Development of a method for estimation of citalopram and desmethylcitalopram
in nails and hair and its usefulness in forensic toxicology
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W pracy przedstawiono mozliwo$¢ wykorzysta-
nia wtosoéw i paznokci do oznaczania citalopramu
i jego metabolitu (desmetylocitalopramu). Citalo-
pram jest lekiem przeciwdepresyjnym z grupy se-
lektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego se-
rotoniny (SSRI) stosowanym w leczeniu depresji,
w zapobieganiu nawrotéw zaburzen depresyjnych
oraz w niektérych zaburzeniach lekowych. Do
badan wykorzystano metode chromatografii cie-
czowej z detektorem masowym. W toku przeprowa-
dzonych badan opracowano metode izolacji
i identyfikacji citalopramu i jego metabolitu (des-
metylocitalopramu) z wtoséw i paznokci. Paznokcie
i wtosy pozyskano od oséb, ktére przyjmowaty
citalopram w terapeutycznych dawkach co naj-
mniej przez okres 12 miesiecy. Materiat pobierano
po zaprzestaniu przyjmowania leku. W wyniku
przeprowadzonych badan, w paznokciach stwier-
dzono obecno$¢ citalopramu w stezeniu 0,40-
10,49 ng/mg, a desmetylocitalopramu w stezeniu
0,32-3,70 ng/mg. We wtosach stezenie citalo-
pramu wynosito 1,04-8,69 ng/mg, a desmetylo-
citalopramu 0,07-1,27 ng/mg.

The report presents the possibility of using an
alternative material of determining citalopram and its
metabolite (desmethylcitalopram) in hair and nails.
Citalopram (Cipramil, Citaratio, Citaxin, Oropram,

Cital, Cilon, Aurex) is an antidepressant drug of the
selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) class,
employed in treatment of depression, prevention of
depressive disorders recurrence and in some anxiety
disorders. The investigations were performed using
liquid chromatography coupled with electrospray-
-ionization mass spectrophotometry (LC-ESI-MS).
In the course of the study, the authors developed
a method for isolation and identification of Citaprolam
and its metabolite (desmethylcitaprolam) from hair
and nails. Determination were performed in hair and
nail samples collected from individuals who had
been administered citalopram in therapeutic doses at
least for 12 months before sample collection. Hair and
nail samples were obtained 4, 6, 9 and 15 months after
discontinuing drug administration. The concentration of
citalopram in nails was 0.40-10.49 ng/mg and the
concentration of desmethylcitalopram was 0.32-
-3.70 ng/mg. In hair, citalopram concentration was
1.04-8.69 ng/mg and for desmethylcitalopram, the
concentration range was 0.07-1.27 ng/mg.

Stowa kluczowe:
citalopram, desmetylocitalopram,
paznokcie, wtosy, LC-ESI-MS
Key words:
citalopram, desmethylcitalopram,
nails, hair, LC-ESI-MS

*  Poszerzona wersja referatu, przedstawionego podczas XV Zjazdu Naukowego PTMSIK, Gdansk 16-18.09.2010.
Badania zostaty sfinansowane przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu w ramach grantu UMK 2/2009 (Collegium Medicum).
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Citalopram (1-[3-(dimetylamino)propylo]-1-(4-
fluorofenylo)-1,3-dihydro-5-izobenzofurankarboni-
tryl) jest lekiem przeciwdepresyjnym z grupy
selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego
serotoniny (SSRI), stosowanym w leczeniu depresji,
w zapobieganiu nawrotéw zaburzen depresyjnych
oraz w niektorych zaburzeniach lekowych. Depresja
i zZwigzana z nig obnizona jako$¢ zycia sprawia, ze
coraz czesciej stosowane sg leki przeciwdepresyjne
a w tym citalopram. Zostat on wprowadzony do
Swiatowego lecznictwa w 1989 roku przez dunskg
firme farmaceutyczng H. Lundbeck pod nazwg
handlowg Cipramil. Obecnie jest sktadnikiem czyn-
nym preparatow, takich jak: Cipramil, Seropram,
Cital, Citalon, Citaxin, Cilon, Oropram. Citalopram
wystepuje w postaci pary izomerdw optycznych
S- i R-enancjomerdw, z ktérych S-enancjomer
odpowiada za dziatanie przeciwdepresyjne, nato-
miast R-enancjomer jest nieaktywny. Citalopram
wchtania sie szybko po podaniu doustnym, osigga-
jac najwieksze stezenie w osoczu $rednio po 4 h
(1-7 h). Jego biodostepnos¢ wynosi 80%, a okres
pottrwania 33 h. Stezenie citalopramu we krwi
osigga stan rownowagi po uptywie 1-2 tygodni od
podania leku i miesci sie w granicach 20-200
ng/ml. Leczenie citalopramem rozpoczyna sie od
podawania leku w dawce 20 mg, po czym zwiek-
sza sie dawke do 40-60 mg. Przed zakonczeniem
terapii dawke leku stopniowo sie zmniejsza. Citalo-
pram jest eliminowany przez watrobe (85%) oraz
nerki (15%). Tylko 12-23% citalopramu jest wyda-
lane w postaci nie zmienionej. Gtéwnym metabo-
litem citalopramu jest desmetylocitalopram.

Citalopram jest dobrze tolerowany przez orga-
nizm, nie wywotuje uzaleznienia, a dzieki wysokiej
selektywnosci ma niewiele dziatan niepozadanych.
W przypadku inhibitoréw wychwytu zwrotnego se-
rotoniny najniebezpieczniejszym dziataniem nie-
pozgdanym jest zespdt serotoninergiczny. Stan ten
jest wynikiem znacznie podwyzszonego stezenia
serotoniny. Do takiej sytuacji moze dojs¢ po zna-
cznym przedawkowaniu citalopramu [1] lub po
przypadkowym podaniu go pacjentowi, ktory przyj-
muje leki bedace inhibitorami enzyméw z grupy
MAO [2].

W dostepnej literaturze opisano wiele metod
oznaczania citalopramu i desmetylocitalopramu

w materiale biologicznym takim jak krew, surowica
czy wiosy [1-5]. Wyniki analizy krwi czy surowicy
pozwalajg na stwierdzenie, czy dana osoba w chwili
pobrania proby byta pod dziataniem leku, nato-
miast nie dajg odpowiedzi czy lek byt przyjmowa-
ny w przesztosci. W takich sytuacjach analiza
paznokci lub wtoséw pozwoli na retrospektywng
ocene przyjmowania danego leku.

Badania prowadzone przez wielu autoréw
[6-14] dowodzg, ze cennym materiatem dia-
gnostycznym sg wtosy dlatego, iz wiekszos¢ kse-
nobiotykdw, w tym miedzy innymi substancje
psychoaktywne czy leki, odktada sie w nich i daje
mozliwos¢ ich wykrycia. Z badan prowadzonych
przez Millera C. i innych [12], ktérzy oznaczali
citalopram we wiosach oséb, ktére byty w trakcie
leczenia citalopramem wynika, ze stezenie tego
leku we wtosach w segmencie 0-2 cm wynosito
1107 ng/mg, a w segmencie 2-4 cm 557 ng/mg.

Obserwacja kierunkéw rozwoju toksykologii
wskazuje, ze posréd materiatow alternatywnych
duze znaczenie majg réwniez paznokcie [7-9,
14-19]. Wyniki dotychczasowych badan ksenobio-
tykéw w paznokciach zachecajg do rozszerzenia
tych badan na inne leki. W literaturze brak jest
danych na temat oznaczania citalopramu w paz-
nokciach.

Analiza paznokci wzbudza coraz wieksze zain-
teresowanie zarowno w medycynie sgdowej, jak
i medycynie klinicznej. Paznokcie, podobnie jak
wtosy, rosng w sposob ciggly (u rak 2-4 razy szyb-
ciej, niz u stép). Sredni dobowy przyrost ptytki
paznokciowej kciuka wynosi 0,1 mm na dobe,
natomiast catkowity odrost paznokcia od ragk trwa
okoto 3-6 miesiecy, a od stop Srednio 12-18 mie-
siecy. Tempo wzrostu zalezy od ptci, wieku (naj-
szybciej rosng w 2 i 3 dekadzie zycia, z wiekiem
wzrost paznokci jest coraz wolniejszy), diety, czyn-
nikow dziedzicznych, pory roku (szybszy wzrost
paznokcia obserwuje sie latem anizeli zima).

Celem niniejszej pracy byto opracowanie metody
oznaczania citalopramu i jego metabolitu — des-
metylocitalopramu w paznokciach i wtosach oraz
wykorzystanie jej do oznaczania tych zwigzkéw
w prébkach pobieranych od pacjentéw, ktérzy za-
konczyli terapie citalopramem. Celem pracy byto
réwniez wykazanie jak dtugo po zaprzestaniu przyj-
mowania leku istnieje mozliwos¢ wykrycia citalo-
pramu.
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MATERIAL | METODA

Materiat

Materiat do badan stanowity paznokcie z ragk
i stop oraz wtosy pobrane od o0séb, ktére przyj-
mowaty citalopram w dawkach terapeutycznych
przez okres 12 miesiecy. Paznokcie i wtosy pobie-
rano po uptywie 4, 6, 9 i 15 miesiecy od chwili za-
konczenia terapii. Do badan pobierano fragmenty
wtoséw o dtugosci 1 cm, przyciete przy skorze oraz
paznokcie z rak i stop o dtugosci 1-2 mm. Préby
przechowywano w temperaturze pokojowe].

Ekstrakcja

Probki paznokci i wiosow przed ekstrakcjg pod-
dano dekontaminacji z uzyciem wody destylowanej
a nastepnie n-heksanu. Procedure przeprowadzono
w fazni ultradzwiekowej. Wysuszone paznokcie
i wtosy pocieto na drobne segmenty i poddano
hydrolizie z uzyciem 1M NaOH przez 10 min.
w temp. 959C. Ekstrakcje citalopramu i desmety-
locitalopramu przeprowadzono z uzyciem chlorku
metylenu (pH 8-10).

Analiza LC-ESI-MS

Analize jakosciowg i ilosciowg citalopramu
i desmetylocitalopramu przeprowadzono z wyko-
rzystaniem chromatografu cieczowego sprzezonego
z detektorem masowym z jonizacjg elektrosprej
(LC-ESI-MS) firmy Agilent Technologies 1100
Series. Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono
na kolumnie Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm,
5um). Jako faze ruchoma zastosowano mieszanine
acetonitryl-TFA (60:40 v/v) z przeptywem 0,4
ml/min. Parametry detektora masowego: napiecie
fragmentora 70 V, napiecie kapilary 3 kV, tempe-
ratura N2 350°C, cisnienie nebulizera 30 psi, prze-
ptyw gazu suszgcego 12 L/min.

Analize citalopramu i desmetylocitalopramu
prowadzono w opcji monitorowania wybranego
jonu (SIM) [MH*] 325 m/z dla citalopramu, [MH*]
311 m/z dla desmetylocitalopramu. Czas reten-
cji dla citalopramu tr = 5,2 min, dla desmetylo-
citalopramu tr = 4,8 min, dla diazepamu (IS)
tr = 7,1 min.

Walidacja metody
Do kalibracji metody wykorzystano materiat kon-
trolny — paznokcie oraz wtosy pobrane od oséb,
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ktére nie przyjmowaty citalopramu. Przygotowano
préby wzorcowe paznokci i wioséw, zawierajgce
citalopram o stezeniu 0,05 ng/mg, 0,1 ng/mg,
1 ng/mg, 15 ng/mg. Tak przygotowane proby pod-
dano analizie w identycznych warunkach, jak préby
wtosOw i paznokci pobrane od pacjentéw.

WYNIKI | OMOWIENIE

Analize citalopramu i desmetylocitalopramu we
wtosach i w paznokciach przeprowadzono z wyko-
rzystaniem chromatografii cieczowej z detektorem
masowym. Krzywa kalibracyjna dla obu zwigzkéw
wykazywata liniowy przebieg w badanym zakresie
stezen (0,05 - 15 ng/mg). Wspotczynniki korelacji
wynosity odpowiednio: R2 = 0,9711 (citalopram,
wiosy), R2 = 0,9936 (citalopram, paznokcie),
R2 = 0,9953 (desmetylocitalopram, wiosy), Rz =
0,9990 (desmetylocitalopram, paznokcie). Granica
wykrywalnosci (LOD) citalopramu i desmetyloci-
talopramu wynosita 0,01 ng/mg, natomiast granica
oznaczalnosci LOQ=0,05 ng/mg. Precyzje w se-
riach wewnatrz- i miedzygrupowych, wyrazong
w RSD, obliczono na podstawie serii trzech
powtdrzen (n=3) analiz préb wtoséw i prob paz-
nokci, zawierajacych citalopram i desmetylocitalo-
pram o stezeniu 0,75 ng/mg. Serie powtarzano
w ciggu trzech dni (p=3). Wyznaczone precyzje
w seriach wewnatrzgru-powych nie przekraczaty
5,2%, natomiast precyzje w seriach miedzygru-
powych dla analizowanych zwigzkdw nie byty
wyzsze niz 5,7%.

Opracowang metode wykorzystano do oznacza-
nia poziomu citalopramu i desmetylocitalopramu —
jego metabolitu we wtosach oraz paznokciach rak
i stép, pobranych od o0s6b przyjmujacych citalo-
pram w dawkach terapeutycznych przez 12 mie-
siecy. Materiat pobierano od pacjentéw po uptywie
4, 6, 9 i 15 miesiecy po zaprzestaniu terapii.
Uzyskane wyniki zebrano w tabeli | i Il.

W analizowanych prébach wtoséw i paznokci
stwierdzono obecno$¢ citalopramu i desmetylo-
citalopramu, nawet po uptywie 15 miesiecy po
zakonczeniu terapii. W prébach wtosdw, pobra-
nych po uptywie 4 miesiecy od zakonhczenia tera-
pii, stwierdzono najwyzsze stezenie citalopramu
(8,6 = 2,1 ng/mg), ktére zmniejszato sie wraz
z uptywem czasu. Jeszcze po 15 miesigcach od
zakonczenia leczenia mozna byto stwierdzi¢ we
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Tabela I. Stezenie citalopramu i desmetylocitalopramu we wfosach pobranych od 0s6b, po zakonczeniu
terapii citalopramem.
Table I.  Citalopram and desmethylcitalopram concentration in hair samples collected from patients
after cessation of citalopram treatment.

Czas po zakonczeniu terapii Citalopram Desmetylocitalopram
Time after cessation of therapy [ng/mg] [ng/mg]

4 miesiace 86+21 0,98 = 0,16

4 months

6 miesiecy 6,5+ 1,6 0,90 = 0,12

6 months

9 miesigcy 66 =15 1,27 = 0,20

9 months

15 miesiecy 10+03 0,07 = 0,01

15 months

Tabela Il. Zawartosc¢ citalopramu i desmetylocitalopramu w paznokciach pobranych od 0sob,
po zakonczeniu terapii citalopramem.
Table Il.  Citalopram and desmethylcitalopram concentration in nails samples collected from patients
after cessation of citalopram treatment.

Czas po zakon- Citalopram [ng/mg] Desmetylocitalopram [ng/mg]
czeniu terapii

Time after cessation | pazn. z rak pazn. ze stop pazn. z rgk pazn. ze stop
of therapy fingernails toenails fingernails toenails

4 miesiace 0,40 = 0,13 091 = 0,43 0,47 = 0,22 1,20 = 0,36
4 months

6 miesiecy 2,36 £ 0,71 524 + 223 0,74 = 0,36 1,71 £ 0,39
6 months

9 miesigcy 6,80 = 2,64 10,49 = 4,02 2,67 = 0,55 0,99 = 0,37
9 months

15 miesigcy 0,69 = 0,20 1,14 + 0,73 0,58 = 0,16 0,32 0,12
15 months
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wtosach obecnos¢ leku w stezeniu 1,0 = 0,3
ng/mg. Interpretacja analizy ilosciowe] wtoséw
stwarza wiele problemoéw, bowiem mechanizm
wbudowywania ksenobiotykéw we wtosy, jak do-
tad nie zostat jeszcze wystarczajgco poznany. Jest
to proces ztozony i zalezy od wielu czynnikéw ta-
kich jak na przyktad tempo wzrostu wtosow, kolor
wiosow, wiek, pte¢ oraz wtasciwosci osobnicze.
Wazng role odgrywa rowniez charakter chemiczny
zwigzku, jego wtasciwosci fizykochemiczne takie
jak lipofilnos¢ i polarnosé, powinowactwo do pota-
czen z biatkami krwi, metabolizm, szybko$¢ prze-
ptywu Kkrwi, rozpuszczalno$é ksenobiotyku w li-
pidach [20]. Z danych literaturowych wynika, ze
w zaleznosci od wtasciwosci osobniczych wtosy
rosng od 0,7 do 3,6 cm/miesigc. Majgc na uwadze
fakt, iz wtosy do badan byty pobierane od osdéb
w podesztym wieku mozna by przyjaé, ze tempo
ich wzrostu byto mniejsze niz 1 cm/miesiac.
W zwigzku z tym wtosy pobrane po 15 miesig-
cach odzwierciedlatyby okres czasu okoto 10-11
miesiecy po zakonczeniu terapii. Jak dotad brak
w literaturze danych dotyczacych czasu pojawia-
nia sie citalopramu we wifosach po zaprzestaniu
przyjmowania leku. Takie badania przeprowadzo-
no dla innych zwigzkéw. Z badan prowadzonych
nad ustaleniem czasu pojawiania sie ksenobioty-
kow we wtosach po jednorazowym ich podaniu
w dawce terapeutycznej wynika, ze w przypadku
kokainy zwigzek ten mozna byto jeszcze wykryé
po 10 dniach od podania, morfine po 7-8 dniach
a meprobamat po 4-5 dniach [20]. Muller C. i inni
[12] w swojej pracy przedstawit wyniki badan
wioséw pobranych od osoby bedacej w trakcie
terapii citalopramem i przyjmujacej ten lek od
4 miesiecy. Badania dowiodty, ze w trakcie leczenia
citalopramem stezenie tego leku we wtosach jest
bardzo wysokie. Stezenie citalopramu oznaczone
metodg LC/ESI-CID/MS oraz metodg GC/MS
wynosito w segmencie 2-4 cm czyli na poczatku
terapii 557 ng/mg, natomiast w segmencie 0-2 cm
wynosito az 1107 ng/mg. Stwierdzone przez Miil-
lera stezenie citalopramu we wtosach osoby
bedacej w trakcie leczenia jest wiec 1000 razy
wieksze niz, jak wykazano w przeprowadzonych
przez nas badaniach, stezenia citalopramu we
wtosach pobranych po zakonczeniu terapii citalo-
pramem.

W paznokciach rak i stop stwierdzono wyraznie

Ewa Pufal, Marzena Sykutera, Teresa Nowacka, Anna Stefanowicz, Karol Sliwka
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wyzsze stezenia citalopramu w prébach pobranych
po uptywie 9 miesiecy po zaprzestaniu terapii. By¢
moze jest to zwigzane z tym, iz w poczatkowym
okresie terapii podawane sg mniejsze dawki citalo-
pramu, ktére sg zwiekszane stopniowo w dalszym
etapie leczenia. Wyzsze stezenia citalopramu
w paznokciach pobranych ze stép niz w pazno-
kciach pobranych z rgk, mozna by ttumaczyé
réznym tempem wzrostu paznokci. Przeprowa-
dzone badania wykazaty, ze stezenie citalopramu
byto zdecydowanie wyzsze we wiosach niz w pa-
znokciach z rgk, jak i stop. Podobng zaleznos¢
mozna byto zaobserwowaé w przypadku analizy in-
nych lekéw w tym miedzy innymi atenololu [7],
gdzie we wtosach stwierdzono 1,5 ng/mg tego leku
a w paznokciach 0,5 ng/mg.

Na rozmieszczenie citalopramu i jego kumulo-
wanie sie w poszczegdlnym materiale biologicznym
moga mie¢ wptyw zardwno jego wtasciwosci che-
miczne, jak i procesy biochemiczne. Stad tez mo-
ga wynika¢ réznice w rozmieszczaniu sie cita-
lopramu i desmetylocitalopramu pomiedzy wtosy
i paznokcie.

WNIOSKI

Przedstawiona w niniejszej pracy metoda ozna-
czania citalopramu i desmetylocitalopramu we
wtosach i paznokciach pozwala na oznaczenie tego
zwigzku na poziomie 0,05 ng/mg. Alternatywny
materiat biologiczny, taki jak wtosy i paznokcie,
moze by¢ wykorzystywany do badan za zycia, jak
rowniez w badaniach po$miertnych w toksykologii
sadowej, z uwagi na to, ze nie ulega takim zmia-
nom rozktadowym, jak krew czy mocz. Ponadto po-
bieranie wtoséw i paznokci do badan jest metodag
nieinwazyjng, zapewniajgcq wiekszg wiarygodnosé
otrzymanego materiatu (w przypadku niepewnosci
istnieje mozliwo$¢ ponownego pobrania proby
lub jej poréwnania). Préby nie wymagajg réwniez
szczegblnych warunkéw w czasie przechowywania
i transportu. Analiza wtosdw i paznokci moze byé
wykorzystana do retrospektywnego zobrazowania
przyjmowania leku zarowno w medycynie sgdowe;j
oraz toksykologii klinicznej. Umiejetno$¢ oznacza-
nia rodzaju i poziomu leku w paznokciach jest
szczegllnie istotna wtedy, gdy z uwagi na mode
lub inne uwarunkowania, u danego osobnika wto-
sow brak.
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