
65

M E D I C A L D A T A / V o l . 2 . NO 1 /  Mart 2010.Brajkovi} G. et al V. Med Data Rev 2010;2(1): 65-71
ANALITI^KA POTVRDA SILDENAFILA(VIAGRA) PRIMENOM METODE TE^NEHROMATOGRAFIJE SAMS I PDADETEKCIJOM. Prikaz slu~aja
ANALYTICAL CONFIRMATION OF SILDE-NAFIL (VIAGRA) USING LIQUID CHRO-MATOGRAPHY METHOD WITH PDAANDMS DETECTION. Case reports
Gordana Brajkovi}, Vesna Kova~evi}, Vesna Kilibarda
Vojnomedicinska akademija, Centar za kontrolu trovanja, Beograd
Abstract 
The paper describes case of death, S.\., 27 years old who was found dead in his apart-

ment. Toxicology-chemical analysis of blood, urine, gastric contents and body tissue sam-
ples proved the presence of morphine, 6-monoacetilmorfina and drug sildenafila, which
was determined by liquid chromatography coupled 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  100-450. Sildenafil was isolated
from plasma or urine using a liquid- liquid extraction with chloroform-izopropanol (9:1) at
pH 9.0 with satisfactory extraction recoveries. Separation was achieved on the Symmetry®
C8 column with mobile phase acetonitrile: dihidrogen sodium phosphate 50 mM pH 3.6 in
the gradient mode, and XTerra ® RP18 column with a mobile phase: 5 mM ammonium
acetate (pH 3.5): acetonitril with 0, 1% acetic acid. The method is validated blood and lin-
ear in the range of 20-1000 ng/mL (r2> 0.99). Limit of detection was 10 ng/mL and limit
of quantification was 20 ng/mL. Because of its good sensitivity HPLC-PDA-MS is a reli-
able technique.
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UVOD
Sildenafil je lek koji se koristi za le~enje erektilne dis-

funkcije i plu}ne arterijske hipertenzije. Razvila ga je farma-
ceutska kompanija Pfizer i dostupan je u prodaji od 1998.
godine.

Sildenafil ima pirazilo pirimidil metilpiperazinsku struk-
turu (sl 1.). Sildenafil se brzo absorbuje iz gastro-intesti-
nalnog trakta. Poluvreme absorpcije je 15 min. Pik maksi-
malne koncentracije u plazmi dosti`e posle 0,5-2 sata u zav-
isnosti od uzimane hrane. Podle`e metabolizmu u jetri pod
dejstvom citohrom P450 i CYP3A4 (glavni put) i CYP2C9
(manji put) gde se deacetiluje u N-desmetilsildenafil (UK-
103,320).  Ako se uzima mastan obrok absorpcija se sma-
njuje. Ve}i deo sildenafila i njegovih metabolita se ekskretu-
je fecesom (oko 80% od unesene doze), a manji deo urinom
(oko 13%), manje od 2% nepromenjen. Polu`ivot u plazmi
za sildenafil je 3-5h, a za N-desmetilsildenafil 4h. Trans-
portuje se 96% vezivanjem za proteine plazme. Doza koja se
preporu~uje je 50mg. Pri konzumiranju jedne tablete od
100mg koncentracija sildenafila u plazmi nakon 2-3h bila je
od 0,296mg/L do 0,325mg/L, a koncentracija metabolita
(UK-103,320) u plazmi od 0,116 mg/L do 0,160 mg/L. (1,3,4)

Mehanizam delovanja: 
Polno uzbu|enje uzrokuje pove}ano otpu{tanje azot

oksida s neholinergi~nih i neadrenergi~kih parasimpati~kih
nervnih zavr{etaka u zidovima arterija kavernoznog tela
penisa. NO difunduje u }elije glatkih mi{i}a, zidove krvnih

C22H30N6O4SMolekulska masa-474,59
CAS-broj- 139755-83-2

1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1H-
pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl) phenylsulfonyl]-4-methylpiper-
azine 

Slika 1. Strukturna formula sildenafila
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sudova i stimuli{e citoplazmati~nu guanil-ciklazu na
pove}anu produkciju cGMP-a. Pove}anje cGMP-a uzrokuje
erekciju. Nakon prestanka seksualne stimulacije spu{ta se
koli~ina NO te se smanjuje koncentracija cGMP-a u glatkim
mi{i}ima jer se smanjuje sinteza preko GC koja je u
korelaciji sa njegovom razgradnjom preko PDE5. Promene
u bilo kojem od faktora: psiholo{kom, hormonskom, neuro-
lo{kom, vaskularnom ili kavernoznom uzrokuju nekih od
koraka erekcijske disfunkcije u oko 50% mu{karaca u dobi
od 40 do70 godina. Tkivne koli~ine cGMP-a ode|ene su
ravnote`om izme|u guanil ciklaze (GC) koja katalizuje nas-
tajanje cGMP-a iz guanozin trifosfata (GTP) i cikli~nih nuk-
leotid-fosfodiesteraza koje katalizuju razgradnju cGMP-a u
GMP-a. Sildenafil podrazumeva osloba|anje NO u kaver-
noznom telu (corpus cavernosum) penisa. NO se vezuje za
receptore enzima guanil ciklaze pove}avaju}i cGMP-a,
posredno time smanjuje koli~inu kalcijumovih jona u }elija-
ma glatkih mi{i}a {to rezultira relaksacijom muskulature i
protoka krvi u penis dovode}i do erekcije. Sildenafil je
sna`an i reverzibilan inhibitor fosfodiesteraze tipa 5 (PDE5)
koja je odgovorna za degradaciju cGMP-a, {to uslovljava
pove}anje koli~ine cGMP-a. Ova osobina sildenafila isko-
ri{}ena je u le~enju patolo{kih stanja kao {to je erekcijska
disfunkcija i plu}na hipertenzija uzrokovana hipoksijom
koje su posledica smanjenja unutar}elijske koli~ine cGMP-a
{to uzrokuje pove}anu aktivnost PDE5. Sildenafil je kon-
traindikovan kod ljudi koji upotrebljavaju organske nitrite,
jer pove}ana koncentracija mo`e izazvati nagli pad krvnog
pritiska.

Naj~e{}e nuspojave vezane za ovaj lek poput glavobolje,
dispepsije, laganog sni`enja krvnog pritiska, ili kongestije
nosne sluznice posledice su PDE5 inhibicije. Poreme}aji
vida uzrokovani su inhibicijom retinalne PDE6. Red selek-

tivnosti za pojedine PDE porodice PDE5 > PDE6 (10 puta
manja) > PDE1 (80 puta manja) > PDE2, PDE4, PDE7,
PDE8, PDE9, PDE10, PDE11 (700 puta manja) > PDE3
(4000 puta manja). PDE6 je u najbliskijoj vezi sa PDE5 pa
sildenafil inhibira obe porodice. Smetnje vida je jedna od
nuspojava koja se javlja naj~e{}e tek kada se prekora~i mak-
simalna dnevna doza. Vrlo visoka selektivnost onemo-
gu}ava delovanje na PDE3 uklju~ena u kontrolu kontraktil-
nosti sr~anog mi{i}a. Inhibicija PDE5 sildenafilom
pove}ava antiagregacijsku aktivnost NO u trombocitima,
formiranje tromba i perifernu arterio-vensku dilataciju. (8,4)

Uz sildenafil se u terapiji erekcijske disfunkcije
upotrebljavaju tadalafil i vardenafil koji su mu hemijski vrlo
sli~ni. Sildenafil se proizvodi u tabletama od 25mg, 50mg,
100mg. (2)

Akutno uzimanje opijata i sildenafila proizvodi abnor-
malno visoke koncentracije cGMP-a u perifernim nervnim
zavr{ecima, {to rezultira u produ`enju erekcije i posle orgaz-
ma. Korisnici ga me{aju sa metilendioksimetamfetaminom
(MDMA) ili ekstazijem. Na{e odeljenje je imalo iskustva da
je pacijent koristio kombinaciju sildenafila sa kokainom.
Me{anje sa amil nitritom mo`e biti potencijalno smrtonos-
no.U literaturi su zabele`eni smrtni slu~ajevi pri koncen-
tracijama od 6,27µg/mL u krvi koji su bili udru`eni sa
oboljenjima dijabetes melitus, hipertenzijom, hroni~nim
alkoholizmom i poreme}ajem erekcije.(6)

Materijal i metode
Uzorci krvi, urina, `eluda~nog sadr`aja i tkiva organa

uzeti su od pokojnog S. \. Biolo{ki uzorci (krv, urin i tkiva
organa) uzimaju se i ~uvaju na temperaturi od -20°C.
Hloroform, amonijak, acetonitril i metanol (HPLC ~isto}e)
nabavljeni su od firme Merck, Nema~ka, izopropanol od

Slika 2. UV hromatogram std sildenafila optere}enoj plazmi Slika 3.  UV spektar std sildenafila u optere}enoj plazmi
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Slika 4. UV hromatogram i spektri Sildenafila i njegovih metabolita iz uzorka tkiva organa tankog i debelog creva

Sigma-Aldrih (HPLC ~isto}e). Reagensi mobilne faze: natri-
jum dihidrogen fosfat koji su kori{}eni za analizu dobijeni
su od Sigma-Aldrih, p.a. Sildenafil je odre|en tehnikom
te~ne hromatografije u sprezi sa PDA detektorom i bib-
liotekom UV spektara. Hromatografski uslovi za HPLC-
PDA: Mobilna faza: acetonitril : natrijum dihidrogen fosfat
50 mM pH 3,6 doteran sa H3PO4 (20%), Mobilna faza je fil-
trirana i degazirana preko membranskog filtra; kolona
Symmetry® C8 4,6x250mm Waters sa pretkolonom Sentry
Guard Symmetry® C18,temperatura kolone: 30°C, brzina
protoka mobilne faze: 1-1,5 mL/min gradijent: PDA detek-
tor: λ = 230,0 nm; retenciono vreme za sildenafil: Rt 13,416.

Odre|ivanje sildenafila vr{eno je te~nom hromatografi-
jom sa maseno-spektrometrijskim detektorom LC-MS.
Hromatografski uslovi za LC-MS: Te~no-maseni hro-
matograf Waters Alliance 2695, Mass Lynx, Kolona
XTerra® RP18 3,5µm 2,1mm x 150mm, temperatura kolone
20°C. Mobilna faza: Komponenta A: 5 mM amonijum acetat
pH 3,5 doteran sa sir}etnom kiselinom Komponenta B: ace-
tonitril sa 0,1% sir}etnom kiselinom. Autosempler: temper-
atura 20°C, du`ina analize 26min.Temperatura izvora
125°C, temperatura desolvatacije 430°C; Protok gasa: desol-
vatacioni 400L/h, konusni 50L/h

Protok mobilne faze: 0,2mL/min, gradijent; Napon na
kapilari 4 kV. Maseni spektrometrijski detektor je opti-
miziran i pode{en na pozitivan mod ES+, opseg masa od
100-500, scan time 1. retenciono vreme za sildenafil: 
Rt 13,37.Uzorci krvi, urina i `eluda~nog sadr`aja dobijeni od
pokojnika u zapremini 5ml zaalkalisani su sa 100 ìL NH4OH
(pH 9,0) i ekstrahovani sa tri puta ve}om zapreminom sme{e
hloroformom : izopropanol (9:1). Posle ekstrakcije suvi
ostatak rekonstituisan je u mobilnoj fazi i analiziran HPLC-
PDA metodom. 

Uzorci tkiva organa homogenizovani, preliveni sa oko tri
puta ve}om koli~inom 70% etanolom, profiltrrani, zaalka-
lisani sa 1-2ml NH4OH do pH 9,0 i ekstrahovani u toku 24hsa dva puta ve}om koli~inom sme{e rastvara~a hloroformom
: izopropanol (9:1). Organska faza (donji sloj) je preba~ena
u posudu za uparavanje i uparena do suvog ostatka u struji
vazduha. Pomo}u 3-4 mL sme{e hloroform-izopropanola
(9:1) kvantitativno je prene{en ekstrakt iz posudice u epru-
vetu, uparen do suvog ostatka u struji vazduha, rekonstitu-
isan u 1 mL mobilne faze i hromatografisan. Odre|ivanje
koncentracije vr{eno je pore|enjem povr{ine pikova anal-
iziranih jedinjenja sa odgovaraju}im pikovima plazme
optere}enih standardnim rastvorima poznate koncentracije.

REZULTATI
Uvedene su metode HPLC/PDA-MS za dokazivanje i

odre|ivanje sildenafila u biolo{kom materijalu. 
Na slikama 2-3 prikazani su hromatogram i UV spektar

standarda sildenafila koji se poklapa sa UV spektrom iz bib-
lioteke spektara.

Na slikama 4, 5, 6, prikazani su hromatogrami i UV
spektri sildenafila i njegovih metabolita u tkivima organa
tankog i debelog creva, jetre i bubrega. U ovim uzorcima
predpostavlja se da je detektovano i prisustvo njegovih
metabolita (kojih nema u UV toksikolo{koj biblioteci spek-
tara), a zbog sli~ne hemijske strukture imaju veoma sli~ne
UV spektre sa sildenafilom.

Metoda je validovana i linearna u rasponu 50-2000
ng/mL (r2 > 0,99). Granica detekcije je 25 ng/mL, a limit
kvantifikacije je 50ng/L sa prinosom od 74,5 – 91,2%.
Kori{}enjem ve}e zapremine uzorka od 5ml mo`emo posti}i
LOD i LOQ 5 i 10 ng/ml.

~~

~~
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Slika 5. UV hromatogram i spektri sildenafila i njegovih metabolita iz uzorka tkiva organa jetre

Slika 6. UV hromatogram i spektri sildenafila i njegovih metabolita iz uzorka tkiva organa bubrega
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Slika 9. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina za
optere}enu plazmu standardnim rastvorima sildenafila   

Slika 10. Kalibraciona kriva i regresiona jedna~ina zaoptere}enu plazmu standardnim rastvorima sildenafila   
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Kalibracione krive za sildenafil su konstruisane meto-
dom najmanjih kvadrata, sa srednjim vrednostima povr{ine
pikova za svaku koncentraciju, kori{}enjem programa Excel
5. Istim programom su izra~unati koeficijenti korelacije (r) i
jedna~ina prave y = a ± bx.

Na slikama 9-10 prikazane su kalibracione krive kolhic-
ina na HPLC i LC-MS.

Primenom uvedenih metoda, izvr{ena je analiza uzora-
ka krvi, urina, `eluda~nog sadr`aja i tkiva organa. HPLC-
PDA metodom sildenafil je dokazan u uzorcima urina
(0,84mg/L), `eluda~nom sadr`aju (3,5mg/L), jetri i `u~noj
kesi (1,1182mg/kg), bubregu (0,1359mg/kg), `elucu
(0,9834mg/kg), crevima (0,0692mg/kg), srcu, plu}ima i

slezini (0,0067mg/kg) ~iji su UV spektri potvr|eni. U ovim
uzorcima detektovano je i prisustvo njegovih metabolita. U
uzorcima krvi i mozga nije detektovano prisustvo sildenafi-
la i metabolita. U uzorcima biolo{kog materijala dokazano
je i prisustvo opijata i to u krvi morfin (2,6ng/L), urinu
morfin (193,4ng/mL) i 6-monoacetilmorfin (684,2ng/mL);
`eluda~nom sadr`aju morfin (216,2ng/mL) i 6-monoacetil-
morfin (588,6 ng/mL); jetri i `u~noj kesi morfin (11,6ng/kg);
bubregu morfin (24,7ng/kg) i 6-monoacetilmorfin
(79,1ng/kg); `elucu morfin (8,4ng/kg) i 6-monoacetilmorfi-
na (22,9ng/kg); crevima morfin (4,3ng/kg) {to ukazuje na
upotrebu heroína.

Na slikama 7-8  prikazani su hromatogram i MS spektar sildenafila selektovan na jon 475.

Slika 7.  Maseni spektar sildenafila Slika 8.  LC-MS hromatogram sildenafila
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Apstrakt
U radu je opisan prikaz slu~aja smrti, S.\., starog 27 godina koji na|en mrtav u svom

stanu. Toksikolo{ko-hemijskom analizom krvi, urina, `eluda~nog sadr`aja i uzoraka
organa dokazano je prisustvo morfina, 6-monoacetilmorfina i leka sildenafila, koji su
odre|eni tehnikom te~ne hromatografije  sa UV detektorom koji apsorbuje u UV oblasti
od 190-400 nm (HPLC-PDA) i tehnikom te~ne hromatografije sa masenom spekrometri-
jom (LC-MS) gde su podaci prikupljeni u pozitivnom re`imu ES+, opseg masa m/z 100-
500.  Sildenafil je izolovan te~no-te~nom ekstrakcijom u hloroform:izopropanolu (9:1) 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
u gradijent modu i na  koloni XTerra® RP18 sa  mobilnom fazom:5 mM amonijum acetat
(pH 3,5) : acetonitril sa 0,1% sir}etnom kiselinom.  Metoda je validovana u krvi i linear-
na je u rasponu 50-2000 ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je 50 ng/mL, a limit kvan-
tifikacije je 25 ng/mL. Zbog svoje dobre osetljivosti HPLC-PDA-MS je pouzdana  tehni-
ka.

Prikaz slu~aja 
Prema podacima sa scene smrti, S.\., star 27 godina je

na|en mrtav u svom stanu, u popodnevnim satima. U stanu
nisu na|eni tragovi nasilnog upada, premeta~ine ni kra|e, a
na|ene su manje koli~ne heroina i marihuane.

Obdukcijom, u spolja{njem nalazu, sem prisustva penu-
{ave crvenkaste te~nosti u ustima i nozdrvama, druge
promene ni povrede na telu nisu na|ene. U unutra{njem
makroskopskom nalazu, ustanovljeno je te~no stanje krvi,
edem mozga i plu}a, a edemska te~nost je bila prisutna i u
celom disajnom putu. 

Patolo{kohistolo{kim pregledom ise~aka organa usta-
novljen je akutni zastoj krvi u svim organima, cerebralni
edem pra}en fokalnim mikrohemoragijama i hemoragi~ni
edem plu}a, pra}en zonama akutnog plu}nog emfizema. 

Toksikolo{ko-hemijskom analizom krvi, urina, `eluda~-
nog sadr`aja i uzoraka organa dokazano je prisustvo morfi-
na, a u urinu, `eluda~nom sadr`aju i u uzorcima organa
(jetra sa `u~nom kesom, bubreg i `eludac) i prisustvo 6-
monoacetilmorfina. Lek sindenafil dokazan je u urinu,
`eluda~nom sadr`aju i tkivima organa (jetra sa `u~nom
kesom, bubreg, crevima i `eludac).

Na osnovu patoanatomske i patolo{kohistolo{ke analize
(cerebralni edem venska kongestija i fokalne hemoragije
zajedno sa plu}nim edemom ~ine naj~e{}u morfolo{ku sliku
smrti) uz toksikolo{ko-hemijski nalaz 6-monoacetilmorfina
u `eluda~nom sadr`aju i uzorcima organa, zaklju~ili smo da
je smrt nastupila usled akutnog trovanja heronom i da je
dokazano prisustvo leka sildenafila.

DISKUSIJA
U navedenom smrtnom slu~aju toksikolo{ko-hemijskom

analizom krvi, urina, `eluda~nog sadr`aja i uzoraka tkiva
organa dokazano je prisustvo morfina, 6-monoacetilmorfina
i leka sildenafila. 

Sildenafil je odre|en u uzorcima urina (840ng/mL),
`eluda~nom sadr`aju (3500,0ng/mL), jetri i `u~noj kesi
(1118,2ng/mL), bubregu (135,9ng/mL), `elucu
(983,4ng/mL), crevima (69,2ng/mL), srcu, plu}ima i slezini
(6,7ng/mL) ~iji su UV spektri potvr|eni. U ovim uzorcima
je detektovano i prisustvo njegovih metabolita, U uzorku
krvi i tkivu organa mozga nije dokazano njegovo prisustvo.
U uzorcima biolo{kog materijala dokazano je i prisustvo
opijata i to u krvi morfin (2,6ng/L), urinu morfin

(193,4ng/mL) i 6-monoacetilmorfin (684,2ng/mL); `elu-
da~nom sadr`aju morfin (216,2ng/mL) i 6-monoacetil-
morfin (588,6 ng/mL); jetri i `u~noj kesi morfin
(11,6ng/kg); bubregu morfin (24,7ng/kg) i 6-monoacetil-
morfin (79,1ng/kg); `elucu morfin (8,4ng/kg) i 6-
monoacetilmorfina (22,9ng/kg); crevima morfin (4,3ng/kg).

Primena tehnike te~ne hromatografije sa PDA i MS
detekcijom je od od velikog zna~aja u urgentnim i sudsko-
medicinskim analizama. Metoda je validovana i linearna u
rasponu 50-2000 ng/mL (r2> 0,99). Granica detekcije je
25ng/mL, a limit kvantifikacije je 50ng/L sa prinosom od
74,5 – 91,2%. Kori{}enjem ve}e zapremine uzorka od 5ml
mo`emo posti}i LOD i LOQ 10 i 5 ng/ml.

Te~no-te~na ekstrakcija sa hloroform:izopropanolom
(9:1) je brza i jednostavna za odre|ivanje sildenafila. U
radovima je prikazana te~no-te~na ekstrakcija sa dietil
etrom:dihlormetanom (60:40) na HPLC-u, koje je linearno u
opsegu 20-1000ng/mL, sa limitom detekcije i kvantifikacije
od 10ng/mL odnosno 20ng/mL i u skladu je sa na{im rezul-
tatima. Detekcija sildenafila, izvr{ena tehnikama te~ne hro-
matografije sa HPLC-DAD i granicom kvantifikacije 2,5-
7,5ng/g i ESI-HPLC-MS granica kvantifikacije 3,3-8,9ng/g
detekcijom koja je linearna je u opsegu 2,5-250 ng/g , sa pri-
nosom ekstrakcije od 90%. Odre|ivanje sildenafila,
izvr{eno veoma osetljivom tehnikom gasne hromatografije
sa MS-MS detekcijom sa limitom kvantifikacije 0,1 ng/mL
i sa ta~no{}u od 92-103 %. (2,6,7,9,11,12)

ZAKLJU^AK
Odre|ivanje koncentracije sildenafila u uzorcima je

zna~ajno u urgentnoj toksikologiji zbog slu~ajnih trovanja
koja su kod nas retka, pra}enja terapije primenjenih kod
erekcijske disfunkcije, plu}ne hipertenzije indukovane
hipoksijom i drugih bolesti koje uklju~uju glatke mi{i}e, kao
i u sudskoj medicini. Postupak pripreme je jednostavan a
detekcija na HPLC-MS-PDA je precizna i specifi~ma kojom
se mogu pratiti terapijske i toksi~ne koncentracije. Ova
tehnika je razvijena za screening toksikolo{ki zna~ajnih jed-
injenja u biolo{kom materijalu. Zahvaljuju}i biblioteci spek-
tara koju poseduje, primenjuje se kao screening tehnika za
istovremenu identifikaciju velikog broja toksikolo{ki
zna~ajnih jedinjenja. 

MD MEDICAL DATAVol.2 NO 1 / Mart 2010.
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