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Oznaczanie haloperidolu w paznokciach metodg LC-ESI-MS

Determination of haloperidol in fingernail/toenails by LC-ESI-MS
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W pracy przedstawiono mozliwo$¢ wykorzystania paznok-
ci do oznaczania haloperidolu. Do wykonania oznaczen
opisanych w prezentowanej pracy zastosowano metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrem mas. W toku przeprowadzonych badan
opracowano metode izolowania haloperidolu z paznokci
oraz metode jego identyfikaciji. Do wykonania oznaczen
wykorzystano paznokcie pobrane od osob, ktére przyj-
mowaty haloperidol co najmniej 6 miesiecy przed pobra-
niem. W badanych prébach stwierdzono obecno$¢ ha-
loperidolu w nastepujacych ilosciach: paznokcie rak —
67,3 + 6,49 pg/mg, paznokcie nég — 98,9 + 9,14 pg/mg.

The report presents the possibility of using fingernails/
toenails to determine haloperidol levels. The described
determinations were performed using the method of liquid
chromatography coupled with electrospray-ionization
mass spectrophotometry (LC-ESI-MS). In the course of
the investigation, the authors developed a method for
isolating haloperidol from nails and its identification.
Determinations were performed in fingernail/toenail
samples originating from individuals who had been
administered haloperidol at least 6 months prior to sample
collection. The materials demonstrated the presence of
haloperidol in the following amount: fingernails — 67.3
+ 6.49 pg/mg, toenails— 98.9 = 9.14 pg/mg.

Stowa kluczowe: haloperidol, paznokcie, LC-ESI-

MS
Key words: haloperidol, nails, LC-ESI-MS

WSTEP

Haloperidol 4-[4-(p-chlorofenyl)-4-hydroksypipe-
rydyno]-4-fluorobutyrofenon, pomimo wielu silnych

dziatan ubocznych jest wciaz najczesciej stosowa-
nym lekiem przeciwpsychotycznym i uspokajaja-
cym z grupy pochodnych butyrofenonu.

Rys. 1. Wzér strukturalny haloperidolu.
Fig. 1. The structural formula of haloperidol.
Cl

OH

Mechanizm jego dziatania zwigzany jest przede
wszystkim z hamowaniem receptoréw dopamino-
wych w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Pomimo
pozytywnych efektéw leczniczych wykazuje liczne
i silne dziatania niepozadane (gtéwnie efekty poza-
piramidowe). Haloperidol szybko wchfania sie
z przewodu pokarmowego osiggajac max. stezenie
we krwi po 3-6 h, w 90 % wiaze sie z biatkami oso-
cza. Jego dawka toksyczna wynosi okoto 300 mg.
Z danych literaturowych wynika, ze haloperidol
bywa przyczyng zatrué i jest stosowany jako sub-
stytut narkotykéw. Dlatego wykorzystanie do badan
takiego materiatu biologicznego jak wtosy czy pa-
znokcie moze by¢ przydatne do okreslenia narko-
tycznej przesztosci oséb badanych.

W dostepnym pi$miennictwie odnalezé mozna
prace na temat oznaczania haloperidolu w mate-
riale biologicznym, takim jak krew i mocz [1, 4]. Brak
natomiast danych o oznaczaniu haloperidolu w tzw.
materiatach alternatywnych jakimi sg m.in. $lina,
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wiosy i paznokcie.W wielu krajach badanie wioséw
staje sie rutynowg analiza stosowang w medycynie
sadowej, w medycynie komunikacyjnej i toksyko-
logii knicznej [5]. Wtosy wykorzystuje sie przede
wszystkim do badan substancji odurzajacych i psy-
chotropowych ale réwniez do oznaczen innych sub-
stancji bedacych powszechnymi lekami [16].

Umiejetno$¢ prowadzenia analizy w wytworach
naskérka otwiera nowe mozliwosci w dziedzinie
badan kliniczno-toksykologicznych, a w szczegdl-
nosci w toksykologii sadowej. Wytwory naskérka,
w tym miedzy innymi wtosy i paznokcie sa materia-
tem biologicznym, ktéry moze by¢ wykorzystany do
badan za zycia i po $mierci. Ponadto sg materia-
tem, ktéry mozna wykorzysta¢ do badan toksyko-
logicznych wiele miesiecy po zaprzestaniu zazywa-
nia leku. Obecnie powszechnie wykorzystywanym
alternatywnym materiatem biologicznym sg wtosy.
Jednak do tej pory stosunkowo niewiele, szczegél-
nie w poréwnaniu z badaniami wioséw, odnalez¢
mozna doniesien na temat wykorzystywania w ana-
lizie toksykologicznej innych wytworéw naskorka
jakimi sg paznokcie. Wyniki dotychczasowych ba-
dan nad oznaczaniem lekéw w paznokciach [3, 7]
zachecajg do prowadzenia dalszych do$wiadczen
nad mozliwosciami, jakie daje analiza paznokci.
Poniewaz haloperidol jest stosowany nie tylko jako
lek ale réwniez jako zamiennik narkotykéw, dlate-
go tez celem niniejszej pracy byto opracowanie,
przydatnej w toksykologii sagdowej, metody ozna-
czania haloperidolu w materiale alternatywnym ja-
kim sg obok wtoséw réwniez paznokcie.

Z danych literaturowych wynika, ze najczesciej
stosowang metoda izolowania haloperidolu z préb
biologicznych, takich jak krew, surowica lub mocz
jest ekstrakcja ciecz-ciecz oraz ekstrakcja do fazy
statej [10]. Natomiast do oznaczen koncowych ja-
kosciowych i iloéciowych powszechnie wykorzysty-
wano metody chromatograficzne takie jak: GC/MS,
LC/DAD [8], LC/MS [4, 9].

MATERIAL | METODA

Materiat biologiczny

Materiat do badan stanowity paznokcie rak i ndg
pobrane od 15 oséb, ktére przyjmowaty haloperidol
w dawkach terapeutycznych przez okres czasu diuz-
szy niz 6 miesiecy (6-12 miesiecy). Pobrane proby
paznokci przechowywano w temperaturze pokojowe;.

Ekstrakcja

Do ekstrakcji uzyto proby paznokci rak i noég w ilo-
$ci po 100 mg w kazdej prébie. Przed analizg paznok-
cie myto 2 razy po 5 minut w 20 ml wody a nastepnie
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1 raz w 20 ml acetonu w tazni ultradzwiekowej w tem-
peraturze pokojowej. Wysuszone paznokcie pocieto
na mate (okoto 1mm) segmenty i poddano hydrolizie
z uzyciem 1M NaOH, przez 10 minut w temperaturze
95°C. Ekstrakcje haloperidolu z paznokci przeprowa-
dzono mieszaning n-heksan: chloroform (7:3 v/v).

Analiza LC-ESI-MS

Analize jakos$ciows i iloSciowa przeprowadzono
z wykorzystaniem chromatografu cieczowego z de-
tektorem masowym z jonizacja elektrosprej LC-ESI-
-MS 1100 Series firmy Agilent Technologies. Bada-
nia wykonano w nastepujgcych warunkach: kolum-
na Zorbax SB C-18-C8, 150 mm x 4,6; 3,5 um, faza
ruchoma: acetonitryl: 0,1 % TFA (40 : 60, v/v), prze-
ptyw fazy ruchomej: 0,6 ml/min, temp. 40°C, Zzrodto
jonow: API-ES ,elektrosprej”, napiecie kapilary:
3,5 kV, temp N, 350°C, ciénienie nebulizera 60 psi,
przeptyw N,. Analize jondw przeprowadzono wyko-
rzystujac pojedynczy analizator kwadrupolowy, mo-
nitorowany jon [MH] - 376 m/z.

Walidacja metody

Do kalibracji metody wykorzystano materiat kon-
trolny — paznokcie pobrane od oséb (pracownikéw
laboratorium), ktére nie przyjmowaty lekéw. W tym
celu do 100 mg materiatu biologicznego (paznokcie)
dodano odpowiednio po 2,5 ng (25 pg/mg), 10 ng
(100 pg/mg), 25 ng (250 pg/mg), 50 ng (500 pg/mg),
200 ng (2 ng/mg) i 1000 ng (10 ng/mg) haloperido-
lu. Tak przygotowane préby poddano analizie w iden-
tycznych warunkach jak materiat badany.

WYNIKI | OMOWIENIE

Analize haloperidolu w paznokciach przeprowa-
dzono metoda chromatografii cieczowej z detektorem
masowym. Krzywe kalibracyjne dla haloperidolu
wykazywaly liniowy przebieg w badanym zakresie
stezen (25 pg/mg — 10 ng/mg). Wspotczynnik kore-
lacji w przypadku oznaczania haloperidolu w pa-
znokciach wynosit 0,998. Granica wykrywalnoSci
LOD-1,0 pg. Granica oznaczalnosci LOQ-2,5 pg.
Precyzje metody przedstawiono w tabeli I.

Opracowang metode wykorzystano w celu ozna-
czenia poziomu haloperidolu w paznokciach pobra-
nych od oséb przyjmujacych haloperidol.

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli Il.

We wszystkich badanych prébach stwierdzono
obecno$¢ haloperidolu. Z przeprowadzonych ba-
dan wynika, ze w przypadku haloperidolu wyzsze
stezenie leku zaobserwowano w paznokciach nég
(Srednia 98,9 pg/mg) niz w paznokciach rak ($red-
nia 67,3 pg/mag).
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Tabela I. Precyzja metody oznaczania haloperidolu w pa-
znokciach.

Table I. The precision of the method of fingernail/toenail
haloperidol determination.

OZNACZANIE HALOPERIDOLU

Powtarzalno$¢ w obrebie serii
Recurrence within series

Powtarzalno$¢é miedzy seriami
Recurrence between series

2,5 pg/mg 100 pg/mg 2,5 pg/mg 100 pg/mg
(n=3) (n=3) (n=3x3) (n=3x3)
3,1 % 3,5 % 16,5 % 4.9 %

Tabela Il. Zawarto$¢ haloperidolu w paznokciach pobra-
nych od oséb przyjmujacych haloperidol.

Table 1. Haloperidol concentration in the nails from pa-
tients on haloperidol.

Stezenie $rednie +SD [pg/mg]
mean concentration +SD [pg/mg]

Paznokcie rak (n=15)

Finger nails 67,3 = 6,49
Paznokcie nég (n=15)
Toten nails 98,9 + 9,14

W dostepnej literaturze brak danych dotyczacych
oznaczania haloperidolu w paznokciach. Furii T.
i inni [4], oznaczajac haloperidol w surowicy stwier-
dzili, ze po przyjeciu leku w dawkach terapeutycz-
nych jego stezenie wahato sie w granicach od 4-
-20 ng/ml a w dawkach wywotujacych efekt toksycz-
ny jego stezenie wynosito 0,05 ng/ml. Stwierdzone
w niniejszej pracy poziomy haloperidolu sg znacz-
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nie nizsze. Dlatego tez istotne znaczenie majg proce-
sy izolacji i wysoka czutos¢ aparatury analityczne;.

Z badan nad rozmieszczeniem lekéw i ich ku-
mulowaniem sie w poszczegdlnych tkankach wyni-
ka, ze na procesy te mogag mie¢ wptyw zaréwno
wiasnosci chemiczne danego leku jak i procesy bio-
chemiczne. Stad tez moga wynikaé réznice w roz-
mieszczeniu haloperidolu w paznokciach rak i nég.

Badajac stezenia acebutololu we wtosach i pa-
znokciach [7] stwierdzono, ze stezenie acebutolo-
lu we wtosach ($rednio 1,989 ng/mg) byto nieznacz-
nie nizsze niz w paznokciach ($rednio 2,221 ng/mg).
Natomiast w przypadku atenololu jego zawartosé
we wiosach ($rednio 1,730 ng/mg) byta znacznie
wyzsza niz w paznokciach ($rednio 0,155 ng/mg).
Okres przyjmowania leku 2 lata czy tylko 6 miesie-
cy nie miat wptywu na rozmieszczenie atenololu
pomiedzy paznokcie i wtosy. Zaréwno w jednym jak
i w drugim przypadku obserwowano, ze stezenie
leku we witosach byto wyzsze niz w paznokciach.
Prowadzac badania nad rozmieszczeniem narko-
tykdw we wtosach i paznokciach od nég, Cingolani
i wsp. [2] stwierdzili, ze cocaina i morfina sg bar-
dziej skoncentrowane w paznokciach niz we wio-
sach. Natomiast miedzy stezeniem 6-acetylomorfi-
ny we wiosach i paznokciach nie byto istotnych réz-
nic. Poniewaz Cingolani badat materiat biologiczny
pobrany ze zwtok, a nie posiadat danych z wywia-
du, trudno byto okresli¢ czy na takie rozmieszcze-
nie ksenobiotykéw miat wptyw miedzy innymi okres
czasu przez jaki byty one przyjmowane lub rodzaj
materiatu biologicznego.

W $wietle prowadzonych badan wydaje sie inte-
resujgcym rozszerzenie ich, celem wyjasnienia réz-

Rys. 2. Chromatografy: A — préba $lepa, B — standard haloperidol, C — paznokcie z dodatkiem haloperidolu, D —

proba badana.

Fig. 2. Chromatograms: A - blank nails, B — standard haloperidol, C — spiked nails, D — sample.
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nic w rozmieszczeniu leku, jak i jego metabolitow
pomiedzy paznokcie rak i ndg a dalej pomiedzy pa-
znokcie i wtosy oraz inne materiaty alternatywne.

PODSUMOWANIE

Przedstawione wyniki badan dowodzg, ze pa-
znokcie moga byé wykorzystane do oznaczania
haloperidolu. Opracowana metoda LC/MS umozli-
wia wykrycie haloperidolu wilosci 1,0 pg i jego ozna-
czenie ilosciowe w zakresie 2,5-100 pg. Stwierdzo-
na ilo$¢ haloperidolu wynosita w paznokciach rak
57,3-78,0 pg/mg a w paznokciach nég 80,9-109,9
pg/mg. Wykorzystanie paznokci jako materiatu ba-
dawczego pozwala na zbadanie bliskiej i odlegtej
historii uzywania leku a ich pobranie jest nieinwa-
zyjne. Przydatno$¢ badan paznokci jest szczegdl-
nie wazna w sytuacji braku mozliwosci pobrania
wtosow, a zwtaszcza w odniesieniu do stwierdzenia
przyjmowania ksenobiotykéw w dtuzszym niz pozwa-
lajg na to wiosy, okresie czasu. Analiza paznokci
moze by¢ wykorzystana do retrospektywnego zobra-
zowania przyjmowania leku zaréwno w toksykologii
sadowej i toksykologii klinicznej, jak réwniez miedzy
innymi w medycynie sportowej w kontroli antydopin-
gowej.
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