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Summary
Chemico-toxicological analysis of zopiclone
The optimum isolation and extraction conditions of zopiclonea from biological fluids. We
used physico — chemical methods to identify zopiclone : chromatography on a thin layer by
utilizing four systems of solvents, spectrophotometrical method in UV, HPLC...The methods
processed by us for zopiclone in biological tests “in vitro” are specific and reproductive, and
they are recommended for the study of zopiclone in biological fluids.

Rezumat

Au fost determinate conditiile optime de izolare si extragere a zopiclonei din lichidele
biologice Am aplicat metodele fizico-chimice de identificare a zopiclonei: cromatografia pe
strat subtire utilizdnd patru sisteme de solventi, metoda spectrofotometrica in UV, HPLC.
Metodele prelucrate de noi pentru zopiclona in probele biologice ,,in vitro” sunt specifice si
reproductive si ele se recomanda pentru studierea zopiclonei in lichidele biologice.

Actualitatea temei

Zopiclona — reprezentant din noua clasd a compusilor chimici ciclopirolane. Spre
deosebire de benzodiazepine se leagd numai cu receptorii centrali si nu poseda afinitate cu
receptorii periferici. Proprietatile farmacologice ale zopiclonei includ actiunea sedativa,
anxiolitica, anticonvulsiva si relaxiva.

In prezent zopiclona se administreazi in tratamentul insomniei cronice pentru maturi.
Cercetarile clinice au aratat ca zopiclona Imbunatateste indicii obiectivi si subiectivi ai somnului:
micsoreaza perioada adormirii, mareste longevitatea somnului micsoreaza frecventa de trezire,
imbundtateste dinamica trezirii, calitatea somnului.

Metabolismul zopiclonei se petrece in ficat cu ajutorul citocromului P-450(3A si 2C).
Metabolitii principali sunt derivatii N-oxid (activ) si N-dismetil metabolit cu actiunea anxiolitica
si cu proprietatile de inhibare a receptorilor nicotin-acetilcolinici, care protegazd dependenta
psihica si fizica. Perioada de injumatatire este de 4 ore. Prin urind se elimina 80% , prin intestine
-16% . Biotransformarea zopiclonei este redata in figura 1.

Fopiclone

N — desmetil — zopiclon N — oxid — zopiclon
Fig. 1 .Biotransformarea zopiclonei

Zopiclon N-oxid poseda efect slab tranchilizant si sedativ.Alti metaboliti ai zopiclonei sunt
lipsiti de activitate.

Cercetdrile tarilor baltice marcheaza cazuri cu intoxicatii grave cu sfirsitul letal in urma
supradozarii. Administrarea zopiclonei concomitent cu alcoolul etilic duce la euforie.
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Narcomanii primesc preparatul pentru a sinergiza actiunea narcoticelor. Simptomele de
intoxicatii includ disfunctia sustemului nervos central si sistemului respirator, hiperkaliemia,
hiperglicemia.Doza letala se considera 1,4-3,9 mg/l.

Cercetdrile clinice din Bristol, Marea Britanie au ardtat, cd pacientii cu disfunctii ale
ficatului riscd intoxicatii acute cu zopiclon.Dupa administrarea unei doze la bolnavii cu ciroza,
concentratia zopiclonei in sange este cu mult mai mare comparativ cu pacientii sdnatosi. La
pacientii cu ciroza clearensul zopiclonei se micsoreaza cu 40% 1n corespundere cu micsorarea
procesului de dismetilare Acesta se lamureste prin faptul cad metabolismul si eliminarea
zopiclonei din organism este cu mult mai incetinit §i in cele din urmad are loc cumularea
preparatului in organism. Totodatd folosind preparate inhibitori ai citocromului ficatului se
micsoreazi clearensul zopiclonei, marind concentratia preparatului in singe. In baza acestor date
ne-am pus ca scop preculcrarea metodelor disponibile, specifice pentru determinarea zopiclonei
in materialul biologic. Analiza chimico-toxicologica se bazeaza pe analiza chimico-farmaceutica
a preparatului de determinare a calitatii.

Obiectivele lucrarii
De a efectua studiul determinarii conditiilor de izolare si separare a zopiclonei din
lichidele biologice precum si aplicarea metodelor fizico-chimice de identificare si dozare.

Materiale si metode de cercetare

In cadrul cercetirilor s-a folosit zopiclon substanta purd, comprimate somnol 7,5 mg.

A fost folositd plasma sanguind si urind ca lichide biologice. Au fost aplicate metode
chimice si fizico-chimice de analizd. Rezultatele au fost prelucrate dupa criteriul student. Ca
reagenti s-au utilizat In investigatiile experimentale cloroformul, acidul sulfuric, alcool etilic 95
%, acidul clorhidric, hidroxidul de sodiu, care au fost cu grad de puritate ,,pur pentru analiza” si
»Chimic pur”.

Izolarea si extragerea zopiclonei din materialul biologic

Odata cu cresterea numarului de intoxicatii in acelas timp al intoxicatiilor cu zopiclon
este necesara prelucrarea noilor metode de determinare a preparatelor in materialul biologic.

In literaturd sunt descrise metode multiple de izolare, extragere si identificare a
preparatelor din materialul biologic. Aceste principii de lucru au fost aplicate pentru
determinarea zopiclonei din lichidele biologice.

Am prelucrat metoda de determinare a zopiclonei in plasma sanguind dupa extragere cu
cloroform si determinarea zopiclonei direct in plasma.

In scopul izolarii zopiclonei din lichidele biologice au fost folosite amestecuri modele din
plasma sanguind. Pentru aceasta la 10 ml plasma sanguind am adaugat 1 ml solutie zopiclona
(1000 png), am agitat bine lasand pe 1 ora.

Metoda de izolare a zopiclonei

La 10 ml plasma sanguina cu continut de zopiclona am adaugand 5 ml solutie acid
sulfuric 10 % dupa 2 ore am adaugat 5 ml acid tricloracetic 30 %, lasandu-l inca 1 ora. Apoi
acest amestec se centrifugeaza timp de 10 minute (500 rot/min), sub controlul pH-ului (pH=2,0)
si de 3 ori se extrage cu eter dietilic cate 5 ml. Solutia apoasa se alcalinizeaza cu solutie hidroxid
de sodiu la pH 11,0 si de 3 ori se extrage cu cloroform cate 10 ml. Extractele cloroformice se
unesc si se filtreaza prin filtru cu 1 g de sulfat de sodiu in colba cu volumul de 25 ml, unde se
adauga cloroform pana la cota.

In vederea identificarii zopiclonei in extrasul cloroformic am aplicat cromatografia pe
strat subtire folosind placi cromatografice cu continut de silicagel G. Am utilizat 4 sisteme de
solventi: cloroform — dioxan — acetond — solutie amoniac 25 % (47,5 : 45 : 5 : 2,5); toluen —
acetond — etanol - solutie amoniac 25 % (45 : 45 : 7,5 : 2,5); cloroform — metanol (90 : 10);
cloroform — acetona (80 : 20), pentru care s-a determinat valoarea Rf egala cu 0,80; 0,49; 0,55;
0,60. Ca relevant s-a utilizat reactivul Dragendorff.Sensibilitatea reactiei este de 10-15 pg/ml.
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Spectrofotometria de absorbtie In UV este o metoda de identificare si apreciere a
substantelor medicamentoase bazatd pe compararea cu spectrele substantelor de referintd sub
aspectul analizei structurale. Astfel pentru identificarea zopiclonei in extractul cloroformic se
comparad spectrele de absorbtie a solutiei de analizat si solutiei standard. Spectrele au fost citite la
spectrofotometru Perkin Elmer Lambda 400 in regiunea 220-350 nm in cuvd cu grosimea
stratului 10 nm. Solutia standard are maxim de absorbtie la lungimea de unda 308,93 nm. Solutia
de cercetat — la 308,79 nm. Spectrul de absorbtie a solutiei de analizat este redat in figural.
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Fig.1 Spectrul de absorbtie al zopiclonei in extrasul cloroformic

Identificarea zopiclonei dupa extragere din plasma sanguina aplicAind metoda
cromatografiei lichide de performanta inalta

Identificarea zopiclonei in extractul cloroformic prin metoda Cromatografiei de
performanta 1nalta a fost efectuata la aparatul Agilent Tehnologies 1200, coloana Zorbax eclipse
XDB-C 18, marimea particulelor 150 nm x 4,6 cm. Rata curentului fazei mobile 1,5 ml/min,
temperatura 30° C.

In calitate de eluent am folosit amestec acetonitril si solutia A, constituita din amestec de
lauril sulfat si dihidrofosfat de sodiu la pH 3,4 in raport 52 : 48. Determinarea zopiclonei se
efectueaza cu ajutorul detectorului UV la lungimea de unda 303 nm.

Timpul de retentie a solutiei de analizat corespunde cu timpul de retinere a solutiei
standard respectiv 2,6 min si 2,58 min. ( fig.2.).
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Fig. 2. HPLC. Cromatograma zopiclonei dupa extractie din plasma sanguina
Identificarea zopiclonei nemijlocit in plasma sanguind aplicind metoda

cromatografiei lichide de performanta inalta s-a efectuat In coloanei Zorbax eclipse XDB-C
18, marimea particulelor 150 nm x 4,6 cm ml/min la temperatura 30° C. In calitate de eluent s-a
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folosit amestec acetonitril si solutia A (amestec laurilsulfat sodic si dihidrofosfat sodic la pH 3,4
in raport 52: 48. S-a determinat cu ajutorul detectorului in UV la lungimea de unda 303 nm.

Solutia de zopiclond (800 ng/ml) se adauga la plasma sanguina (1 : 1) si 2 ml acetonitril.

Amestecul obtinut se centrifugeaza 10 min si se filtreaza. 20 pl solutie filtratd se injecteaza in
precoloana cromatografului si se determind timpul de retentie(fig.3).

Solutia standard (1 ml sol.zopiclona si 3 ml acetonitril) se injecteaza la fel, obtinand

picul) cu timpul de retentie respectiv .
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Fig. 3. HPLC. Cromatograma zopiclonei in plasma sanguina

Concluzii
Izolarea zopiclonei din materialul biologic se efectueaza la pH 2,0-2,5, precipitand

proteinele cu solutie apoasa acid tricloracetic 10 %, extragerea impuritatilor cu eter dietilic la pH
2,0 sila pH 11,0 extragerea zopiclonei cu cloroform.

In scopul identificérii preparatului in extrasul cloroformic se propune CSS, metoda

spectrofotometriei UV, HPLC.
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