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TS resumo

Paracetamol Introducdo e objetivo: Paracetamol ou acetaminofeno é atualmente um dos analgésicos-antipiréticos mais
utilizados, principalmente em criangas. Porém o fécil acesso ao medicamento e o desconhecimento da
populacéo sobre seus efeitos nocivos tém aumentado muito o nimero de intoxicagdes por esse medicamento.
Ultravioleta visivel A andlise da concentracéo sérica de paracetamol confirma o diagndstico. O resultado néo s6 tem valor de
certeza diagnéstica como também avalia o risco de hepatotoxicidade, indicando uso ou néo do antidoto
especifico n-acetilcisteina. O objetivo deste trabalho foi propor um método analitico para quantificacao sérica
do paracetamol por espectrofotometria visivel em 430 nm. Materiais e métodos: Apds desproteinizacédo
da amostra, acetaminofeno (n-acetil-p-aminofenol) reage com nitrito de sédio, formando 2,4-nitro-4-
acetaminofenol, que assume coloracédo amarela em meio alcalino. As figuras de mérito linearidade, preciséo,
exatiddo, robustez, recuperacéo, limites de deteccéo e qualificacdo foram avaliadas segundo critérios
preconizados pelo International Conference on Harmonisation (ICH) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). O estudo de estabilidade foi realizado ap6s ciclos de congelamento/descongelamento,
curta duracdo, longa durac@o sob refrigeracdo e em freezer. Resultados: O método se mostrou linear de 20 a
300 mgy/I. Os limites de deteccéo e quantificacdo foram de respectivamente 3,6 mg/l e 20 mg/I. Concluséo:
O método se mostrou preciso, exato e robusto e apresentou boa recuperacdo. As amostras-controle foram
estaveis nas condicdes testadas. O método desenvolvido demonstrou possuir todos os pardmetros necessarios
para ser aplicado na quantificacdo de paracetamol em amostras de plasma ou soro humano para analise de
emergéncia. Além disso, € uma técnica simples, de rapida execucdo e baixo custo.

abstract IS

Introduction and objective: Acetaminophen or paracetamol is currently one of the most used analgesic- | Acetaminophen
antipyretic agents, mainly with children. However, both the easy access to this medicine and the population’s
unawareness of its toxic effects have contributed to a rise in the number of intoxications caused by this
drug. Assessment of serum acetaminophen confirms the diagnosis. Not only does the result have diagnostic
reliability but it also evaluates the risk of hepatotoxicity, indicating or not the administration of the specific
antidote n-acetylcysteine. The aim of this study is to present an analytical method to the assessment of
serum acetaminophen by spectrophotometric detection at 430 nm. Materials and methods: After sample
deproteinization, acetaminophen (n-acetyl-p-aminophenol) reacts with sodium nitrite forming 2.4-nitro-4-
acetaminophenol, which becomes yellowish in alkaline medium. For method validation, linearity, precision,
accuracy, robustness, recovery and detection limits were evaluated according to ICH and ANVISA criteria.
The stability study was carried out after freezing/defreezing cycles, short-time duration, long-time duration
under refrigeration and long-time duration under freezing. Results: The method showed to be linear from 20
to 300 mg/I. The detection and quantification limits were 3.6 mg/l and 20 mg/I, respectively. Conclusion:
The method was precise, accurate and robust and showed good recovery. The control-samples were stable
in all tested conditions. The method developed presented all the necessary parameters to be applied in
acetaminophen quantification in plasma samples or human serum for emergency analyzes. Furthermore, it
is a simple, time and cost-effective technique.
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Introducao

Paracetamol ou acetaminofeno é um analgésico-anti-
pirético derivado do p-aminofenol que possui acdo antipi-
rética alta, analgésica média e anti-inflamatoria baixa®?.
Atualmente é o analgésico mais utilizado, principalmente
em pediatria, substituindo o uso de salicilatos para evitar a
sindrome de Reye. E um medicamento de venda livre, co-
mercializado na forma de capsulas, drdgeas ou comprimidos
de 500 a 1.000 mg cada e também de gotas ou solucéo,
xarope, pos e pastilhas, sozinho ou em associagdes. Porém,
esse facil acesso ao paracetamol e o desconhecimento da
populagdo sobre seus efeitos nocivos ao organismo tém
aumentado muito o nimero de intoxicacdes por esse me-
dicamento, sendo a principal causa de intoxicacdo aguda
em criancas"". Segundo os dados do Centro de Informacao
Toxicoldgica do Rio Grande do Sul (CIT/RS), entre os anos
2005 e 2008 foram atendidos mais de 24 mil casos de into-
xicacdo humana por medicamentos, entre eles 1.661 com
paracetamol, representando em média 7% do total*'9.

O paracetamol é bem absorvido no trato gastrintesti-
nal, alcancando o pico plasmético apds 40 a 60 minutos
(30 minutos em preparacdes liquidas). Em casos de sobre-
dose, a maior parte é absorvida em 2 horas, mas o pico plas-
mético ndo é atingido antes de 4 horas. A biodisponibilidade
é alta (cerca de 60% a 95%) e o volume de distribuicdo é de
0,8a11/kg. Aligacdo a proteinas é de 10% a 30%, podendo
chegar a 50% em casos de sobredose. Atravessa a barreira
placentéria e hematoencefélica. O leite contém menos de
2% da dose materna™. A principal via de biotransformacao
(mais de 90% da quantidade absorvida) é a hepatica, que
ocorre por meio de trés mecanismos metabdlicos: conjuga-
cado com éacido glicuronico (40% a 67%), sulfatacdo (20% a
46%, principalmente em criancas) e oxidacdo (5% a 15%).
Enquanto conjugacdo e sulfatacdo sao processos saturaveis e
que produzem metabdlitos atdxicos que séo eliminados pela
urina, a via oxidativa produz um metabdlito reativo altamente
toxico que, em condicdes terapéuticas, se une a glutationa,
formando conjugados de cisteina e acido mercapturico.
Em sobredosagem, apés saturacdo das vias metabdlicas
principais, maior quantidade de paracetamol sofre oxi-
dacdo, gerando maior quantidade de metabdlito toxico
(n-acetil-p-benzoquinonimina [NAPBQI]), excedendo a capa-
cidade de desintoxicacdo da glutationa. O tempo de meia-vida
éde 1a 3 horas e em sobredose pode chegar a 12 horas. Doses
de 150 e 200 mg/kg, respectivamente, em adultos e criancas
séo passiveis de causar danos hepaticos™ %1117,

Quando as reservas de glutationa chegam a menos de
30%, o NAPBQI livre exerce sua acao toxica sobre os hepa-

técitos, ligando-se covalentemente a proteinas intracelula-
res, podendo levar a morte celular. Além desse mecanismo
oxidativo, outras vias fisiopatolégicas complementares tém
sido propostas experimentalmente, como formacdo de ra-
dicais livres, perturbacdo da homeostase do célcio, inibicéo
da cadeia respiratéria mitocondrial etc.(".

O quadro clinico de intoxicacéo por paracetamol apre-
senta geralmente trés periodos bem definidos, podendo
chegar a um quarto, resolutivo. Nas primeiras 24 horas o
paciente se apresenta assintomatico ou com leve mal-estar,
nduseas, vomitos, palidez e epigastralgia. Entre 24 e 72 horas
0 paciente pode seguir clinicamente assintomatico ou apre-
sentar sintomatologia leve, semelhante ao primeiro periodo
e/ou iniciar com dor no hipocdndrio direito. Sua alteracdo
caracteristica € o aumento das transaminases hepaticas. O
periodo de 72 horas a cinco dias é de méaxima expressdo da
hepatotoxicidade, podendo evoluir para faléncia hepatica
aguda. Os sintomas clinicos podem variar de pouco expres-
sivos até quadro de encefalopatia, coma e transtornos de
coagulacao, dependendo do grau de disfuncao hepatica. Sdo
observadas elevacdo extrema de transaminases, bilirrubina
total e tempo de protrombina. Se a insuficiéncia hepética
aguda ndo levar a 6bito, a reversibilidade é total, estando o
tecido hepético regenerado por completo entre cinco e sete
dias até duas semanas- 117,

Aanélise da concentracéo sérica de paracetamol confirma
o diagnostico. O resultado nédo s6 tem valor de certeza diag-
ndstica como também avalia o risco de hepatotoxicidade,
indicando uso do antidoto especifico (n-acetilcisteina). Para
isso utiliza-se 0 nomograma de Rumack-Matthew®® (Figura),
que indica se o antidoto deve ser administrado segundo
concentracdo plasmatica de paracetamol relacionada com
o intervalo transcorrido desde a ingesta do medicamento
até a coleta do sangue(™. Uma op¢éo de metodologia de
andlise para servico de emergéncia, em que devem ser consi-
derados fatores como baixo custo operacional, simplicidade
e rapidez de execucdo, é a espectrofotometria visivel, que é
apresentada neste trabalho como um método analitico para
a quantificacdo sérica do paracetamol.

Materiais e métodos

Fundamento do método

Apds desproteinizacdo da amostra, acetaminofeno
(n-acetil-p-aminofenol) reage com nitrito de sédio, formando
2,4-nitro-4-acetaminofenol, que assume coloragao amarela em
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Figura - Nomograma de Rumack-Matthew. £ utilizado para indicar a administracéio do antidoto n-acetilcisteina sequndo a concentragdo plasmdtica de paracetamol
relacionada com o intervalo transcorrido desde a ingesta do medicamento até a coleta do sangue

Fonte: Nomograma adaptado da American Academy on Pediatrics (2001).

meio alcalino. A intensidade dessa coloragéo é proporcional a
concentracdo do acetaminofeno, que pode ser quantificado
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 430 nm®.

Amostras e controles biolégicos

O material biolégico mais adequado para deteccéo
de acetaminofeno é o soro. A andlise toxicoldgica s6
tem valor diagndstico e progndstico se realizada entre 4
e 24 horas ap6s a ingesta. Antes de 4 horas, ela continua
tendo valor para diagnéstico, mas ndo para prognéstico,
uma vez que a absor¢do ndo é completa. Entretanto,
transcorridas 24 horas, o paracetamol sera totalmente
metabolizado, tornando-se indetectavel e ndo tendo
valor diagnéstico™.

A solucao estoque padrao (SP) foi obtida pesando cerca
de 50 mg de acetaminofeno, que foram transferidos para
baldo volumétrico de 50 ml e solubilizados com dgua purifi-
cada, obtendo-se uma SP de 1 mg/ml. Diluicbes apropriadas
da SP foram efetuadas com plasma isento de acetaminofeno
para execugao do gréfico de calibracdo nas concentracdes
de 20, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 mg/I. Ja para estudo
de validagao foram utilizados plasmas controle de acetami-
nofeno nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/I.

Reagentes e equipamentos

Acetaminofeno (99%) foi adquirido da Sigma (St. Louis,
EUA), acido tricloroacético (TCA) (99%) da Vetec (Rio de

Janeiro, Brasil), hidréxido de sédio (98%) do Conselho
Regional de Quimica (CRQ) (S&o Paulo, Brasil) e nitrito de
sodio (99%) da Carlo Erba (Rodano, Italia). As amostras
biolégicas de plasma foram cedidas pelo Hemocentro de
Porto Alegre-RS (HEMORGS).

O equipamento utilizado foi espectrofotémetro UV-VIS
CARY® 1E da Varian (Mulgrave, Australia), comprimento de
onda 430 nm, utilizando células de poliestireno de 10 mm
de caminho dptico.

Procedimento analitico

Em tubos de ensaio conicos (tipo Falcon) foram adi-
cionados 500 pl de amostra, que foi desproteinizada pela
adicdo de 5 ml de TCA 3%, sequido de agitacdo em mixer
por 30 segundos. Apds sua centrifugacdo por 10 minutos
a 5.000 g, 2 ml do sobrenadante foram pipetados para
outro tubo de ensaio, no qual foram adicionados 0,5 ml de
nitrito de sddio 0,07M, recém-preparados e agitados em
mixer por 5 segundos. Apés 10 minutos de banho-maria
a 37 £ 1°C, foram adicionados 100 ul de NaOH 8M para
o0 aparecimento da coloracdo amarela. Apés agitacédo em
mixer por 30 segundos, as absorbancias das amostras foram
lidas em espectrofotometro a 430 nm.

Validac¢ao

As figuras de mérito linearidade, precisdo, exatiddo,
robustez, recuperacdo, limites de deteccdo (LD) e de
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quantificacdo (LQ) foram avaliadas segundo os critérios
preconizados pela ANVISA® e pelo ICH®.

Estabilidade

Para os testes de estabilidade utilizaram-se controles
com concentracdes baixa (64 mg/l), média (116 mg/l)
e alta (205 mg/l) do analito em questdo e em triplicata,
preparados a partir de solugdo padrdo 1 mg/ml de aceta-
minofeno, adicionado a matriz biol6gica (plasma) isenta
de interferéncia. Antes do inicio do estudo de estabilidade,
os controles foram analisados pelo método analitico e
validados, obtendo-se as concentracdes no tempo zero,
que foram comparadas com aquelas conseguidas apds
diferentes condi¢cdes de armazenamento.

As circunstancias de realizacdo dos ensaios de estabilida-
de reproduziram as reais condi¢des de manuseio e andlise
das amostras(®:

e apbs ciclos de congelamento e descongelamen-
to: os controles foram armazenados em freezer a
-18°C por 24 horas, sendo entdo submetidos a
descongelamento a 37°C. Quando completamente
descongelados, repetiu-se o procedimento anterior
até completar trés ciclos;

e curta duracdo: os controles foram mantidos a

temperatura ambiente (entre 20 e 25°C) por 6,
24,48 e 72 horas;

e longaduracdo sob refrigeracdo: os controles foram
armazenados entre 2 e 8°C por 5, 15 e 30 dias;

* longa duragdo em freezer: os controles foram arma-
zenados a-18°C por 5, 30, 90, 180, 270 e 360 dias.

Resultados e discussao

Validacdao do método analitico

Linearidade

Corresponde a capacidade do método de fornecer resulta-
dos diretamente proporcionais a concentracao da substancia
em anélise™ © e foi estabelecida pela média de trés curvas
padrdo, que foram obtidas em sete niveis de concentra¢des
diferentes de paracetamol (20, 50, 100, 150, 200, 250 e
300 mg/l). Cada concentracdo foi determinada em triplicata
para cada curva padrdo. A linearidade foi avaliada por meio
de anélise de regresséo linear, utilizando ajuste dos dados
pelo método dos minimos quadrados, cuja equagéo da reta
é dada por Absorbancia = 0,00154 x Paracetamol (mg/l), e 0

coeficiente de correlagao foi de 0,99911, estando de acordo
com o recomendado pela ANVISA® e pelo ICH® de no minimo
0,98. Portanto, o método analitico desenvolvido possui faixa
de linearidade entre as concentracdes de paracetamol de 20
e 300 mg/I.

Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ)

LD é a menor concentracdo do analito que o procedi-
mento analitico consegue diferenciar. Foi estabelecido que
ele é trés vezes superior ao desvio padrao de uma série de
medidas de branco (plasma isento de paracetamol)®* ©. A
partir da analise de uma amostra de branco, o LD encon-
trado foi de 3,6 mg/I.

LQ é a menor quantidade de analito na amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao™ ©. Foi
estabelecido que ele é de 20 mg/I.

Precisdo e exatiddo

A precisdo do método fornece a dispersdo dos valores
medidos em torno de um valor médio® e foi calculada
como coeficiente de variacdo (CV%) de trés concentracdes,
realizando cinco determinag¢des por concentragdo em um
Unico dia (repetibilidade) e em trés dias diferentes (precisdo
intermediaria), ndo sendo admitidos valores superiores a
15%% 9. Os resultados estdao descritos na Tabela.

A exatiddo do método reflete a proximidade entre o
valor medido e um valor de referéncia considerado como
verdadeiro" e foi determinada a partir de trés concentra-
¢Oes, realizando cinco determinagdes por concentracao em
um Gnico dia e em trés dias diferentes, ndo sendo admitidos
valores superiores a 15%. Os resultados estdo descritos na
Tabela e demonstram que o método analitico proposto é
preciso e exato.

Robustez

Mede a sensibilidade que um método apresenta frente a
pequenas variagdes®* ®. Alteracdes de parametros analiticos,
como temperatura, pH da amostra, tempo de agitacdo no
mixer, fabricante dos solventes e operador, nao influencia-
ram significativamente o resultado das analises.

Recuperagdo

E definida como a proporcao da quantidade de substan-
cia de interesse que € extraida e passivel de ser quantificada.
Foi avaliada por comparacdo com amostras de plasma
contendo padrao de acetaminofeno em édgua ndo extraidas
em trés diferentes concentracdes (50, 100 e 200 mg/ml),
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Tabela
Concentracdo Exatidao Exatidao
(mg/l) (%) (CV%)
50 92 8
100 95 5
200 96,5 3,5

Resultados dos estudos de exatidao, precisao e recuperacao do método analitico

Precisao intermediaria Repetibilidade Recuperacéo
(CV%) (CV%) (%)
1,6 1,34 108,4
1 1,92 105,5
1,1 2,1 102,5

CV: coeficiente de variagéo.

contemplando a faixa de linearidade do método. E impor-
tante considerar como a eficiéncia do método varia em
funcdo da concentracdo da substancia, podendo interferir
na recuperacao em baixas e altas concentragoes. Os valores
obtidos estdo descritos na Tabela. Ja os valores aceitaveis
de recuperacdo estdo, em geral, entre 70 e 120%“ 6812,

Interferentes

Drogas como cafeina, cefalexina, cloromicetina,
diflunisal, etosuximida, n-acetilcisteina, neomicina, oxi-
fembutazona, fenobarbital, fenilbutazona, acido salicilico,
sulfanilamida, sulfixosazol e teofilina, na concentracao de
100 mg/l, podem levar a aparente valor de paracetamol
entre 0 e 20 mg/I. Essa interferéncia ndo tem importancia
clinica significativa, a menos que a amostra venha a ser
obtida ap6s 10 a 12 horas da ingesta.

O acido p-aminossalicilico também interfere, resultando
valores aparentes de paracetamol na ordem de 32 mg/I.

A n-acetilcisteina, antidoto utilizado no tratamento da
intoxicacdo, produz uma coloracdo laranja fraca apés a
adicdo do nitrito de sédio. A interferéncia ndo é significativa,
pois o incremento no valor de acetaminofeno é inferior a
1 mg/I®.

Os niveis séricos de acetaminofeno, quando analisa-
dos pelo método colorimétrico, podem néo ser confia-
veis na presenca de bilirrubina elevada, dano renal ou
salicismo® 7). Nesses casos, recomenda-se a dosagem
por cromatografia liquida de alta performance (CLAE) ou
imunoensaio enzimatico.

Estabilidade

As amostras de plasma com paracetamol foram conside-
radas estaveis quando n@o se observaram desvios superiores

a 20% do valor obtido no tempo zero para concentra¢do
baixa e superiores a 15% para concentracdes média e alta.
As amostras se apresentaram estéveis em todas as condi-
¢Oes testadas.

Interpretacao dos resultados

O resultado da dosagem de acetaminofeno (mg/l) deve
ser analisado frente a0 nomograma de Rumack-Matthew?,
considerando a correlacdo entre concentracdo de aceta-
minofeno e tempo decorrido entre a ingesta e a coleta do
sangue (Figura).

Conclusao

Os métodos analiticos para deteccdo e quantificacdo
de farmacos em amostras biol6gicas sdéo um importante
instrumento para diagndstico de intoxicagdes. Por isso, a
importancia de contar com métodos bem caracterizados,
validados e, portanto, confidveis@". Apesar das vantagens
indiscutiveis na sua utilizacdo, as técnicas cromatografi-
cas, como CLAE e cromatografia a gas (CG), apresentam
algumas limitacdes, como alto custo de instrumentacao e
operacdo, tempo relativamente longo de andlise e neces-
sidade de experiéncia no manuseio do equipamento e no
tratamento de amostras('?.

O método desenvolvido neste trabalho mostrou pos-
suir todos os parametros necessarios para ser aplicado na
quantificacdo de paracetamol em amostras de plasma ou
soro humano para andlise de emergéncia, sendo linear,
preciso, exato e robusto. Além disso, € uma técnica simples,
de rapida execucdo e baixo custo, requisitos importantes
para um servico pUblico de emergéncia.
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