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Sazetak

Prikazali smo slucaj trovanja muskarca starosti 52 godine, koji je na dugogodi$njoj meta-
donskoj terapiji odvikavanja od zloupotrebe heroina. Dovezen je u Urgentnu toksikolosku
ambulantu, Vojnomedicinske akademije, nakon §to je popio nepoznatu koli¢inu metadona.
Bio je u komi bez reakcije na drazi, mioti¢nih zenica, krvnog pritiska 130/70, saturacije
95%, spontanog, normalnog disanja. Klini¢ki predstavlja intoksikaciju opijatima.
Screening metodom u urinu dokazano je prisustvo metadona, EDDP, klozapina, N-
desmetilklozapina i alprazolama.

Metoda te¢ne hromatografije sa PDA detekcijom i masenom spekrometrijom (HPLC-
PDA-MS) je razvijena za terapijska i toksi¢na odredivanja metadona i njegovog glavnog
metabolita EDDP u urinu. Uradena je ¢vrsto-fazna ekstrakcija, a razdvajanje postignuto na
koloni Symmetry® C8 i na koloni XTerra® RP18 u gradijent rezimu. Granice detekcije
(LOD) uspostavljene su izmedu 10 i 50 ng/mL. Linearnost je u opsegu 100-1500 ng/mg, sa
proseénim koeficijentom korelacije (R2) > 0,99. Metod je brz, osetljiv i specifidan za
odredivanje metadona i EDDP i pokazao se pogodnim za pradenje nivoa leka u pacijenata
na terapiji odrzavanja metadonom.

UvoD

Metadon (6-(dimetilamino)-4,4-difenilheptan-3-one)
C,1H,47NO je lipofilni, sinteti¢ki opijat, analgetik. Koristi se

HC
7 M"QH3
N,
/

cH,

kao standardni tretman detoksikacije od opoidne zavisnosti.
Metadon ima sli¢na farmakoloska dejstva kao morfin i delu- CHy
je kao agonist na opioidne p receptore. Od morfina se raz-
likuje po tome Sto je pocetak akcije sporiji, ima produzenu
aktivnost delovanja, a simptomi su manje ozbilji.!
Metadon ima asimetri¢ni ugljenikov atom u strukturi,

odakle poti¢u dve enantiomerne forme. Zastupljen je u
obliku racemske smeSe 50:50, R-levo [-metadon i S-dextro

Slika 1. Strukturna formula metadona (* oznacava hiralni
centar)

d-metadon. R metadon je aktivna forma i ima osobine opija-

ta.12 (slika 1)
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Nakon oralne primene u krvi se detektuje u roku od 15-
45 minuta a maksimalna koncentracija u plazmi postize se
nakon 2,5-4 sata. Bioraspolozivost je od 36-100%. Farma-
koloski efekat kod nekih pacijenata moze biti mali, kod
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drugih prejak i produzen. Postoje razlike i u vremenu za koje
se postize maksimum koncentracije u krvi, 1-6 sati, u pros-
eku 2,2-4,4 h. 1.2.34 Kriva koncentracije metadona u plazmi
nakon oralne primene imala bi dve faze, prvu eksponencijal-
nu, brzu a fazu, koja odgovara prenosu leka u CNS, i drugu
sporu 3 fazu, koja odgovara eliminaciji. t;, prve faze meta-

dona u plazmi pokazuje znacajne razlike izmedu pojedinaca,
i raspon je 1,9-4,2 h, prosecno 2,95+0,92 h. t;, druge faze,

nestanak leka iz plazme, varira jo§ viSe od 8,5-47 h. 3
Metadon se dobro vezuje za proteine i to najvise za o

kiseli glikoprotein, zatim za albumin i lipoproteine. U slo-
bodnoj frakciji je oko 13%. Stepen vezivanja za proteine
znacajan je za metadonsku aktivnost. U stresnim situacijama
se povecava koncentracija o kiselog glikoproteina, tako da

se smanjuje aktivnost leka. Dokazano je da postoji znacajna
razlika u periodu delovanja leka kod hroni¢ne i akutne
administracije. Efekat metadona traje duze kod bolesnika
koji su na terapiji nego kod osoba koji ga nisu ranije koris-
Predlozeno je sledece objasnjenje. Metadon se akumulira u
tkivima kada se daje viSe puta, ¢inedi na taj nacin rezervu.
Vezani metadon je u ravnotezi sa cirkuliSucim lekom u plaz-
mi, odrzavajuéi farmakolosku aktivnost 24 h. Svakodnevna
doza odrzava tu ravnotezu sa kratkoro¢nim oscilacijama,
dok jedna doza (100 mg na dan) leka pokazuje farma-
kolosku aktivnost u proseku oko 6h.6

Eliminacija metadona vrsi se njegovom biotransforma-
cijom, N-demetilacijom i spontanom ciklizacijom u njegov
primarni, neaktivni metabolit 2-etiliden-1,5-dimetil-3,3-
dimetilpiridin C,yH,3N (EDDP) (slika 2) i 2-ethyl-5-metil-

3,3-difenilpirolin C;gH,oN (EMDP). 7
EliminiSe se urinom i fecesom. EDDP ¢ini 17-57%
ukupne doze. Uneta koli¢ina leka i ph urina uti¢e na odnos
EDDP/metadon u urinu i on varira od pacijenta ( srednja
vred +£SD u rasponu 0,4-1,30). Acidifikacija urina povecade
izlu¢ivanje metadona, a sma-
Q njiée metabolite. Poluzivot elim-
Q ot inacije je oko 22 h (5-130 h).
H N< Aktivni oblik R — enantiomer
3 cH;  moze se detektovati i nakon 40 h
i CHy od uno$enja. Metadon se meta-
Methadone bolise sporije od heroina i time
omogucdava da telo i mozak
izbegnu stresne uspone i padove.
Citohrom P450 (CYP) 3A4,
(CYP) 2D6 su izoforme koje
ucestvuju u metabolizmu meta-
dona. Aktivnost (CYP) 3A4
znacajno varira medu pojedinci-
ma, a takva varijabilnost odgov-
orna je za velike razlike u bio-
raspolozivosti metadona. Tokom
odrzavanja terapije metadonom
nekada je potreban tretman i sa
drugim lekovima: psihotropnim,
antibioticima, antikolvuzivima,
antiretrovirusnim lekovima, koji
mogu da izazovu farmakoloske
interrakcije. (CYP) 3A4

ECDP

Slika 2. Metabolicki put N-
demetilacije metadona u
EDDP (* oznacava hiralni
centar)
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uklju€en u metabolizam benzodiazepina, antagonista kalci-
juma, antikonvulziva, alkohola, opijata (kodein, tramadol),
antibiotika. Pacijenti koji uzimaju kombinovane terapije
moraju pazljivo da se prate. Mora se uzeti u obzir priroda
interakcije metadona sa drugim lekovima. Interakcije se
mogu predvideti na osnovu razumevanja indukcije/redukci-
je enzima. Farmakokineti¢ke interakcije metadona sa
drugim lekovima nemaju po zivot pacijenta opasne
posledice, ali izazivaju smanjenje koncentracije i efekte
leka, $to moze da izazove povecan rizik od recidiva hero-
inske zavisnosti. Rifampicin, karbamazepin, fenobarbiton,
fenitoin, nevirapin, buprenorfin, antiretovirus smanjuju kon-
centraciju metadona u krvi, verovatno zato Sto aktiviraju
(CYP) 3A4, podsticuc¢i metabolizam metadona i njegovu
eliminaciju. Inhibitori (CYP) 3A4 kao Sto su flukonazol,
(CYP) 2D6 paroksetin povecavaju koncentraciju metadona
u krvi. (CYP) 2D6 koji je ukljucen u metabolizam podleze
genetickom polimorfizmu. Identifikovani su razni (CYP)
2D6 aleli. 43

Radene su neuropsiholoske studije da bi se pronasla veza
izmedu rezima doziranja metadonom i kognitivnih perfo-
mansi, nakon hroni¢ne zloupotrebe heroina. Analizirani su
efekti metadona na mozdane funkcije. Zakljuceno je da ne
utice radikalno na kognitivne funkcije, ali da postoji blago
sedativno dejstvo.8

Negativni efekti i toksi¢nost usled predoziranja ili suici-
da metadonom, sli¢ni su kao kod morfina. Ovo ukljucuje
mucninu, povraéanje, sedaciju, vrtoglavicu, konfuziju,
hipotenziju, poremecaj sréanog ritma, duboku, respiratornu
depresiju, pluéni edem i komu. Fatalna koncentracija meta-
dona u krvi kreée se u opsegu 0,2-4,5 mg/L.%

Preporucena metadonska doza TDM (Therapeutic Drug
Monitoring) je 60-100 mg/dan. Terapijske koncentracije u
krvi za recemat R i S iznose 0,4 mg/L, a za R formu 0,25
mg/L. Farmakokinetika metadona varira od osobe do osobe.
Posle primene jednake doze, dobijaju se znatno razliCite
koncentracije u subjektima, zato mora pazljivo da se klinicki
prate objektivni i subjektivni simptomi kod doziranja paci-
jenta. 1,10

PRIKAZ SLUCAJA

Muskarac, u dobi od 52 godine, primljen je na leCenje
zbog akutne intoksikacije opijatima. Pacijent je dovezen u
komi, mioti¢nih zenica, spontanog disanja, saturacije 95%,
krvnog pritiska 130/70, frekvence 60 otkucaja u minuti. Po
primeni Naloxona delimi¢no oporavlja stanje svesti.
Naknadno je dobijen podatak da je visegodiSnji opijatni zav-
isnik, na metadonskoj terapiji. Toksikoloskim analizama
urina dokazano je prisustvo metadona u koncentraciji 2640
ng/mL, EDDP 1701 ng/mL, klozapina 270 ng/mL, N-
dezmetil klozapina 800 ng/mL, alprazolama 1 ng/mL.
Pacijent je uz antidotsku terapiju i kristaloidne rastvore
leCen dvojnom antibiotskom terapijom zbog desnostrane
bronhopneumonije. Otpusten je oporavljen, nakon 4 dana, sa
savetom da se javi nadleznom psihijatru.

MATERIJAL I METODE

Uzorak urina pacijenta, dostavljen je iz Urgentne ambu-
lante. Hloroform, amonijak, acetonitril i metanol (HPLC
Cistoce) nabavljeni su od firme Merck, Darmstadt, Nemac-
ka. Reagensi mobilne faze: natrijum dihidrogen fosfat koji
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su koriSceni za analizu dobijeni su od Sigma-Aldrih, p.a.
Koris$éeni su slededi standardi i referenni materijali: Batch
No 03-D-06; Liquichek, Urine Toxicology Control, A human
urine drugs of abuse control United States, Bio-Rad
Laboratories, level S2-low opiate, lot 73650, Liquichek,
Urine Toxicology Control A human urine drugs of abuse
control United States, Bio-Rad Laboratories, level S3-, lot
67110; Liquichek, Urine Toxicology Control, A human urine
drugs of abuse control United States, Bio-Rad Laboratories,
level C2, lot 67850; Liquichek, Urine Toxicology Control, A
human urine drugs of abuse control United States, Bio-Rad
Laboratories, level C3, lot 68400.

Metadon i metabolit EDDP je odreden tehnikom tec¢ne
hromatografije u sprezi sa PDA detektorom i bibliotekom
UV spektara. Hromatografski uslovi za HPLC-PDA:
Mobilna faza: acetonitril : natrijum dihidrogen fosfat 50 mM
pH 3,6 doteran sa H3;PO,4 (20%). Mobilna faza je filtrirana i
degazirana preko membranskog filtra; kolona Symmetry®
C8 4,6x250 mm Waters sa predkolonom Sentry Guard
Symmetry® C18, temperatura
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i propusten uz protok 2 mL/min. Kolona je isprana sa 1 mL
5% metanola. Eluiranje je vrSeno 1 mL metanola i nakon
toga uzorak je hromatografisan HPLC-PDA-MS metodom.

Odredivanje koncentracije vrSeno je poredenjem povr-
Sine pikova analiziranih jedinjenja sa odgovarajucim pikovi-
ma referentnih materijala urina poznate koncentracije.

REZULTATI

Uvedene su metode HPLC/PDA-MS za dokazivanje i
odredivanje metadona u bioloskom materijalu. Na slici 3
prikazan je hromatogram uzorka urina pacijenta i UV spek-
tri metadona i EDDP koji se poklapaju sa UV spektrima bib-
lioteke spektara.

Na slikama 4,5,6 prikazani su MS spektri i hromatogra-
mi metadona i EDDP u referentnom materijalu urina a
human urine drugs of abuse control United States, Bio-Rad
Laboratories, level C3, lot 68400 nakon hromatografisanja
na LC-MS-u, selektovani na jone m/z 265 i 310 za metadon
1278 1234 za EDDP na voltazama 30mV, 40mV i 60 mV .

kolone: 30°C, brzina protoka

mobilne faze: 1-1,5 mL/min Sample Name:  576-3ml -
gradijent: PDA detektor: A = \snaaTme L
200,5 nm; retenciono vreme za Injection #:; 8
metadon: Rt=16,22; za EDDP injection Volume:  50.00 ul
Run Time: 30.0 Minutes
Rt=15,06. Date Acquired:
Odredivanje metadona i Date Processed:

15-Feb-13 10:40:33 CET
15-Feb-13 11:19:28 CET

Acquired By:
Sample Set Name:
Acq. Method Set  Screening
Processing Method Screening
Channel Name:  200.5nm
Proc. Chnl. Descr.. PDA200.5 nm

vmacktoth

EDDP vrseno je i teénom hro-

matografijom sa maseno-spek- 229i-°° nm

240.00

EDDP - 15.058

260.00 280.00 300.00 320.00 3'40I.00

trometrijskim 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

METHADONE - 16.216
220.00 nm
240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00
15.06 16.22
14.65 15.75

259.0259.4 293.0

x 150 mm, temperatura kolone

20°C. Mobilna faza: Kompo-
nenta A: 5 mM amonijum
formijat pH 3,5 doteran sa

u

mravljom kiselinom. | <, ]
Komponenta B: acetonitril sa
0,1% mravljom kiselinom. ]
; 0.00 |
Autosempler. temperatura T ——— e A,
. - . s 000 200 400 600 800 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
20°C, duzina analize 26 min. Minutes
Temperatura izvora 125°C, Results
I PDA/FLR Match1 | PDA/FLR Match2 PDAJFLR Match3
temperatura desolvatacue R Area Spect. Name Spect. Name Spect. Name
4300C, Protok gasa: desolvata- 1(15.058 | 9238117 | EDDP
cioni 400L/h, konusni 50L/h. 2 [16.216 | 14432756 | METHADONE BACAMPICILLINE | DEXTROMORAMIDE ACTIVE FORM

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 metadon:
Rt=14,65; za EDDP Rt~14,14.

Izolovanje metadona i EDDP radeno je na Oasis® HLB
ketridzima zapremine 3 mL, ¢ija je velic¢ina pora 30 im,
metodom cvrsto-fazne ekstrakcije. Nakon centrifugiranja
uzorak seruma je ekstrahovan. Kolona HLB ketridza je
kondicionirana sa 1 mL metanola, a potom uravnotezena sa
1 mL vode. Posle aktivacije na kolonu je nanet uzorak urina
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Slika 3. Hromatogram i UV spektri metadona i EDDP u uzorku
urina pacijenta

Metoda za metadon HPLC-PDA-MS je validovana i lin-
earna u rasponu 50-1500 ng/mL (2> 0,99). Granica detekci-
je je izmedu 10 i 50 ng/mL, a limit kvantifikacije je 100
ng/mL, sa greskom ponovljivosti RSD 3 i greskom repro-
duktivnosti RSD 5.
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Na slici 7 1 8 prikazane su kalibracione krive metadona
na HPLC-u i LC/MS-u.

Primenom HPLC-PDA-MS metode, izvrSena je analiza
uzorka urina i utvrdeno prisustvo metadona 2640 ng/mL,
EDDP 1701 ng/mL (glavnog metabolita metadona), klozap-
ina 200 ng/mL, N-desmetilklozapina 800 ng/mL i alprazola-
ma | ng/mL.

DISKUSIJA

Trovanje ili predoziranje su glavni uzroci smrtnosti kod
upotrebe metadona.” Opisali smo slu¢aj trovanja meta-
donom, coveka 52 godine i uvodenje analiticke metode za
njegovo odredivanje. Metadon intoksikacija je simptomats-
ka i razmatra se u kontekstu sa letargijom, miozom i respira-
tornom depresijom. Pocetno upravljanje se sastoji u uspos-
tavljanju disanjnih puteva, davanju naloksona i toksiko-
loskoj analizi urina, radi kompletne dijagnoze. Primenom
HPLC-PDA-MS metode, izvrSena je analiza uzorka urina i
utvrdeno je prisustvo metadona 2640 ng/mL, EDDP 1701
ng/mL, klozapina 200 ng/mL sa metabolito N-desmetilk-
lozapinom 800 ng/mL i alprazolama 1 ng/mL. U radovima
nema zabeleZzenih mogudih interakcija metadona sa kloza-
pinom. Benzodiazepini mogu da izazovu respiratornu depre-
siju kao i metadon pa se efekat umnozava.

HPLC-MS-PDA1L:12.13,14 metoda je prakti¢na alternati-
va za screening i potvrdu u razli¢itim matricama bioloskog
materijala ukljucujudi urin, krv, maj¢ino mleko, lavat, kosu,
tkiva organa. Razvijenom HPLC-MS-PDA metodom sa
datim hromatografskim uslovima, moguca je brza analiza
legalnih i ilegalnih droga i njihovih metabolita u uzorcima
urina, kao pokazatelja potencijalne izlozenosti. Pouzdanost
klinicke i forenzicke toksikoloske analize zavisi u velikoj
meri od pripreme uzoraka. Priprema uzoraka je vazan korak
analitickog procesa, onoliko koliko ima uticaja na tacnost,
preciznost, reprezentativnost i kvalitet rezultata. SPE je
izabrani postupak za preciséavanje uzorka zbog svojih pred-
nosti: smanjenja vremena i jednostavnosti pripreme, autom-
atizacije, izbegavanja emulzije, manje potrosnje organskih
rastvaraca, a procenjena tacnost i preciznost za metadon je
dobra.11,12,13,14,15,16 Metoda za metadon je validovana i lin-
earna u rasponu 100-1500 ng/mL (2> 0,99). Granica detek-
cije je izmedu 10 i 50 ng/mL, a limit kvantifikacije je 100
ng/L, sa greSkom ponovljivosti RSD 3 i greskom reproduk-
tivnosti RSD 5.
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U radovima je prikazano odredivanje metadona i u
drugim bioloskim uzorcima. Analiza kose ima vedi retro-
spektivni vremenski okvir od urina. Analiziranjem uzorka
kose moze se detektovati zloupotreba droge nedeljama, pa
cak i mesecima unazad. Uz derivatizaciju upotrebom MTB-
STFA i gasno masene hromatografije moze se detektovati
metadon uz istovremeno odredivanje i drugih psihoaktivnih
supstanci. 17

U oblasti toksikologije dah se koristio kao uzorak samo
za odredivanje alkohola. Nedavno je otkriveno da uz upotre-
bu osetljivih tehnika kao $to je tandem masena spektrometri-
ja moguce je iz daha odrediti i metadon. Izdahnuti dah se
kondenzuje, ekstrahuje i hromatografise.!8

Zloupotreba droga je znacajan izvor ekonomskih i soci-
jalnih problema. Progresivne promene li¢nosti opijatnih zav-
isnika su teret za njihove porodice i zajednicu. Psiholoska i
socijalna manifestacija zavisnisti heroinom zahteva inte-
grisanu intervenciju u medicini i psihijatriji. Da bi leCenje
zavisnosti, rehabilitacija i1 sprecavanje recidiva bilo efikas-
no, klinicka intervencija bolesnika se prilagodava fazi
bolesti. Cilj le¢enja metadonom je da se pacijent odgovara-
juéom dozom stabilizuje uz povlacenja potrebe za heroinom
i simptoma apstinencije. Time zapocinje proces oporavka.
Glavni cilj farmakoterapije i psihosocijalnog tretmana je
dugoro¢nim lecenjem dati priliku postepenog vradanja na
bio-psiho-socijalno funkcionisanje, normalni zivot, li¢na
zadovoljstva, socijalni ugled, fizicko i mentalno zdravlje
pacijenta.

ZAKLJUCAK
Odredivanje koncentracije metadona u uzorcima je
znacajno radi ocenjivanja efikasnosti terapije i

prilagodavanja doze metadona stvarnim potrebama pacijen-
ta. Merenje koncentracije metadona u krvi nije uvek
dovoljno da bi se predvideli efekti leka, ve¢ mora da se
poveze sa drugim farmakokinetiCkim parametrima.
Potrebno je Cesto uraditi i urin na zloupotrebu droga.
Postupak pripreme je jednostavan a detekcija na HPLC-MS-
PDA je precizna i specificna kojom se mogu pratiti terapi-
jske i toksi¢ne koncentracije metadona, a pogodan je i za
prikazivanje Sirokog spektra droga zloupotrebe.
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Abstract

We present a case of a 52-year old man, on long methadone maintenance treatment (MMT)
with a history of intermittent heroin abuse, after ingesting an unknown quantity of
methadone, come to the Emergency Department at the Military Medical Academy. Vital
signs were: coma with no response to stimuli; miotic pupils; heart rate 55/min; blood pres-
sure 130/70 mmHg; normal eupneic; and room air oxygen saturation 95%. Clinically, this
patient demonstrated opioid intoxication. A urine drug screen was positive for methadone,
EDDP, clozapine, alprazolam

A method was developed for the quantitative analysis of methadone of therapy and of
abuse and his metabolite in urine. A fast liquid chromatographic assay with mass and photo
diode array spectrometric detection (HPLC/PDA/MS) has been developed for the simulta-
neous determination of methadone, its primary metabolite, 2-ethylidene-1,5-dimethyl-3,3-
diphenylpyrrolidine (EDDP) in human urine. The extraction procedure was performed
with automatic solid phase extraction, and the compounds were separated with a
Symmetry® C8 and XTerra ® RP18 column using a gradient mode. Limits of detection
(LOD) were established between 10 and 50 ng/ml. Linearity was obtained over a range of
100-1500 ng/ml with an average correlation coefficient (R2) of >0.99. Using a rapid, sen-
sitive and highly specific method was developed for quantization of methadone and EDDP
and the method proved to be suitable for evaluation of urine obtained from patients
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