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Abstract

Citalopram is highly selective serotonin reuptake inhibitor widely used in the treatment of
depression. The paper describes the case report of poisoning drugs and alcohol 58-year-old
woman with a fatal outcome. Toxicology-chemical analysis of blood, urine, gastric con-
tents, body tissue samples, and of thick white fluid sample proved the presence of drugs
citalopram, lorazepam, ibuprofen, which was determined by liquid chromatography cou-
pled with diode-array detection (DAD) and confirmed technique of liquid chromatography
with mass spectrometry (LC-MS), where data are collected either in full-scan ES+ mode at
m/z 100-500, and the presence of alcohol by headspace gas chromatography with flame
ionization detection (GC-FID). Citalopram was isolated using a liquid-liquid extraction
with chloroform at pH 9.0 with satisfactory extraction recoveries. Separation was achieved
on the Symmetry® C8 column with mobile phase acetonitrile: dihidrogen sodium phos-
phate 50 mM pH 3.6 in the gradient mode, and XTerra® RP18 column with a mobile phase:
5 mM ammonium formate (pH 3.5): acetonitrile with 0,1% formic acid. The method is val-

idated blood and linear in the range of 50-1000 ng/mL (r2> 0.99). Limit of detection was
25 ng/mL and limit of quantification was 50 ng/mL. Development of specific methods for
their determination citalopram is of great interest in clinical and forensic toxicology.

UvVOD

Citalopram je antidepresiv takozvane ,,druge generacije*

lekova, koji ima S$iroki terapeutski potencijal u leCenju
depresije, bola i zavisnosti. 1z klase je selektivnih inhibitora
serotonina (SSRI). On ima FDA odobrenje za leCenje
klini¢ke depresije i brojnih anksioznih oboljenja. Citalopram
ima jedan stereocentar, za koji se 4-fluoro fenilna grupa i
N,N-dimetil-3-metil propilna grupa vezuju. Usled hiralnosti
molekula postoje dve enantiomerne forme. One se nazivaju
S-(+)-citalopram i R-(-)-citalopram (sl 1.). Samo S-(+)-
citalopram enantiomer ima Zeljeno antidepresivno dejst-
vo.(1)

Brajkovié G. et al. MD-Medical Data 2011;3(4): 395-400

(S)-(+)-citalopram

(R)-(—)-citalopram

Slika 1. Strukturna formula citaloprama

Citalopram-((RS)-1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(4-fluo-
rofenil)-1,3 dihidroisobenzofuran-5-karbonitril) se prodaje
kao recemska smesa koja se sastoji iz S-(+)-citaloprama i R-
(-)- citaloprama u obliku bromovodonika ili oksalatne soli.
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Hrana ne uti¢e na apsorbciju iz gastro-intestinalnog trakta.
Pik maksimalne koncentracije u plazmi dostize se posle 4
sata. Veéi deo leka se izluCuje nepromenjen, a oko 10% leka
podleze metabolizmu u jetri pod dejstvom citohrom P450 i
to CYP3A4 i CYP2C19 gde se demetiluje u N-desmetil
citalopram (DCT), a ovaj u N,N-didesmetil citalopram
(DDCT), oksiduje u citalopram-N-oksid, a deaminacijom
prelazi u deamino propionsku kiselinu. Metaboliti su manje
farmakoloski aktivni. Citalopram i njegovi metaboliti se
ekskretuju urinom (oko 80% od unesene doze), a manji deo
fecesom (oko 10%), i to kao nepromenjeni citalopram, DCT,
DDCT i u obliku glukuronida. Poluvreme eliminacije za
citalopram je 35 sati. Bioraspolozivost leka je 80% u odno-
su na intravensku dozu.(1.2.3:9) Distribicija se odvija vezi-
vanjem za proteine plazme sa oko 80%. Pocetna doza koja
se preporucuje je 20 mg/dan, sa punom dozom 40 mg/dan.
(3.4.5) Terapijska koncentracija u krvi je od 20-200 ng/mL.(1)
Treba ga koristiti oprezno sa drugim lekovima koji deluju na
CNS. Ako se koristi sa inhibitorima MAO moze doc¢i do
smrtonosne reakcije. Rizik od krvarenja moze biti povecan
ako se koristi uporedo sa aspirinom, varfarinom i drugim
lekovima koji uti¢u na koagulaciju i funkciju trombocita.
Ukoliko se kombinuje sa drugim lekovima iz klase SSSR
moze doci do Serotonin sindroma. Tokom ranog tretmana
ovim lekom povecan je rizik od pokusaja suicida. Drugi
nezeljeni efekti su apatija, konfuzija, pospanost, nesanica,
slabost, uznemirenost, amnezija, anksioznost, smanjen
libido, vrtoglavica, umor, poremecaji koncentracije, pove-
¢ana depresija, migrene.(®) ZabeleZen je i porast holesterola,
LDL holesterola posle upotrebe citaloprama

Simptomi predoziranja citalopramom samog ili u kombi-
naciji sa drugim lekovima i alkoholom su vrtoglavica, zno-
jenje, mucnina, povracanje, drhtavica, pospanost, sinusna
tahikardija, amnezija, konfuzija, konvulzije, koma.

Mehanizam delovanja citaloprama kao antidepresiva je
povezano sa potenciranjem serotonergicke aktivnosti u CNS
usled inhibicije ponovnog preuzimanja serotonina u
presinaptickim neuronima, povecavajudi na taj nacin intrasi-
naptic¢ki nivo serotonina. Ima nizak afinitet za 5-HT1A, 5-
HT2A, dopamin D1 i D2, A1,A2, adrenergicke, histaminske
H1, muskarinske, holinergicke, benzodiazepinske, opoidne i
GABA (gama aminobuterna kiselina) receptore. Metaboliti
citaloprama DCT i DDCT imaju antikoagulantno dejstvo
produzavajuéi vreme krvarenja.(8.9)

Prikaz slucaja

Zenski le§, Zivotnog doba 58 godina, pronaden u svom
stanu, na podu. Uz le$ je dostavljena plasti¢na bocica od 0,5
L u kojoj se nalazilo oko 100 mL guste, bele tecnosti.

Spoljasnjim pregledom lesa ustanovljen je krvni podliv
gornje trecine desne uSne Skoljke. Nisu ustanovljene druge
povrede, Vidljiva zamazanost prednje strane vrata i gornjeg
dela grudnjacinog predela belicastim, praskastim sadrzajem.

Unutras$nji obdukcioni nalaz pokazuje krvni podliv
poglavine u desnom slepoo¢nom predelu. Svi organi mno-
gokrvni, a patohistoloSke promene su ustanovljene na mo-
zgu, jetri i guSteraci. Na mozgu je uocljiv edem, a mikro-
skopski sitna, sveza krvarenja. Jetra je makroskopski manje
jasne grade, difuzno zuckasta, a histoloski je ustanovljena
masna izmenjenost jetre. Gusteraca je takode manje jasne
grade, mrljasto crvenkasta, a mikroskopski se uocavaju
podrucja svezeg krvarenja.

ToksikoloSkom hemijskom analizom ustanovljeno je
prisustvo etanola 1 lekova (citalopram, lorazepam i ibupro-
fen). Na osnovu obdukcionog nalaza i toksikolosko hemi-
jske analize dato je miSljenje da je smrt nastupila usled
trovanja lekovima (citalopram, lorazepam i ibuprofen) u
kombinaciji sa alkoholom etanolom (1,42%o).

MATERIJAL I METODE

Uzorci krvi, urina, Zeludacnog sadrzaja i tkiva organa
pokojne, dostavljeni su od Instituta za patologiju i sudsku
medicinu. Bioloski uzorci ¢uvaju se do analize na tempera-
turi od -20°C. Hloroform, amonijak, acetonitril i metanol
(HPLC cistoce) nabavljeni su od firme Merck, Darmstadt,
Nemacka, a standard citalopram- hidrobromid od Sigma-
Aldrih. Reagensi mobilne faze: natrijum dihidrogen fosfat
koji su kori$éeni za analizu dobijeni su od Sigma-Aldrih, p.a.
Citalopram je odreden tehnikom te¢ne hromatografije u
sprezi sa PDA detektorom i bibliotekom UV spektara.
Hromatografski uslovi za HPLC-PDA: Mobilna faza: ace-
tonitril : natrijum dihidrogen fosfat 50 mM pH 3,6 doteran
sa H;PO, (20%). Mobilna faza je filtrirana i degazirana

preko membranskog filtra; kolona Symmetry® C8 4,6x250
mm Waters sa predkolonom Sentry Guard Symmetry® C18,
temperatura kolone: 30°C, brzina protoka mobilne faze: 1-
1,5 mL/min gradijent: PDA detektor: A = 240,0 nm; reten-
ciono vreme za citalopram: Rt~ 14,01.

Odredivanje citaloprama vrSeno je i tecnom hro-
matografijom sa maseno-spektrometrijskim detektorom LC-
MS. Hromatografski uslovi za LC-MS: Te¢no-maseni hro-
matograf Waters Alliance 2695, Mass Lynx, Kolona
XTerra® RP18 3,5 pm 2,1 mm x 150 mm, temperatura
kolone 20°C. Mobilna faza: Komponenta A: 5 mM amoni-
jum formijat pH 3,5 doteran sa mravljom kiselinom.
Komponenta B: acetonitril sa 0,1% mravljom kiselinom.
Autosempler: temperatura 20°C, duzina analize 26 min.
Temperatura izvora 125°C, temperatura desolvatacije
430°C; Protok gasa: desolvatacioni 400L/h, konusni S0L/h.

Protok mobilne faze: 0,2 mL/min, gradijent; Napon na
kapilari 4 kV. Maseni spektrometrijski detektor je opti-
miziran i podeSen na pozitivan mod ES+, opseg masa od
100-500, scan time 1. retenciono vreme za citalopram:
Rt=13,99.

Uzorci krvi, urina i zZeludacnog sadrzaja, uzeti prilikom
obdukcije, u zapremini 5 ml zaalkalisani su sa 100 pL
NH,4OH (pH 9,0) 1 ekstrahovani sa tri puta vecom zapremi-

nom hloroforma. Posle ekstrakcije suvi ostatak rekonstitu-
isan je u mobilnoj fazi i analiziran HPLC-PDA-MS
metodom.

Uzoreci tkiva organa su homogenizovani i pripremani su
po modifikovanoj Stasovoj metodi. Ekstrahovani su hloro-
formom pri pH 9. Suvi ekstrakt rekonstituisan je u 1 mL
mobilne faze i hromatografisan. Odredivanje koncentracije
vr$eno je poredenjem povrSine pikova analiziranih jedinjen-
ja sa odgovarajuc¢im pikovima plazme opterecenih standard-
nim rastvorima poznate koncentracije.

Izolovanje citaloprama mozZe se raditi i na Oasis® HLB
ketridzima metodom ¢vrsto-fazne ekstrakcije u kiseloj ili
neutralnoj sredini. Prinos ekstrakcije u oba slu¢aja je visok
od 80-100%, a priprema brza i jednostavna $to je od velikog
znacaja u urgentnoj toksikologiji.

Prikazi bolesnika/ Case reports
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Slika 2. Hromatogram i UV spektar std citaloprama

REZULTATI

Uvedene su metode HPLC/PDA-MS za dokazivanje i
odredivanje citaloprama u bioloskom materijalu.

Na slici 2 prikazani su hromatogram i UV spektar stan-
darda citaloprama koji se poklapa sa UV spektrom iz bib-
lioteke spektara.

Na slikama 3, 4, 5, prikazani su hromatogrami i UV
spektri citaloprama i njegovih metabolita u uzorku urina i
uzorku tkiva organa bubrega. U ovim uzorcima predpostav-
lja se da je detektovano i prisustvo njegovih metabolita DCT
i DDCT (kojih nema u UV toksikoloskoj biblioteci spek-
tara), a zbog slicne hemijske strukture, imaju veoma sli¢ne
UV spektre sa citalopramom.
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Slika 3. Hromatogram citaloprama i njegovih metabolita iz
uzorka urina
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— Source Name: 5-84-11-urin Retention Time: 13.750
— Source Name: s-84-11-urin Retention Time: 14.000
— Source Name: 5-84-11-urin Retention Time: 14.400

Slika 4. UV spektri citaloprama i njegovih metabolita iz
uzorka urina

Na slikama 6-7 prikazani su uporedni hromatogrami i
MS spektri citaloprama u uzorku krvi i standardu selekto-
vani na jon 325 nakon hromatografisanja na LC-MS-u.

Metoda je validovana i linearna u rasponu 50-1000
ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je 25 ng/mL, a limit
kvantifikacije je 50 ng/mL sa prinosom od 64,5 — 81,2%.

Kalibracione krive za citalopram su konstruisane
metodom najmanjih kvadrata, sa srednjim vrednostima
povrsine pikova za svaku koncentraciju, koriséenjem pro-
grama Excel 5. Istim programom su izracunati koeficijenti
korelacije (r) i jednacina prave y = a + bx.
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Slika 5. Hromatogram i UV spektri citaloprama i njegovih metabolita iz uzorka tkiva organa bubrega
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Slika 6. Maseni spektar citaloprama u standardu i uzorku krvi

Slika 7. Hromatogram citaloprama u standardu i uzorku
krvi na LC-MS-u
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Kalibracionakriva za standard citaloprama u opterecenom
serumu na LC/MS-u
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Slika 8. Kalibraciona kriva i regresiona jednacina za optereceni
serum standardnim rastvorima citaloprama na LC-MS-u

Na slikama 8-9 prikazane su kalibracione krive citalo-
prama na HPLC i LC-MS.

Primenom HPLC-PDA metode, izvrSena je analiza uzo-
raka krvi, urina, zeludacnog sadrzaja i tkiva organa i
utvrdeno prisustvo citaloprama u kombinaciji sa drugim
lekovima. Rezultati dobijeni analizom uzoraka tkiva organa
i bioloskih tecnosti prikazani su u tabeli 1.

U dostavljenom uzorku sadrzaja tecnosti iz flasice, koja
je nadena pored lesa, takode je dokazano prisustvo lekova
citaloprama, lorazepama i ibuprofena.

Primenom metode gasne hromatografije (GC) sa pla-
meno jonizacionim detektorom (FID) — “head-space” tehni-
ka, dokazano je prisustvo etil alkohola i to u krvi (1,42 %o),
urinu (2,65 %o); zeludacnom sadrzaju (2,17 %o).

DISKUSIJA

U prikazanom slucaju toksikolo§ko-hemijskom analizom
krvi, urina, Zeludanog sadrzaja i uzoraka tkiva organa
dokazano je prisustvo lekova citaloprama, lorazepama,
ibuprofena i alkohola. Zaklju¢eno je da je smrt nastupila
usled trovanja lekovima u kombinaciji sa alkoholom
etanolom.

Koncentracija citaloprama je u krvi (2092,3 ng/mL)
imala je toksi¢nu vrednost. Citalopram je odreden i u urinu
(9994,0 ng/mL), zeludaénom sadrzaju (18810,6 ng/mL),
jetri i zucnoj kesi (283,7 ng/g), bubregu (1200,8 ng/g),
mozgu (921,3 ng/g). U ovim uzorcima detektovano je i pris-
ustvo njegovih metabolita.

Primena tehnike teéne hromatografije sa PDA i MS
detekcijom je od od velikog znacaja u urgentnim i sudsko-
medicinskim analizama. Metoda je validovana i linearna u

Kalibraciona Kriva za standard Citaloprama u opterecenom
serumu na HPLC-u
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Slika 9. Kalibraciona kriva i regresiona jednacina za optereceni
serum standardnim rastvorima citaloprama na HPLC-u

rasponu od 50-1000 ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je
25 ng/mL, a limit kvantifikacije je 50 ng/mL sa prinosom od
64,5 — 81,2%.

U radovima su prikazane ¢vrsto-fazne, kao i te€no-tecne
pripreme uzoraka bioloskih tecnosti i tkiva organa na citalo-
pram i metabolite uz istovremenu detekciju razlicitih antide-
presiva. Primenjene su tehnike: HPLC sa fluorescentnom
detekcijom, HPLC sa UV detekcijom, sa masenom spekro-
metrijom, gasna hromatografija sa masenom spektrometri-
jom. Savremene metode kao $to je metoda UPLC sa tandem
masenom spektrometrijom ili LC-ESI-MS/MS pokazuju
izrazitu osetljivost, preciznost, linearnost, skracenje vreme-
na analize i zanemarljiv uticaj rastvaraca kao i uticaj bazne
linije seruma.(10.11,12,13,14,15,16,17.,18,20)

Interesantan je rad koji govori o odredivanju citaloprama
i njegovoh metabolita u kosi i noktima metodom tecne hro-
matografije u kombinaciji sa elektrosprej jonizacijom sa
masenom spektrometrijom (LC-ESI-MS). Utvrdeno je kod
osoba koje su primale terapiju bar godinu dana da su uzorci
bili pozitivni na ove komponente i 4, 6, 9, 15 meseci nakon
prekida terapije. Vrednosti u kosi za citalopram kretale su se
od 1,04-8,69 ng/mg, a za desmetilcitalopram 0,07-1,27
ng/mg dok su vrednosti u noktima za citalopram iznosile
0,40-10,49 ng/mg a za desmetilcitalopram 0,32-3,70
ng/mg.(19)

ZAKLJUCAK

Odredivanje koncentracije citaloprama u uzorcima je
znacajno u urgentnoj toksikologiji zbog mogucih trovanja,
jer tokom ranog tretmana ovim lekom povecan je rizik od
pokusaja samoubistva, zatim pracenja terapije posebno u
kombinaciji sa drugim lekovima, zbog mo-

Uzorak Citalopram | Meteboliti Lorazepam Ibuprofen | ucih brojnih nezeljenih efekata, kao i u sud-
[ng/mL] [ng/g]| cialoprama | [ng/mL] [ng/g] |[ng/mL] [ng/g]| skoj medicini. Postupak pripreme je jednos-
" tavan a detekcija na HPLC-MS-PDA je pre-
Krv 2092,3 detektovan 188,7 27200 cizna i specificna kojom se mogu pratiti ter-
Urin 9994,0 detektovan 50,3 5973,0 apijske i toksi¢ne koncentracije. Ova tehnika
Zeludacéni 18810,6 detektovan 2157.9 764402 jve .rgzvij ena za .screeni.ng :coksikolo§ki zna-
sadrzaj Cajnih jedinjenja u bioloSkom materijalu.
Mozak 921,3 detektovan 9,8 19,1 'ZahVEl.IJUJ u.m.blbhotem P ektar.a kojup Qsedu-
je, primenjuje se kao screening tehnika za
Jetra 283,7 detektovan 0,1 5,5 istovremenu identifikaciju velikog broja tok-

sikoloski znacajnih jedinjenja.

Bubreg 1200,8 detektovan 0,6 119,2

Tabela 1: Koncentracija lekova citaloprama,lorazepama i ibuprofena

u bioloskim uzorcima

Brajkovié G. et al. MD-Medical Data 2011;3(4): 395-400
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Apstrakt

Citalopram je visoko selektivni inhibitor ponovnog preuzimanja serotonina i
u Sirokoj je upotrebi u lecenju depresije. U radu je opisan prikaz slucaja trovanja
lekovima i alkoholom, Zene 58 godina, sa smrtnim ishodom. Toksikolosko-hemi-
jskom analizom krvi, urina, Zeluda¢nog sadrZaja, uzoraka tkiva organa i uzorka
guste bele tecnosti dokazano je prisustvo lekova citaloprama, lorazepama,
ibuprofena koji su odredeni tehnikom te¢ne hromatografije sa UV detektorom
koji apsorbuje u UV oblasti od 190-400 nm (HPLC-PDA) i tehnikom tecne hro-
matografije sa masenom spekrometrijom (LC-MS) gde su podaci prikupljeni u
pozitivnom rezimu ES+, opseg masa m/z 100-500. Prisustvo alkohola dokazano
je primenom metode “head-space” gasne hromatografije sa plameno joniza-
cionim detektorom (GC-FID). Citalopram je izolovan te¢no-tecnom ekstrakcijom
u hloroformu pri pH 9,0 sa zadovoljavaju¢im prinosom ekstrakcije. Razdvajanje
je postignuto na koloni Symmetry® C8 sa mobilnom fazom acetonitril : natrijum
dihidrogen fosfat 50 mM pH 3,6 i u gradijent modu i na koloni XTerra® RP18
sa mobilnom fazom: 5 mM amonijumformijat (pH 3,5) : acetonitril sa 0,1%
mravljom kiselinom. Metoda je validovana u krvi i linearna je u rasponu 50-1000
ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je 25 ng/mL, a limit kvantifikacije je 50
ng/mL. Od velikog je znaCaja razvoj specificnih metoda za odredivanje citalo-

prama u klini¢koj i forenzickoj toksikologiji
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