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Prukaz blokatoru adrenergnich receptoru B
chromatografii na tenké vrstvé

Novakova E.
Ustav soudniho 1ékaistvi a toxikologie, VFN a 1. LF UK, Praha

Souhrn

Blokatory adrenergnich receptoru B (8-blokatory) jsou Siroce vyuZivanymi lé¢ivy v kardiologii.
Jsou indikovany pii ischemické chorobé srdeéni, arytmiich, hypertenzi, nékterych typech kardio-
myopatie a nové i p¥i srdeénim selhani. Z farmakologického hlediska se déli na kardioselektivni,
neselektivni a B-blokatory s vnitini sympatomimetickou aktivitou a bez ni. Také tato skupina lé¢iv
prochazi vyvojem a objevuji se nové piipravky jako celiprolol, carvedilol, sotalol s vyraznymi an-
tiarytmickymi ac€inky.

V toxikologické praxi se s B-blokatory setkavame jak p¥i kontrole terapie, tak v piipadech akut-
nich intoxikaci, p¥i kterych muze byt vazné ohrozen Zivot pacienta. Kromé nezadoucich ué¢inku,
které se vétsinou projevuji zavrati, nauzeou, vyéerpanim, vazokonstrikei, p¥ipadné bradykardii,
muze dojit pii predavkovani k bronchokonstrikei, koronarnim spazmtm, hypotenzi a srdeénimu
selhani.

Prispévek se zabyva mozZnosti zachytu a identifikace starsich i novéjsich B-blokatoru,

pripadné jejich metaboliti v mo¢i chromatografii na tenké vrstveé.

Kliéova slova: B-blokatory - prukaz v moéi - chromatografie na tenké vrstvé

Summary
Identification of Blockers of Adrenergic B-receptors by Thin Layer
Chromatography

Blockers of adrenergic B-receptors (B-blockers) are commonly administered in cardiology for
coronary heart disease, arrhythmias, hypertension and some cardiopathic treatment. They have
been also approved as a therapy of chronic heart failure recently.

From pharmacological point of view, cardioselective and non selective 8- blockers (with or without
intrinsic sympathomimetic activity) are distinguished. New drugs like celiprolol, carvedilol or
sotalol have been developed and so the range of the group still continues to widen out.

In toxicological routine practice we meet B-blockers either in acute intoxication cases or in a
control of patient’s adherence to prescribed therapy. Dizziness, nausea, weakness, vasoconstriction
and bradycardia are their usual undesirable effects, whilst in grave cases of a drug overdose
bronchoconstriction, coronary spasms, hypotension and even cardiac insufficiency may occur.
The article deals with the possibility of detection and identification of B-blockers and their
metabolites in urine by thin layer chromatography.

Key words: B-blockers - identification in urine - thin layer chromatography
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Blokatory adrenergnich receptorta B (3-bloka-
tory) jsou Siroce vyuzivanymi lé¢ivy v kardiologii.
Jsou indikovany pii ischemické chorobé srdeéni,
arytmiich, hypertenzi, nékterych typech kardio-
myopatie a noveé i pii srdeénim selhani.

V toxikologické praxi se s B-blokatory setka-
vame jak pri kontrole terapie, tak v ptipadech
akutnich intoxikaci, pti kterych muze byt vazné
ohroZen zivot pacienta. Mirné predavkovani se

projevuje zavrati, nauzeou, bolestmi hlavy, poti-
zemi v gastrointestinalnim traktu vazokon-
strikci, p¥i intoxikaci se objevuje bradykardie,
hypotenze, bronchokonstrikce, koronarni spazmy,
bezvédomi a muze dojit i k umrti nasledkem kar-
diovaskularniho kolapsu.

Proto ma prikaz téchto latek v biologickém
materialu zna¢ny vyznam. Cilem tohoto piispév-
ku je poskytnout piehled o moznostech zachytu
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a identifikace starSich i novéjSich B-blokatort
a jejich metabolittt v mo¢i chromatografii na ten-
ké vrstvé na zakladé poznatku ziskanych v kaz-
dodenni toxikologické praxi.

7 farmakologického hlediska se B-blokatory
déli na kardioselektivni, ptisobici na B;-receptory
v myokardu a neselektivni, které ptisobi i na
By-receptory v bronsich, cévach a tukové tkani.
Kazda tato skupina se dale déli na B-blokatory
s vnitini sympatikomimetickou aktivitou (ISA)
a bez ni. Do skupiny B-blokatort se fadi i 1éky
blokujici sou¢asné receptory o.i 3 .

Prehled 1éku, kterymi se prispévek zabyva,
a jejich chemickych vzorca je uveden na obr. 1-4.

Material a metody

Byly zpracovany vzorky moce, ptipadné Zalu-
deéniho vyplachu, které byly dodany k analyze
v béZném provozu s Zadosti o kontrolu uZivani
predepsané terapie, ¢i s podezienim na intoxikaci
B-blokatory nebo na intoxikaci neznamou latkou.

Neselektivni B-blokatory bez ISA

CHy
e : Q OH CHy
[ m /
R MiCSO-NH ——CH—C——NH—CH
H4C-0C \CH]

CH;

metipranolol

Neselektivni B-blokatory s ISA

HN
NN
R

pindolol

propranolol sotalol

—c CH—C—NH—C CH,
bopindolol

R= —ofcfcﬂ c—NH CH
CH3

¢

K zachytu a identifikaci jednotlivych lékua
a jejich metaboliti byl pouzit systematicky
postup podle Veéerkové (1), a to jak pro izolaci
z biologického materialu, tak pro chromatografii
na tenké vrstveé.

Pro vyvijeni byly pouzity laboratorné nalé-
vané vrstvy Kieselgelu G Merck, organicka roz-
poustédla pro pripravu mobilnich fazi a reagencie
pro pripravu detekénich ¢inidel byly cistoty
p-a od firem Penta, Merck a Sigma. Standardni
ethanolické roztoky byly piipraveny z tablet jed-
notlivych 1éku. Metabolity byly porovnavany s re-
ferenénimi vzorky z predchozich p#ipada.

Poloha jednotlivych 1ékt v zakladni mobilni
fazi octan ethylnaty-ethanol-amoniak 36:2:2 je
zachycena na obr. 57, ve vztahu ke smési stan-
dardu AKFAD (atropin-kodein-fenmetrazin-ami-
nophenazon-diazepam) (1). Nazvy 1éka k pouZi-
tym zkratkam jsou uvedeny pod kazdym obraz-
kem.

Dalsi zkratky pouzité v textu a na obrazcich:
Drag./ HySO, — Dragendorffovo ¢inidlo s nasledu-
jici aplikaci kyseliny sirové, pDAMB — p-dime-
thylaminobenzaldehyd, FBB- Fast Blue B, BM —
Bratton Marshallovo ¢inidlo, M, — extrakt moce
z alkalického prosttedi, H — hydrolyzat mode, Z, —
extrakt zalude¢niho obsahu z alkalického pro-
stfedi, index 1 — intoxikace, t — terapeuticka dav-
ka. Zkratky barevnych odstinti pouzité v tabulce
detekei jsou uvedeny pod tabulkou.

Kardioselektivni f-blokator s vazodilataénim ucinkem

HN—C—N—C——CH,
o \ H,
CH,

C‘H, celiprolol

HiC
OH CH,
[ w
o O——C—CH—C——NH—C—CHy
Hy

CH,

Kardioselektivni p-blokatory

R

OH CHy
| H, /
R o—c—cu—c—NH—cu\
H
: CH,

bez ISA s ISA
R= —H,C—CO—NH, atenolol -
,
R= ——HN—O0C-C—C—CH;
H, H,
= —H, C-C—O—C
R : \/ betaxolol Ry= —CO—CH;
Hy acebutolol
R= ——HC-C—0—CH, metoprolol
" /cm
R= —O0—H,C-C—0—CH bisoprolol

CHy

Léciva blokujici sougasné adrenergni receptory o i B

N
O HyCO
oH
o—cft‘:u—gz—NH—Hzfgz—o carvedilol

Hy

CO-NH,

labetalol

Obr. 1 az 4. Chemické vzorce jednotlivych 1éku.
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Tab. 1 MozZnosti detekce -blokatora

@E

Vysledky

Detekee
UV| Marquis | pDMAB | Ce(SO4)y| AuCly | jiné

metipranolol | - +f - +hom
propranolol +z->mz - - +h
sotalol - - - FBB
pindolol - +m +f +f +m-z | FeClg
bopindolol - - +f If +z
betaxolol - + hé - - - FBB
metoprolol - - - - - FBB
bisoprolol - +k - - -
acebutolol + +7 - - +hf | BM
celiprolol + +Z +Z +f +h BM
carvedilol - + mf - + hf +zh | BM
labetalol - | +he - +f +% | FeClg

Zbarveni:

f - fialova k - karminova z - zelena

h - hnéda m - modra 7 - zluta

zh - Zlutohnéda
— - piechazi do

mf - modrofialova
mz - modrozelena

h¢ - hnédocervena
hf - hnédofialova

Drag. /H2 S0,

0

@@

AKFAD m p b pi s

EtOAc-E tOH-RH,

m=metipranolol
p=propranolol
b=bopindolol

36:2:2

pi=pindolol
s =sotalol

Vsechny testované B-blokatory lze z moce
i zaludeéniho vyplachu isolovat extrakei diethy-
letherem z alkalického prostiedi. Metipranolol
a propranolol se vyskytuji v hydrolyzatu moce
Casto ve vétsim mnozZstvi nez v extraktu z al-
kalického prostiedi. U ostatnich jsou v hydro-
lyzatu bud nedotiepané zbytky pavodni latky
(sotalol, metoprolol), nebo se v ném vibec nevy-
skytuji.
Pfi masivni intoxikaci acebutololem byl nalez
i v extraktu moce z kyselého prostiedi.

Priakaz B-blokatora chromatografii na tenké
vrstvé nefini potize, protoZe vSechny testované
latky maji hodnotitelné Ry v zakladni mobilni

Drag./H, S0,

O

© @

Py '\ Y ) ry

AKFAD at be me bi ace

36:2:2

bi=bisoprolol
ace=acebutolol

Et0OAc-EtOH-NH,

at=atenolol
be=betaxolol
me=metoprolol

Obr. 5 —6. TLC-poloha jednotlivych 1éka v zadkladni mobilni
fazi octan ethylnaty — ethanol-amoniak 36:2:2
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Drag./H, S0,

@ ©

') r'} '} [ ]

AKFAD ce car la

EtOAc-EtOH-NH;

ce=celiprolol
car=carvedilol

36:2:2

la=1labetalol

Obr. 7. TLC-poloha jednotlivych 1ékt v zakladni mobilni fazi
octan ethylnaty — ethanol-amoniak 36:2:2

fazi a z fady bézné pouzivanych soustav lze vy-
brat vhodnou mobilni fazi pro potvrzeni, napft.
chloroform-ethanol-amoniak 38:2:1/1p, benzen-
ethanol-amoniak 32:5:2/1p, chloroform-2-propa-
nol-amoniak 18:18:2 atp. V pifipadé metipranolo-
lu se v zékladni soustavé nedéli pavodni forma
od metabolitu, rozdéli se v soustavé chloroform-
-ethanol-amoniak 38:2:1/1p.

Pokud jde o detekci reaguji vSechny sledova-
né latky Dragendorffovym c¢inidlem a po nasled-
né aplikaci kyseliny sirové tvoii nékteré z nich
vyrazné ¢ervené okraje, ¢asto ovSem v zavislosti
na koncentraci, pfipadné mutze vybarveni vnitini
Casti skvrny postupné vymizet (metipranolol,

@E

propranolol, bisoprolol, acebutolol). Atenolol ma
pii této detekci vyrazné tmavsi zbarveni, nez je
obvyklé. Kromé toho poskytuji B-blokatory i ¥adu
barevnych reakci s dal$imi detekénimi ¢inidly,
coz usnadnuje jejich identifikaci. Pfehled moz-
nosti detekce a barevnych odstintt pro jednot-
liva ¢inidla je uveden v tabulce 1. Latky, které re-
aguji Fast Blue B (vétSinou svétle hnédé), mohou
reagovat i ninhydrinem a Fast Black K (metopro-
lol). ProtozZe k reakci dochazi vétsinou pii vyssich
koncentracich nebyly vSechny B- blokatory na ta-
to ¢inidla testovany, jde o poznatky ziskané pfi a-
nalyzach rutinnich p#ipadt. Totéz plati i pro de-
tekci chloridem zZelezitym (fialové zbarveni)
a Bratton-Marshallovym ¢inidlem (svétle fialové
nebo zluté zbarveni).

Dale uvadéné udaje o biotransformaci $-blo-
katora byly ziskany z publikaci (2, 3, 4).

B-blokatory jsou vétsinou extenzivné metabo-
lizovany a z organismu jsou eliminovany pievaz-
né moci.

Metipranolol

Biotransformuje se v jatrech. Biologicky polo-
¢as 4-6 hodin.

P#ipravky: Trimepranol tablety 10 a 40 mg,
inj 1mg/ml; kombinovany — Trimecryton: meti-
pranolol 20 mg, chlorthalidon 20 mg, dihydroer-
gocrystin 1,16 mg.

Propranolol

Biotransformuje se v jatrech. 4-hydroxypro-
pranolol je aktivnim metabolitem. Vznika asi 6
metabolita, mezi které patii 2-naftol, kyselina
naftoxyoctova a dihydroxynaftalen. Vyznamna je
vazba na proteiny — az 93%. Biologicky polocas
1-6 hod. Po podani per os se 84-92 % davky vy-
lou¢i moéi béhem 48 hodin, z toho jen malé pro-
cento v nezménéné forme.

Pii intoxikaci jsme v moc¢i nalezli puvodni
formu i metabolity v extraktu z alkalického pro-
stredi, vétsi podil nalezu byl vsak v hydrolyzatu
moce.

Pripravek: Obsidan tablety 50 mg, inj
1 mg/ ml.

Sotalol

Biologicky polo¢as se nepodaiilo zjistit, uve-
den pouze eliminacni polocas 8,1 hod u zdravych
pacient a 24 hod p#i poruse ledvin. 80 % davky
se vylucCuje moci, 12,5 % stolici. Baselt (2) uvadi,
ze metabolity nejsou znamy. V moci, odebrané
cca za 24 hod. po terapeutické davce, jsme vSak
vedle ptvodni formy nasli i latku s niz§im Ry,
o které se domnivame, Ze je metabolitem, protoze
pacient Zadnou jinou terapii neuzival. V modéi
odebrané za 48 hod byla uz jen stopova mnoz-
stvi pavodni latky i piedpokladaného metabolitu
(obr. 8).
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Pripravek: Darob, Rentibloc, Sotahexal,
Sotalex tablety 80 a 160 mg, Sotalex inj. 10
mg/ml.

II
Drag./H, SO,

&>
O

o 00
0

AKFAD s M, AKFAD s M,
I EtOAc-EtOH-NH3 36:2:2
35:5:1/1p

II CHCl, -EtOH-NH;

s= sotalol

Obr. 8. Sotalol

Bopindolol

Preménovan v organismu na aktivni metabo-
lit pindolol. Biologicky poloéas 4—-14 hod. Tento
ptipravek jsme neméli v biologickém materialu,
byly analyzovany pouze tablety.

Podle poslednich informaci se na nas trh jiz
nedodava.

Pripravek: Sandonorm tablety 1 mg; kombi-
novany piipravek — Sandoretic: bopindolol 1mg,
chlorthalidon 25 mg.

@E

Pindolol
Metabolizovan hydroxylaci, metabolity ve for-
mé glukuronidu a sulfatt. 99 % davky se vylouci
moci béhem 48 hod, z toho 30—40 % davky v ne-
zménéné formé. Biologicky polocas 4 hod.
Pripravek: APO-Pindol, Pindolol DH, Visken
tablety 5, 10 a 15 mg.

Atenolol

Po podani p.o. se absorbuje 4662 % dav-
ky. Biologicky polo¢as 6-9 hod. Béhem 24 hod
se moéi vylou¢i 39 % davky, stolici 36 %. Z toho
je v moéi 80 % latky v puvodni formé, zbytek
ve formé glukuronida. V piipadech z praxe
jsme v8ak v hydrolyzatu moce zadny nalez ne-
méli.

Pripravky: APO-Atenol, Atehexal, Atenolol,
Betasyn, Catenol, Tenormin a dal$i, potahované
tablety 25, 50 a 100 mg, Tenormin inj 0,5 mg/ml.
Kombinované pripravky s chlorthalidonem
Atedon, Tenoretic: atenolol 100 mg, chlorthalidon
25 mg a poloviéni koncentrace.

Betaxolol

Biologicky polocas 15—20 hod. Je metabolizo-
van O-dealkylaci a alifatickou hydroxylaci na
rizné farmakologicky inaktivni metabolity. Asi
16 % davky se vylucuje v ptvodni formé, zbytek
jako metabolity.

Pripravek: Lokren potahované tablety 20 mg.

Metoprolol

Je dobfe absorbovan z gastrointestinalniho
traktu, ale vzhledem k rychlému metabolismu je
vyuzitelnych jen 40 — 50 % davky. Biologicky po-
lo¢as je 3 hod. Je metabolizovan O-demetylaci
a oxidaci, oxidaéni deaminaci a alifatickou hydro-
xylaci. Mo¢i se po jednotlivé davce vylucuje asi
85 % ve formé metabolitt, jen mensi podil tvoii
ptavodni forma.

Na obr. 9 jsou porovnany nalezy v mo¢i po po-
dani terapeutické davky a v pripadé intoxikace.

Pripravky: APO-Metoprolol, Betaloc, Me-
toprolol, Vasocardin a dalsi tablety 50 a 100 mg,
retardované tablety 200 mg, inj. 1mg/ml.
Kombinovany pripravek Logimax: felodipin
5 mg, metoprolol 50 mg a dvojnasobna koncen-
trace.

Bisoprolol

Biologicky polo¢as 10-12 hod. 98 % davky se
vylucuje moci, 2 % stolici. Z 50 % metabolizovan
na inaktivni metabolity. 90 % davky se vstiebava,
z 30 % se vaze na proteiny. (4)

S timto pripravkem jsme se v biologickém
materialu nesetkali, byly analyzovany pouze tab-
lety.

Pripravek: Concor potahované tablety 5 a
10 mg; kombinovany pripravek Concor 5 plus —
bisoprolol 5 mg, hydrochlorothiazid 12,5 mg.
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Drag./H, S0,

rY

AKFAD me Ma,

=
o
pu . §

EtDAc-E tOH-NH,

me=metoprolol
t=terapie
i=intoxikace

Obr. 9. Metoprolol

Acebutolol

Biologicky polocas 8-12 hod. Metabolizuje se
na primarni amin a aktivni metabolit diacetol.
Vylucuje se ledvinami, davka se vylou¢i béhem 4
dnt, a to 33 % pavodni formy, zbytek metabolity.

Na obr. 10 je zachycen nalez v mo¢i po podani
terapeutické davky a p¥i masivni intoxikaci a po-
tvrzeni nalezu v dalsi mobilni fazi.

Piipravky: Accecor, Sectral potahované table-
ty 200 a 400 mg.

Celiprolol

Biologicka dostupnost 30-70 % davky.
Biologicky poloc¢as 6-8 hodin.Vyluéovan moéi
i stolici. Béhem 72 hod po podéni je v nezménéné
formé vylouéeno 11 % moci a 80 % stolici.

I II
Drag./H2504 Marqg. Au‘+3 Drag./H,S0,
© 0@
//
/
f {@,
Z
/ | iv O
i
{ )! §
&
/
. - _a - PR VS . > a
AKFAD ace M, M3} — > AKFAD ace Mag

I EtOAc-EtOH-NHg 36:2:2
ace=acebutolol
t=terapie
i=intoxikace

II CHClg -2-propanol-NHg

18:18:2

Obr. 10. Acebutolol

Nalez v mo¢i po terapeutické davce je uveden
na obr. 11.
Pripravek: Celectol tablety 200 mg.

Carvedilol

Biologicka dostupnost 25 %. Biologicky polo-
¢as 6-8 hod. Az z 98 % se vaze na proteiny plaz-
my. Vyluéuje se predevsim zludi a stolici, jen ma-
la ¢ast se vylucuje ledvinami ve formé rtznych
metabolita.

Na obr. 12 je néalez carvedilolu v Zaludeénim
obsahu (pavodni forma a $tép) a v mo¢i, ve které
byl zachycen pouze metabolit v malém mnozstvi.

P#ipravky: Dilatrend, Kredex tablety 6,25;
12,5 a 25 mg.

Labetalol
Biologicky poloc¢as 3—4 hod.

Je rychle absorbovan z gastrointestinalniho
traktu. Extenzivné metabolizovan na polarni glu-
kuronidy, které jsou rychle vyluéovany do moce.
V pavodni formé se vylouéi za 24 hodin kolem
5 % davky a 50 % jako glukuronidy.

Také tento pripravek jsme dosud v biologic-
kém materialu nenasli, byly analyzovany pouze
tablety.
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AKFAD ce Ma ce Ma ce Ma

Et0AC-E tOH-NH, 36:2:2

ce=celiprolol

Obr. 11. Celiprolol
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Obr. 12. Carvedilol
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