£ |
FACULTAD DE QUIMICA g,»;\ﬂ‘,,,:,

Métodos de Extraccion y Reacciones de lden-
tidod de Amitriptilina poro Aplicacion en
Toxicologio

i ol S I S

Que para obtener el titulo de
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

p r e s e n t a

MARIA DE LA LUZ HERNANDEZ MARTINEZ

México, D. F. 1978




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TES/S (P
ADQ A Z.

FPRCMA 0




Presidente
Vocal
Secretario
ler. Suplente

ge Suplente

Prof.
Prof.
Prof.
Prof.

Prof.

JURADO

Enrique Calderdn Garcia
Ehtelvina Medrano de Jaimes
César A. Dominguez Camacho
Ma. Teresa Coppola Ferndndez

Ana Maria Méndez Chédvez

Sitio donde se desarrollo el tema.

Laboratorio de Andlisis Clinicos.

Prop. Q.B.P. José Ramos GOmez.

Sustentante Ma. de la Luz Herndndez Martinez

Director Prof. Enrique Calderén Garcia.



A MIS QUERIDOS PADRES

EJEMPLO DE AMOR Y HONRADEZ

o

|

A MIS HERMANOS CARINOSAMENTE



CON GRATITUD
SR. ARGELICO GUERRERO H.

SRA. MARIA CORNE]JO DE GUERRERO



A MIS MAESTROS

CON RESPETO Y ADMIRACION

A MIS AMISTADES

CON AGRADECIMIENTO



I ND I CE

Pagina

CAPITULO I

Introduccién 1
CAPITULO II

Generalidades sobre amitriptilina 3
CAPITULOQ III

Parte experimental 19
CAPITULO IV

Resultados 32
CAPITULO V

Conclusiones 36

Bibliografia 87



CAPITULO I

INTRODUCCION

La problematica psicosocial, fué la causa principal que influyo a
que elaborase el presente estudio quimico toxicologico de amitriptilina, far

maco utilizado en medicina como antidepresivo.

Los farmacos antidepresivos se han considerado como "normali-
zadores' del estado de dnimo y se ha aconsejado su uso para controlar y --
prevenir la depresién. En consecuencia el paciente al recibir el bienestar
que necesita puede incurrir en el abuso de la dosificacion, provocdndose in
toxicacibn y en ciertos casos privarse de la vida. De esta situacién de su-

ministro desmedido se desprende el nacleo principal del presente trabajo.

Este trabajo tiene como finalidad dar a conocer los métodos y pro
cedimientos para la extraccién e identificacion de amitriptilina a partir de -

material bioldgico.

Ademas, como una ayuda para reducir y facilitar el trabajo del -



toxicologo, al médico para que no desconozca los peligros potenciales del -
abuso de la amitriptilina y como una contribucién para la investigacion cien

tifica en esta disciplina.

Los individuos, independientemente del estamento social a que -
pertenezcan, pueden padecer malestares psiquicos al experimentar perio--
dos de afliccion, ansiedad y malestar, ocasionados por diversa indole co--
mo: enfermedades, dificultades en el trabajo, problemas en €l hogar, sen

sacién de inseguridad de inutilidad, soledad, etc.

Como tales individuos difieren en la forma y grado en sus reac--
ciones emocionales y de conducta, algunos requieren de asistencia meédica
para poder tolerar dichas vicisitudes; en estos casos, generalmente, basta

ra un moderado tratamiento con un farmaco antidepresivo.

El farmaco antidepresivo contribuye para que el individuo se rein
corpore emocionalmente y pueda continuar en el desempefio de sus cometi--
dos o bien, vuelva a su nivel anterior de actividad social, intelectual y ocupa

cional.



CAPITULO II

GENERALIDADES

HISTORIA

Las substancias que alteran la mente y el comportamiento han lla
mado la atencion del hombre desde principios de la historia; desde enton---
ces, en muchas sociedades se han usado dichas substancias, pero los fines
de su uso han sido diversos, rara vez o nunca tal fin ha sido modificar la --
evolucion de una enfermedad o curarla, en nuestra cultura algunas de estas

substancias se han empleado para facilitar el trato social.

En el afio de 1889; Thiele y Hozinger sintetizaron iminodibencilo -
y describieron sus caracteres quimicos en detalle. Las propiedades farma
cologicas se investigaron en 1948, al sintetizar Halflieger mas de cuarenta
derivados de iminodibencilo, para el posible uso como antihistaminico, se-

dantes, analgésicos y contra-parkinsonismo.

Durante la investigacion quimica de estos andlogos de las fenotia



zinas, Kuhn en 1957 descubrié que al contrario de las fenotiazinas, la imi
pramina era relativamente ineficdz para tranquilizar pacientes psicéticos
agitados, por lo contrario hacia mucho bien en ciertos pacientes deprimi--

dos asi surge el primer antidepresivo.

Mads tarde Kuhn dié a conocer la accién terapettica de imiprami-
na en el tratamiento de las depresiones enddgenas y su labor pionera repre
sent6 un gran avance en el tratamiento quimico para el estado depresivo. -
Con ello empezd un basto esfuerzo quimico y farmacolégico para sintetizar
andlogosde la imipramina y proyectar nuevos métodos de pruebas en anima

les que tuvieran importancia clinica.

Un estudio que trata de otros refinamientos estructurales que - -
produjeron cambios cualitativos y cuantitativos en bases bioquimicas y far-
macolégicas fue la sustitucién del nitrégeno del anillo de la imipramina por
un 4tomo de carbono lo que dié por resultado el compuesto llamado amitrip

tilina.

El perfil farmacolégico de la amitriptilina y su eficacia clinica,
fueron conjugados por Kuhn, y observé que ésta tenia actividad antidepreso
ra, entonces estimul6 extensa investigacion con base a estos esfuerzos se

han acumulado un considerable conocimiento sobre amitriptilina.

SINTESIS

La sintesis de amitriptilina por Cope Arthur y Walter. A partir
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del anhidrido ftdlico que reacciona con el dcido fenil acético para formar -
el 3-benciliden-ftalato, el cual es reducido con HI, P a dcido 2-fenetil-etil

benzoico, la conversién al cloruro dcido con SOC1,,, seguido por cicliza- -

2
cién intramolecular produce la 2, 3, 6, 7-dibenzo suberona, la cual me- -
diante una adicién de Grigfiard, con el 3-(dimetil-amino) propilo y la deshi
dratacién del carbinol terciario resultante, da amitriptilina. Ademés este
fArmaco posee la ventaja que puede prepararse por otro método segun - - -
Hoffsomer; a partir de la acetona 5H-dibenzo (a, d) ciclo hepten-5ona, y -
una adicién de Grigfiard, mediante propil-bromuro de magnesio y en pre- -
sencia de 4cidos halogenuros anhidros o dcidos minerales acuosos respecti
vamente, para formar el compuesto 5(8-halopropilideno) SH- dibenzo 10, 11
dihidro-ciclo-hepteno, este en presencia de halogenuro de dimetil amino se

forma la amitriptilina.
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QUIMICA

De acuerdo a su estructura quimica la amitriptilina pertenece a -

los compuestos triciclicos.

Estructura Quimica:

& =

/
HC-CHs CHZ_N\CH
3

10, 11, dihidro-5-(3-dimetil, amino, propileno)5H-dibenzo(a,d)ciclohepteno.



Forma aprovechable: Clorhidrato de amitriptilina.

Nombres propios: Elavil, Laroxil, Saroten, Triptanol, Triptisol.

Propiedades Fisicas: Polvo blanco cristalino, solubilidad en agua 1:1; en -

etanol 1:1.5; en cloroformo 1:1. 2, insoluble en éter, punto de fusién 197°C.

Formas farmaceiiticas: Se expende en tabletas y grageas de 10y 25 mg., -

frasco dmpula de 10 ml., equivalente a 100 mg.

Désis y via de administracion: de 10 a 25 mg. por via oral tres veces al -

dia.
Désis limite de 10 a 50 mg, tres veces al dia.

CONTRAINDICACIONES: Dado sus acciones anticolenérgicas la amitriptili
na, asi como todos los antidepresivos triciclicos en general, deben ser - -

empleados con cuidado.

No deben tomarse en padecimientos como: glaucoma y en el ade-
noma prostitico lo mismo que en afecciones coronarias, en pacientes exci-

tados o agitados y en los epilépticos.

No debe suministrarse nunca dicha droga, junto con los inhibido-
res de la mono-amino-oxidasa, debe transcurrir, por lo menos, 15 dias su

primidos estos tultimos, para poder suministrar los antidepresivos.
REACCIONES SECUNDARIAS: Sequedad de la boca, constipacién y estrefii-
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miento.
RELACION ENTRE ESTRUCTURA QUIMICA Y ACCION FARMACOLOGICA.

1.- Las aminas secundarias poseen en general reacciones anti--

depresivas méds potentes que las terciarias.

2.- El cambio del nicleo de la dibenzazepina (imipramina) por -
el dibenzo ciclohepteno (amitriptilina); hace que esta droga se caracterice -
por sus prbpiedades antidepresivas, y ademds por sus acciones depresivas

centrales.
ACCION FARMACOLOGICA:

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.- La accién fundamental de di--
cha droga es la antidepresion, fdcil de demostrar en el sujeto afectado de -
depresién, dificil en animales de experimentacién normales, en las perso--
nas normales la amitriptilina no produce mayores efectos, salvo discreta -
sedaci6n o somnolencia inicial y muy discreta euforia, por administracion -
continua. En cambio en pacientes afectados de estados depresivos ya se tra
te de una depresién endégena, involutiva o reactiva esta droga produce sen-

sacién de bienestar, mejoria del suefio y del apetito.

Las désis elevadas son capaces de producir temblores hasta lle--
gar a un discreto sindrome parkinsoniano, pudiendo producirse ain convul--
siones del tipo epiléptico, incluso en personas que no sufren de esa enferme

medad.
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En ese sentido, es muy peligroso la asociacién de los antidepre-
sivos triciclicos con los inhibidores de la mono-amino-6xidasa, aunque - -
también son agentes antidepresivos. La administracién concomitante, o --
bien, el reemplazo de los segundos por los primeros son capaces de provo

car un cuadro donde las manifestaciones anteriores se exageran hasta lle--

gar al coma y la muerte.

En general, la amitriptilina no actia rdpidamente en los estados
depresivos, asi, los efectos beneficiosos comienzan a notarse a los seis --
dias de iniciada la administracién llegando al mdaximo a los dos o tres sema

nas.

SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO. - La amitriptilina poseé im--

portantes acciones autonémicas:

a).- Accién anticolenérgica. En el hombre la accién parasimpa
ticolitica, se caracteriza por disminucién de secrecién salival, midriasis,

constipacion retencion urinaria.

b).- Acciones adrenérgicas. Esta droga poseé la propiedad de -
reforzar la accion presora de la adrenalina y, nor-adrenalina. La super- -
sensibilizacién de éstas puede explicarse porque los antidepresivos tricicli
cos, al igual que la cocaina impiden la captacién de las catecolaminas por -
los depésitos naturales de éstas, de manera que habiendo mayor cantidad --
disponible de catecolaminas para los receptores, se produce la supersensi-
bilizacién.

12



c).- Acci6n antihistaminica. La amitriptilina antagoniza la ac-

cion de la histamina sobre los bronquios produciendo broncospasmos.

SISTEMA CARDIOVASCULAR.- Es frecuente la produccién de -
hipotensién ortostética, sobre todo en posicién de pie, que puede ser inten

sa, ademds, puede producir taquicardia y accién anticolinérgica.

MECANISMO DE ACCION.- Hasta el momento no se ha podido -
localizar el lugar de accién de la amitiiptilina en el sistema nervioso cen-

tral, que explique los efectos antidepresivos.

Respecto al mecanismo de accion, debe sefialarse de acuerdo con
la hipétesis de Hollister, se debe a una deficiencia de noradrelina en los --
centros cerebrales, constituyendo asi el mecanismo principal de inactiva--
cion de dicha sustancia. Y también se sabe que normalmente, la mayor --
parte de este transmisor quimico encontrado en las terminales nerviosas -
debe ser captado por las terminaciones nerviosas. Por lo tanto se acepta -
que la amitriptilina actia inibiendo la captacién de la nor-adrenalina de ma
nera que se produce un aumento de trasmisor gquimico, disponible para --

reaccionar con los receptores adrenérgicos centrales.

Si se administra amitriptilina, la r_eserpina provoca un cuadro -
de excitacién nerviosa, y la nor-adrénalina sintetizada, que no puede ser -
almacenada debido a la reserpina difunde fuera de la neurona y, como no -
puede ser captada por las terminaciones nerviosas, debido a la droga anti-

depresiva permanece a disposicién de los receptores adrenérgicos.
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CONCLUSION. EIl mecanismo de accién, es como sigue:

A.- Aumenta la transmisién adrenérgica central mediante inhi-
bicién de la recaptacién intracelular de la noradrenalina, por estimulacion

simpdtica.

B.- Inhibe la transmisi6n colinérgica central, por disminucioén -
de la concentracién de la actil-colina, en el cerebro o bloquea, los efectos

de este neuro-transmisor.

METABOLISMO:

ABSORCION. - La amitriptilina se absorbe perfectamente y casi

en su totalidad cuando se administra por via oral y parenteral.

Una vez absorbida pasa a la sangre donde se combina con albimi-

na plasmadtica del 92% al 96%.

DESTINO Y EXCRECION. - Desde la sangre las drogas pasan ra-
pidamente a todos los tejidos encontrdndose especialmente en higado, rifién
y pulmén. Y a nivel de los microsomas hepaticos la amitriptilina sufre tres

procesos de biotransformacion.

a.- La desmetilacion que .conduce a la formacién de nortriptilina

metabolito muy activo que luego sufre una nueva desmetilacion.

b.- La hidroxilacion a nivel del puente de etileno tanto para ami-

triptilina como para nor-triptilina los compuestos formados respectivamen-

14



te sufren luego la conjugacién con glucorénico.

c.- La n- oxidacién a nivel de nitrégeno aminico, sus metaboli-
tos y pequeiia cantidad de droga intacta del uno al cinco por ciento se excre
ta en orina en mds de 72 horas. La vida media de la amitriptilina es apro-

ximadamente de 60 horas.

15



BIOTRANSFORMACION

DE

AMITRIPTILINA

CH CH
= /'3 -CH_~ - 3
CH: CH2 CH2 N CH3 CH CH2 CH2 N(H
N-oxldac«onfo umnrlptllmu desmetilamitriptilina
hldroxll clon+OH
desmeﬂlaclon'CH

CD@@@

cn CHCHy r(CH

CH
|
CIHZ 1] hidroxnumnnpﬂlma
CIH2
N-O
/' \
CH3 CH3 con;uqncmn

amitriptilina N-oxido 0—-

CH-CHZ-CH

11 hidroxiamitriptilinaglucurdnido

hldroxllacwn +OH

*C@@

I cH-aHzcHy N
H3

conjugacion
/N
H

desdimetilamitriptiling

o __|COOH
L

I
CH-CH,~CH,~NH~CH

11 hidroxidesmetilamitriptilinaglucurdnido

16



INTOXICACION:

En general los antidepresivos triciclicos son drogas de menor pe
ligro, pero no drogas inocuas ya que son capaces de producir dichas reac--
ciones con menor frecuencia que otros antidepresivos; las manifestaciones

son:

a.- Trastornos psiquicos.- Consisten en: excitacién, euforia,
insomnio, ansiedad, pudiendo originar alucinaciones, ilusiones y aun, sin-
drome maniaco y de confusién mental; en la esquizofrenia puede producirse
exacerbaciones o reactivacién. Puede ocasionar también fatiga, sedacion y

somnolencia.

b.- Manifestaciones neurolégicas.- Consisten en temblor fino -
de los dedos, disartria, hiperreflexia, visién borrosa, retencién de la ori-
na, estas ultimas derivadas de la accién anticolinérgica, cefdlea y cierta ri
gidez muscular hasta llegar a un sindrome parkinsoniano leve, también se -
ha observado que en dosis elevadas puede producirse convulsiones epilepti-

formes, estado confusional, disnea, estado de coma e incluso la muerte por

pardlisis respiratoria. Estos trastornos pueden aparecer también con d6-
sis terapéuticas si el paciente recibe al mismo tiempo inhibidores de mo--

no-amino-oxidasa.

c.- Sintomas digestivos son.- Sequedad de la boca constipacién,

accién parasimpaticolitica, molestias epigdstricas, nduseas y vOomitos.
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d.- Trastornos cardiovasculares.- Como: Taquicardia y des--
censo de la presién arterial, sobre todo del tipo ortostdtico esta caida ten-
sional puede favorecer un infarto miocdrdico en personas con deficiente cir
culacién coronaria, se han descrito también taquicardia y fibrilacion ventri

cular mortal.

e.- Trastornos alérgicos consisten en: Erupciones cutdneas del
tipo urticario, edema-angioneurético, prurito, eosinofilia; algunas veces -
se ha observado leucopenia, agranulocitosis y excepcionalmente ictericia -

colostética, convulciones e hipotensién grave.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL

Experimentacion en animales de laboratorio.- Se utilizaron cin-

co lotes de ratas certificadas para laboratorio de ocho ratas cada uno, edad
siete semanas, peso corporal de doscientos treinta a doscientos cuarenta --
gramos aproximadamente. Fueron colocados en jaulas metabdlicas, se les
administré alimento y agua ad-libitum; los lotes fueron numerados del uno -
al cinco. Adjunto a las jaulas se colocé un libro en el que se anoté diaria--

mente el comportamiento de los animales.

Procedimiento.- Se les administré amitriptilina por via oral de

acuerdo a las siguientes ddsis:

Manejo de los animales de experimentacién.- La palma de la ma

no izquierda es puesta sobre la espalda del animal, sujetando la cabeza por
la parte posterior entre los dedos pulgar e indice, el dedo pulgar debe pa--
sar por el lado derecho del cuello y por la cara posterior de la extremidad

anterior derecha, el indice por el lado izquierdo del cuello y por delante de
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la extremidad anterior izquierda, el dedo medio complementa la sujecién
pasando por la parte posterior del mismo miembro, de este modo la rata
queda inmovilizada, firme y suave a la vez, luego se oprime la comisura -
lateral de los labios de la rata entre los dedos pulgar e indice volteando el
labio inferior hacia afuera quedando abierta la cavidad bucal, con la mano
contraria se toma una jeringa provista de un tubo de plastico flexible de ca
libre 15 6 16 y de 6 a 10 cm. de longitud, el cual es introducido por la aber
tura suavemente, ddndole una ligera rotacién sobre la lengua se pasa a la -
faringe y ahi se siente la presién opuesta por el es6fago al paso del tubo el
fluido dehe ser descargado lentamente; la amitriptilina se encuentra disuel

ta en agua destilada.

LOTE 1.- Este lote formado por ocho ratas, se les administré
una désis de cien miligramos de amitriptilina a cada una por via oral en la
forma anteriormente descrita; el tiempo de observacién fué menor en com-
paracién a los otros lotes; una hora después de administrar a la amitriptili

na, fueron sacrificadas.

LOTE 2.- Al siguiente lote se les administré 75 mg. de amitrip
tilina a cada una respectivamente, fueron sometidas a observacion durante

cuarenta y ocho horas, al término de este tiempo fueron sacrificadas.

LOTE 3.- Al tercer lote, se les administré 50 mg. de amitripti
lina a cada una respectivamente, manteniéndose en observacién el mismo -

tiempo que se dedicé al lote anterior siendo igualmente sacrificadas.
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LOTE 4.- Al cuarto lote, se aplicé una désis de veinticinco mi-
ligramos de amitriptilina sometiéndolas a observacién desde la administra

cion hasta el término de una semana.

LOTE 5.- El dltimo lote fué empleado como lote testigo, se les
administré solamente agua y alimento ad-libitum, notdndose su comporta--
miento normal en todos ellos todo el tiempo que duré el experimento; final-

mente, también fueron sacrificadas.

Recoleccitén de las muestras:

Orina.- Las muestras de orina fueron recolectadas y analizadas

cada doce horas conjuntamente con la orina de las ratas testigos.

Visceras.- Los animales después de ser sacrificados, mediante
la inhalacion de un anestésico voldtil, fueron discectados, se observaron - -
con detenimiento sus 6rganos viscerales que fueron extraidos (rifiones, pul
mones e higado), se colocaron en frascos limpios para llevarlos a congela-

cion para su posterior andlisis toxicolégico.

Métodos de extraccion y reacciones de identidad de amitriptilina:

Los métodos empleados para la extraccién e identificacion de - -
amitriptilina, son esencialmente aquellos aplicados en quimica analitica; --

estos métodos incluyen:
A .- Métodos de extraccién a partir del material biolégico: san-
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gre, orina y visceras.

B.- Métodos de identificacién o reacciones de identidad, tales -
como: pruebas cristalogrdficas; pruebas coloridas (cuantitativas y cualita
tivas); cromatografia en papel; cromatografia en capa delgada; espectrofo-

tometria de absorcién infrarrojo; cromatografia de gases.

Explicacion concreta tanto del método "A'" como del "B"'.

A.- Preparacién de las muestras de sangre y orina

Precipitacion de proteinas.- Se maceran los volimenes obteni--
dos de sangre o de orina, con dos veces su peso en agua, afiadir a la mez-
cla solucién de cloruro de aluminio al 109, un volumen igual al volumen de
agua, calentar en bafio de agua a temperatura constante de 40°C. durante -
una hora con una agitacién ocasional; filtrar a través de doble hoja de papel
Whatman del mimero uno, el cual previamente ha sido humedecido conagua

fria; el filtrado obtenido es tratado como sigue:

Extraccion en el filtrado.- El filtrado es generalmente claro o -

de color amarillo palido; se mide y se acidifica con 4cido clorhidrico 2 N,

luego, se transfiere a un embudo de separacién son afadidos diez veces su
volumen, de eter y la mezcla se agita por un minuto, se deja reposar para
permitir que el extracto etéreo generalmente emulsificado se separe en - -
una capa superior en caso contrario afiadir sulfato de sodio anhidro con - -

constante agitacion, hasta que el éter claro se separe del resto de la mez--
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cla, la fase etérea se deshecha. La fase acuosa se alcaliniza hasta - - -

PH = 9, con solucién de hidréxido de amonio 2 N. Y se extrae con diez -

volimenes de cloroformo, estas fracciones cloroférmicas se transfieren a
un vaso de precipitados y es colocado en bafio de agua para evaporar a se-
quedad; se reconstituye con cloroformo, este extracto es aprovechado para
la identificacion de amitriptilina utilizando los métodos analiticos fisicoqui

micos mencionados.

Extraccién en visceras

Son necesarios y frecuentes los andlisis en visceras, cuando en
las necrépcias no existen hallazgos que indiquen la naturaleza de la muerte.
Varios métodos, han sido utilizados para la extraccién de drogas, sin em--
bargo no se ha logrado un método general, ya que todos presentan limitacio

nes por ejemplo:

a) Método de Valov.- En este método las proteinas son precipi-
tadas con 4cido ninsgtico. Ha sido muy satisfactorio para drogas 4cidas --
y neutras, pero insuficiente para la extraccion en substancias bdsicas, co-

mo amitriptilina.

b) Método de Stas Otto.- En éste la extraccién en visceras con
alcohol caliente conteniendo 4dcido tartdrico para todo tipo de drogas, tiene
la desventaja que para separar las drogas de fracciones con material gra--

so, son procedimientos muy largos.
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c) Método de Nickolls.- Es aquél en donde las proteinas son --
precipitadas con solucién de sulfato de amonio caliente a 70°C. en medio
acido. Tiene el defecto de que cominmente no se logra la acidez requeri-

da que permita retener las drogas en solucién como sales.

d) Método de Sunshine y Baumir.- Recomiendan el uso de 4cido
clorhidrico 5 N. De 70 a 80°C., para separar drogas de proteinas viscera
les, asi como formas conjugadas de drogas en fluidos y tejidos corporales
el problema es que en estas condiciones las drogas tienden a ser hidroliza-
das.

e) Método de Stas Otto Modificado.- Método que fué empleado -

para la extraccién de amitriptilina.

Procedimiento: Los 6rganos congelados son fragmentados fina--
mente y acidificados con solucién de 4acido tartdrico en etanol, esta mezcla
es calentada en bafio de agua durante una hora a temperatura menor de - -
60°C. o bien, se deja digerir el homogenizado durante una noche a tempe-
ratura ambiente después se filtra, el proceso de filtracién se repite y los
filcrados se unifican, el etanol es removido por evaporacién a baja tempera
tura utilizando un recipiente para bafio de agua o, con aire caliente permi--
tiéndole estar en contacto con la superficie o, de preferencia destilacion al
vacio; al extracto se le afiade alcohol absoluto caliente, este debera ser - -
afiadido en pequefias porciones agitando cada vez, decantar. Se juntan los

extractos y se dejan evaporar; el residuo final es reconstruido con agua aci
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dificada con unas gotas de 4cido sulfirico, se deja reposar durante la noche
si es posible o bien transferirla a un matraz cénico y agitar durante una ho-
ra, luego filtrar con papel Whatman del nimero uno y el filtrado estd listo -

para la extraccién con solventes. Procedimiento ya descrito para las mues-

tras de sangre y orina.

B.- Métodos de identificacion y reacciones de identidad para ami-

triptilina

Punto de Fusién.- Después de la extraccién del filtrado, se pro-

cede a detectar el punto de fusién de amitriptilina, se utiliz6 el aparato de

Carl Fisher.

Pruebas Coloridas.- Que pueden ser cualitativas o cuantitativas.

Estdn fundadas en el desarrollo de color, la absorbencia se mide dentro de
la regi6n visible del espectro, generalmente se afiade a la muestra prepara
da, un reactivo para producir color, que se compara con la substancia que

se ha preparado al mismo tiempo y que contiene una cantidad igual a la de -
un patron. Cuando se observa que la absorbencia de una substancia repetida
mente valorizada se ajusta a la ley de Lambert-Beer en un intervalo razona
ble de concentracién es posible utilizar una curva tipica que se prepara con
el corresbondiente patrén U.S.P. Para la interpretacién de los datos obte-

nidos con la muestra por identificar.

Pruebas de orientacién.- Conocidas en toxicologia como pruebas
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presuntivas; son rdpidas y como su nombre lo indica sirven de orientacién
para las pruebas de confirmacién. Dentro de éstas, para identificar ami-

triptilina encontramos las siguientes:

a) Reactivo de Marquis.- Agregar 5 ml de solucién acuosa de -
formaldehido al 407, a noventa y cinco mililitros de 4cido sulfirico Q.P. y

amitriptilina, desarrollan un color café naranja.

b) Reactivo de Mandeli.- Solucién acuosa al 5% de Vanadato de
amonio m4s amitriptilina, producen color café que cambia rdpidamente a -

verde.

c) Reactivo de Vitali's.- Acido nitrico concentrado Q.P. més -

amitriptilina desarrollan un color café claro.

d).- Reactivo de Tiocianato de Cobalto.- Se coloca una pequefia
cantidad del problema y se afiade tres gotas de solucién acuosa al dos por -
ciento de tiocianato de cobalto, forman un precipitado azul intenso ademas
es insoluble en tres gotas de solucién receintemente preparada de cloruro -

estanoso.

Métodos cromatograficos.- Cromatografia es el nombre dado a

una familia de técnicas de separacién de substancias. El método original -
fué descrito por Twest en 1901 quién lo us6 para separar substancias colo-
ridas, de donde se di6 este nombre, sin embargo las limitaciones a com- -

puestos coloridos desaparecié y en la actualidad la mayoria de las separa--
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ciones cromatograficas, se efectian en substancias incoloras.

a) Cromatografia en papel.- En la cromatografia en papel, la -
celulosa actia como soporte de una fase liquida estacionaria firmemente --
unida al papel, sobre la que fluye la fase liguida mévil que suele ser un sol

vente de distinta polaridad.

b) Cromatografia en capa delgada.- La idea de usar un sorben-
te cromatografico en capa delgada en un soporte rigido, fue propuesto por
primera vez en 1938 por Izmailov y Sharaiber, sin embargo fue hasta 1950
cuando Stahl disefi6 métodos convenientes para la preparacién de placas y -
demostré que la cromatografia puede ser aplicada para gran variedad de --

separaciones. Preparacién de la placa:

Aplicar el absorbente en forma de una pelicula delgada de doscien
tos cincuenta micras de espesor, sobre una soporte firme e inerte general-
mente vidrio o aluminio (fase fija), el absorbénte sélido finamente pulveri--
zado se hace una suspension en agua y se extiende sobre la placa por medio
de un aplicador. También es posible hacer la capa por rociado o por sumer
si6én. La placa aplicada es secada por calentamiento a cien grados centigra

dos, por un periodo predeterminado.

Cuando la placa est4 lista, se marca una linea con ldpiz a lo an--
cho de la placa sobre la que se deposita por goteo tanto la substancia en es-
tudio como los testigos, la aplicacién se hace con una pipeta Pasteur, jerin-

ga o tubo capilar, cuando las gotas se han secado, se introduce la placa en
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una cdmara (recipiente adecuado de vidrio), saturada con la mezcla de sol
ventes orgdnicos previamente seleccionados; procurando que la linea de de
p6sito de la placa quede sumergida en la fase movil, se cierra la cdmara y
el solvente asciende por capilaridad; cuando éste ha recorrido las dos ter-
ceras partes de la placa, se saca la placa de la cdmara y se marca la altu-
ra que alcanzé el solvente, cuando estd seca la placa se asperge con un - -
reactivo (revelador) o se visualiza con ldmpara de luz ultravioleta que po--

nen de manifiesto a la substancia en estudio.

Los distintos compuestos suelen caracterizarse por un valor lla-

mado Rf.

Distancia recorrida por la substancia en estudio
Distancia recorrida por el solvente, desde la li-
nea de depésito hasta el frente del solvente.

Rf =

SOLVENTES ENSAYADOS:

Acido acétiCO/BENCeno .........c.coseceonion 90:10
Amoniaco/Benceno/DioXano ......eoeveennnn. 5:75:20
Cloroformo/Acetona ............. o G0 G o 90:10
Cloroformo/BEenCeno «....ceoeveensnncnonens 70:30
Cloroformo/Etanol ...........c.evieinannns 80:20

Cloroformo/Dioxano /Acetato de Etilo/Amoniaco 25:60:10:5

Metanol /Acetona /Trietanol Amina........... 50:50:0.03
Metanol /AmOoniaco «..eeeeeneenene ot SO BT 100:1.5
Metanol /Cloroformo .. ...eoevvennnenneennns 50:50

Metanol /Hidréxido de Amonio/Acetato de Etilo 7.9:4.5:87.5
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Reveladores ensayados:

Cdmara de Yodo.- Yodo sélido en cdmara de vidrio.

Luz ultravioleta.- De onda larga y corta.

Reactivo de 4dcido picrico.- Solucién acuosa saturada.

Reactivo de Ehrlich.- Solucién al 5% de P-dimetil-Amino-Ben--

zaldehido en isopropanol.

Reactivo de Dragendorff Modificado.- a) Mezclar dos gramos -

de subnitrato de Bismuto, 25 ml. de 4cido acético y cien ml. de agua; b) Di
solver 40 gr. de yoduro de potasio en cien ml. de agua. Mezclar diez ml.
de (a) y diez ml. de (b) con veinte ml. de 4cido acético y afiadir cien mili-

litros de agua, se mezclan hasta el momento de usar.

Reactivo de Marmé.- Tres gramos de yoduro de Cadmio en 18 -

ml. de agua que contiene seis gramos de yoduro de Potasio.

Solucién de Yoduro de Platino.- Un gramo de H2ptcl mds cinco -

gramos de yoduro de sodio en 20 mililitros de agua destilada.

Solucién de Yoduro de Bismuto.- Un gramo de subnitrato de bis-

muto mds cinco gramos de yoduro de potasio en veinte mililitros de solucién

acuosa de 4dcido sulfiirico al dos por ciento.



Espectrofotometria de Absorcién de Luz Ultravioleta.

La absorcién molecular en la regién visible y ultravioleta del -
espectro, depende de la estructura electrénica de la molécula. La absor-
cion de energia es cuantizada y resulta de la elevacién de electrones de or
bitales en el estado basal a orbitales de energia superior en el estado exi-
tado.

Es necesario purificar la droga extraida del material biolégico
que se encuentre en concentraciones elevadas de 0.200 - 0.250 microgra-
mos; esta clase de datos obtenidos dan informacién para la identificacién -

de la droga.

Espectrofotometria de absorcién infrarroja.

La absorcién infrarroja se refiere ampliamente a esa parte del
espectro comprendido entre la regién visible y la de microondas. La ab--
sorcién molecular en la fraccién infrarroja es también cuantizada, pero el
espectro vibracional aparece como bandas, debido a que los cambios de --
energia vibracional estdn acompafiados de cambios de energia rotacional -
en las moléculas. Aunque el espectro infrarrojo es caracteristico de la --
molécula, resulta que determinados grupos de dtomos dan origen a bandas
de casi la misma frecuencia, sin hacer caso de la estructura del resto de
la molécula. Es la persistencia de estas bandas caracteristicas lo que per
mite al Quimico obtenga util informacién estructural de las substancias en

estudio.
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Cromatografia de gases.

Establecida en términos simples la cromotografia de gases re- -
presenta un método por el cual una mezcla de moléculas pueden ser rdpida

mente separadas y examinadas.

Utilizando un gas como fase mévil. La posibilidad de tal método
de separacién fue descrito en 1941 por Martin y Synger. Estd basado a tra
vés del conocimiento de los principios de la cromatografia liquido - liquido;
la separacién utilizando un gas en vez de un liquido para la fase movil fue -
demostrado en 1952 por Martin James. Corresponde probablemente a Curry
hacer la primera referencia a cromatografia de gases aplicada a los proble

mas de laboratorio en la ciencia forense.
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4.1

4.2

CAPITULO 1V

RESULTADOS

Lote Uno. Con la désis de cien miligramos de amitriptilina se
obtuvo un resultado franco de intoxicacién en cinco animales, -
quedando inméviles, con pérdida de reflejos y respiracion ape--
nas perceptible, al término de la administracién de la droga fa-
llecen tres ratas, una hora después fueron sacrificadas, detec--
tdndose emitriptilina tanto en sangre como en las visceras (pul--

mon, rifién e higado).

Lote Dos. Con désis de setenta y cinco miligramos se observo

inmediatamente después de la aplicacién convulciones, sintomas
de vémito y vértigos, los cuales desaparecieron aproximadamen
te en dos horas; mds tarde aparecieron los sintomas de anorexia
inmovilidad y piloereccién. A las cuarenta y ocho horas se le -
sacrifico, encontrdndose tanto en orina, sangre y visceras peque

fas cantidades de amitriptilina.
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4.3

4.4

4.5

4.6

Lote Tres. Con la désis de cincuenta miligramos de amitriptili
na se observo seis horas después de la administracién, que los

animales se encontraban aislados e inméviles y faltos de apetito,
reincorporandose poco a poco, en el término de veinticuatro a -
cuarenta y ocho horas, desaparecieron por completo estos fens-
menos, una semana después fueron sacrificados. En las mues-

tras de orina, sangre y visceras no se detecté amitriptilina.

Lote Cuatro. La désis para este lote fué de veinticinco miligra-

mos estuvo en observacion durante una semana, no habiendo nin-
guna sefial sintomatolégica. En las muestras de orina, sangre y

visceras no se detect6 amitriptilina

Lote Cinco. Los animales de este lote marcados como testigos,
se encontraron normales en su forma habitual todo el tiempo
que duro el experimento. Los resultados de las muestras de ori

na, sangre y visceras fueron negativos.

Métodos de extraccién de amitriptilina. Para fluidos corporales,

(sangre y orina), el método de Stevens fué el que di6 mejores re-
sultados y tiene la ventaja de ser un método directo. Para la ex-
traccion en visceras, el método de Stas Otto modificado, fué el -
que brindé mejores resultados. Con estos métodos se logr6 ex-
traer a partir de material biolégico la suficiente cantidad de ami

triptilina para abastecer las pruebas de identificacion.
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4.7

4.8

Punto defusién. EIl extracto obtenido se disolvié en una minima
cantidad de alcohol; se recristaliz6 y, del producto purificado, -
se determind su punto de fusién.

Punto de fusién = 296-297°C.

Reacciones de orientacién. De las diferentes pruebas que se rea

lizaron, se obtuvieron resultados mds satisfactorios con el reac
tivo detiocianato de cobalto, la reaccién produjo un precipitado -

azul intenso, caracteristico en amitriptilina.

Cromatografia en capa delgada. EI sistema de solventes mds --

adecuado, fué el siguiente: metanol/hidréxido de amonio /acetato
de etilo (7.9 : 4.5 : 87.5). El revelador mis conveniente fué
el reactivo de Dragendorff modificado, el cual produce un color -
amarillo intenso, en la zona donde la muestra de un Ry = 71. -
El sistema anterior fué utilizado para efectuar un estudio compa-
rativo entre amitriptilina y otros antidepresivos, obteniendo los

resultados que se indican en la siguiente tabla:
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MUESTRAS VALORES

Amitriptilina 0.71
Butriptilina 0.60
1 Bencil-2-(5-metil-3~isoxazolicarbonil)
hidrazina. 0.00
Nortriptilina 0.55
Desipramina 0.50
Doxepin 0.48

N (8-Dimetil aminopropil) iminodibencilo
imipramina 0.65

4.10 Espectrofotometria de absorcidn ultravioleta. - Se utilizd un -

aparato Perkin Elmer. El residuo de la extraccion se disuel-
ve en la menor cantidad de etanol, se calienta en bafio maria,
se recristaliza, finalmente, se disuelve en etanol se mide su-
absorcidn ultravioleta a 242 m . La curva obtenida se com-

para con la de un patron.

4.11 Espectrofotometria de absorcidn infrarrojo.- En un aparato -

Perkin Elmer mod. 337, se utilizd como soporte pastillas de -
bromuro de potasio grado espectro, se llevd a cabo la identifi

cacion del farmaco. El residuo del extracto del material bio-

logico, se disolvid en una pequefia cantidad de cloroformo, se
tomd una alicuota de 0.2 milimetros para impregnar la pasti-
lla de bromuro de potasio. Se colocd la pastilla en el apara-
to y, en la gréfica se identificaron los siguientes maximos:

a). - 762; b).- 765; c). - 775.



4.12

Cromatografia de gases.- Los estudios se realizaron utilizando

un cromatégrafo de gases Variant Aerograph Mod. 2 100, con --

las siguientes condiciones de operacion:

a).- Columna de Vidrio Pyrex de 1.80 metros de largo por 4 mi
limetros de didmetro interno empacada con S.E. de 30 al 2.5%,

sobre cromosorb Wawhmds, de 80 a 100 mallas.

b).- Detector: ionizacién de flama.

c).- Flujos: gas portados nitrégeno 30 ml. /min, hidrégeno 30

ml. /min., aire 300 ml. /min.

d).- Temperatura de las columnas: 225°C.

e).- Temperatura del inyector: 180°C.

f).- Temperatura del detector: 260°C.

g).- Atenuacién: 32 X 10"

h).- Velocidad de la carta: 0.25 pulgadas/min.

Tiempo de retencién: 0.58 min.
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il

5.2

5.3

5.4

CONCLUSIONES

Se observé en ratas, que se utilizaron como animales de experi-
mentacién, que con désis mayores de 280 mg. /kg. de peso cor--
poral, la Amitriptilina provoca intoxicaciones con signos muy - -

claros.

Se estableci6 que para la extraccion de Amitriptilina, se debe - -
emplear el método de Stevens para liquidos corporales y, para -
la extraccion en visceras, el método de Stas Otto modificado. -

Con estos métodos se obtuvieron 6ptimos resultados.

Se sugiere, para el reconocimiento de Amitriptilina, emplear --
cromatografia en capa delgada, por ser un método de separacion
de la substancia problema y sus posibles metabolitos; ademds, -

es un método de purificacién de substancias.

Se recomienda el método espectrofotémetro de absorcién infrarro
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5.5

5.6

jo, en virtud de que dicho método nos ofrece una informa -
cion completa de la estructura molecular de la substancia-

en estudio.

Se procurd en el presente trabajo, encontrar métodos rapi-
dos, confiables y reproducibles con los cuales se pudiera -
extraer e identificar Amitriptilina a partir de material bio-

légico para su aplicacidon en toxicologia.

Se considera pertinente continuar en la investigacidn para -
crear nuevos farmacos, esperando sean la solucidon a la en-
fermedad mental y en la misma medida mejorar los méto -

dos y habilidades para su identificacidon en toxicologia.
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