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RESUMO

Os analgésicos representam agentes importantes como provocadores de
intoxicacoes. Dentre estes esta o paracetamol (acetaminofem), que é de uso
frequente e de venda livre. A intoxica¢do aguda provocada por este agente
leva a formacdo de um metabdlito toxico que pode provocar insuficéncia
hepatica, além de danos ao sistema de coagulacio e nefrotoxicidade. Logo, a
determinacao quantitativa de paracetamol, agregada aos sintomas clinicos
essencials 1rao contribuir para a conducdo do caso, confirmando o
diagnodstico de intoxicagdo, mas também avaliando o risco de
hepatotoxicidade. O presente trabalho teve como objetivo a padronizacio e
validacdo de métodos analiticos para a quantificacdo sérica de paracetamol
por Espectrofotometria e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE
estabelecendo-se os parametros de linearidade, limite de quantificacao,
curva de calibragio, precisdo e exatiddo. O estudo realizado é do tipo
analitico, quantitativo. Foi realizado no Laboratério de Toxicologia da
Universidade Federal do Ceara. O principio do método espectrofotométrico
consiste, inicialmente, na desproteinizacdo do plasma com o Aacido
tricloroacético e em seguida, o desproteinizado, é tratado com nitrito de
sédio com formacdo do 2,4-nitro-4-acetaminofenol, que assume coloracio
amarela em meio alcalino, o qual é lido em 430 nm. O método por CLAE se
baseia na separacao por fase reversa, em modo i1socratico utilizando-se uma
mistura de Tampao fosfato/Metanol/Acetonitrila e detector UV, em 240 nm.
O método espectrofotométrico se mostrou linear nas concentragoes
plasmaticas de 20 a 300 pug/mL, com limite de quantificacdo de 20 ug/mlL,
enquanto o método por CLAE foi linear de 5 a 200 pg/mL com limite de
quantificacao de 5 pg/mL, mostrando-se preciso e exato e apresentando boa
recuperacao para os dois métodos. Conclui-se que os métodos desenvolvidos
demonstraram possuir todos os parametros necessarios para ser utilizado na
quantificacdo de paracetamol em amostras de plasma ou soro humano para

analise de emergéncia.
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ABSTRACT

Analgesics represent important agents as intoxication provocateurs. Among
them, there is paracetamol (acetominophen), which is normally used and it
1s an over-the-counter (OTC) medication. The acute intoxication provoked by
this agent, caused by the formation of a toxic metabolite, can lead to liver
insufficiency, besides the damages on the coagulation system and kidney
toxicity. Therefore, the quantitative determination of paracetamol, added to
the essential clinic symptoms, will contribute to the conduction of the case,
confirming the diagnosis of intoxication, but also evaluating the risk of liver
toxicity. Given the above, the present work had the object of standardization
and validation of analytic methods for the serum quantification of
paracetamol by Spectrophotometry and High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), stablishing the parameters of linearity, limit of
quantification, calibration curve, accuracy, and precision. The present study
1s analytical, quantitative and it was made in the Toxicology Laboratory at
the Federal University of Ceara. The principle of the method
spectrophotometric consists, initially, in the deproteinization of the plasma
with trichloroacetic acid. After, the deproteinized is treated with sodium
nitrite, forming 2,4-nitro-4-acetaminophenol, which presents a yellow colour
in a alkaline medium, that is read in 430 nm. The HPLC method is based on
separation using reverse phase in isocratic mode using a mixture of
phosphate buffer/methanol/acetonitrile and UV detector a 240 nm. The
spectrophotometric method is linear of 20 to 300 pg/mL with a limit of
quantification of 20 ug/mL, and the HPLC method of 5 to 200 pg/mL with a
limit of quantification of 5 pg/mL proving itself to be precise and exact and

presenting good recovery. It is concluded that the methods developed has all
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the parameters required for it to be used in the quantification of

paracetamol in plasma or human serum samples to emergency analysis.
Key-words: paracetamol, analytical toxicology, validation, hepatotoxicity.
INTRODUCAO

O paracetamol (acetaminofem) apresenta acdo antipirética alta,
analgésica média e anti-inflamatoéria baixa (TAGLIATI, 2008; SEBBEN et
al, 2010). E um dos analgésicos mais populares e seguro quando
administrado em condigdes terapéuticas recomendadas. No entanto, tem
sido a principal causa de intoxicacdo por farmacos entre criangas e adultos,
uma vez que pode ser vendido livremente em farmacias, sem a necessidade
de apresentacdo de um receituario médico e também, porque pode ser
encontrado em combinacao com outros farmacos, geralmente para alivio da
congestao nasal, tosse, expectoracdao e resfriado comum (MUNNE, et al,

2003; LIBERAL, 2008).

Nos Estados Unidos, de todos os casos de insuficiéncia hepatica aguda,
42 % foram atribuidas a overdose de paracetamol, uma vez que mais de 4 g /
dia sao prescritos a cerca de 6 % dos adultos. Logo, 30.000 pacientes sao
hospitalizados devido a toxicidade do paracetamol, existindo, portanto, uma
recomendacado do Food and Drug Administration (FDA) de que os médicos

evitem prescrever este farmaco com doses maiores que 325 mg por

medicamento (BLIEDEN et al., 2014).

No Brasil, entre os anos de 2005 a 2009, foram registrados pelo
Sistema Nacional de Informacgées Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX),
149.384 casos de intoxicacdes por medicamentos contribuindo com 28% do
total de casos de intoxicagées. Um estudo epidemioldgico das intoxicacoes
por paracetamol em Santa Catarina, entre os anos de 2003 e 2010, verificou-

se que houve um aumento de 228 % nos casos de intoxicacoes
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medicamentosas e uma elevacao de 47 % no nimero de casos relacionados a

intoxicacdo por paracetamol (NESSI, 2012).

No Centro de Intoxicagdo do Rio Grande do Sul (CIT/RS) foram
notificados 2.572 casos de exposi¢do ao paracetamol, contabilizando 63 % de
todos os casos registrados de intoxicacdo por analgésico/antipirético. Nesse
periodo, foram registrados no CIT/RS, cinco ébitos por intoxicacio

medicamentosa e, destes, dois relacionados a intoxicacdo por paracetamol

(CORUJA, 2012).

Em um estudo sobre o perfil das exposi¢coes a medicamentos de 777
mulheres em idade reprodutiva atendidas por um Centro de Informacées
Toxicologicas, foi observado que 33,7 % destas utilizaram de dois a trés
medicamentos. Dentre estes estdo, os medicamentos com atuacdao no
Sistema Nervoso Central (antiepilépticos, antidepressivos, ansioliticos e
antipsicoticos); os analgésicos e antipiréticos e os anti-inflamatérios nio-
esteroidais. Dentre os principios ativos mais envolvidos nas
exposicoes/intoxicacoes estdo: clonazepan, amitriptilina, fluoxetina,
carbamazepina, diazepam, paracetamol, fenobarbital, dipirona e haloperidol

(TAKAHAMA et al., 2014).

O paracetamol atinge picos plasmaticos em 40-60 minutos apds a
administrac¢do, sendo bem absorvido através do trato digestivo. Mais de 90
% da quantidade absorvida sofre biotransformacdo hepatica, por trés
mecanismos distintos: a conjugacao com o acido glicuronico por meio da acao
da glicuroniltransferase (40-60 %); sulfatacdo, reacdo mediada pela acdo da
sulfotransferase (20-46 %) e a via oxidativa, que ocorre em menor grau,
normalmente de 5-15%, por acdo das enzimas do citocromo P50 (CYP2E1). A
conjugacao e a sulfatagdo normalmente produzem metabdlitos nao-toxicos
que sdo eliminados pela urina. Ja a oxidacao é capaz de gerar um metabdlito
toxico (N-acetil-benzo-quinonaimina - NAPQI), que em condigées

terapéuticas, se conjugam com a glutationa e formam conjugados néao
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toxicos. Entretanto, em situag¢ées de deplecao da glutationa tais como, na
sobredosagem de paracetamol, ingestdo cronica de alcool e malnutrigao,
ocorrera um acumulo de NAPQI, que ira se ligar covalentemente a
moléculas do hepatodcito e gerar lesao (MUNNE, et al, 2003; LANCASTER
et al., 2015).

Numa ingestao aguda por paracetamol (primeiras 24 horas), o paciente
se encontrara assintomatico ou com sintomas leves, como nauseas, vomitos,
mal-estar e epigastria e os exames laboratoriais de funcao hepatica estarao
dentro dos niveis de normalidade. No segundo estagio (24 e 72 horas),
observa-se que o tempo de protrombina e as provas de funcdo hepatica
apresentam alteragbes com aumento das enzimas hepaticas, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) (MUNNE, et al,
2003). No terceiro estagio o paciente pode apresentar hepatomegalia,
ictericia, confusdo mental, encefalopatia hepatica, acidose metabdlica,
sindrome hepato-renal, sendo possivel detectar nos exames laboratoriais a
bilirrubinemia, hipoglicemia, valores de AST e ALT, 400 vezes acima do

valor normal, elevacdo da fosfatase alcalina e prolongamento no tempo de

protrombina (MUNNE, et al, 2003; ROLDAN; LOPEZ, 2012).

As concentracgoes plasmaticas terapéuticas de paracetamol sdo de 10 a
20 pg/mL em 4 horas. E considerado dano hepético minimo ou ausente
quando se encontra 120 pg/mL em 4 horas ou 30 pg/mL em 12 horas. 300
ug/mL em 4 horas ou 45 ug/mL em 15 horas sdo concentragoes toxicas/letais
(TURINI, et al., 2005). Logo, a analise sérica de paracetamol ira confirmar o
diagnoéstico de intoxicacao e avaliar o risco de hepatotoxicidade por meio da
utilizacdo do Nomograma de Rumack-Mathew, que relaciona as
concentracoes plasmaticas de paracetamol, o tempo transcorrido desde a
ingestdo desse farmaco e a probabilidade de dano hepatico. Quando se
conhece o tempo transcorrido apdés a ingestdo, os niveils plasmaticos de

paracetamol devem ser determinados quatro horas apds o ocorrido. Quando
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nao se conhece a hora da ingestdo do farmaco, deve-se realizar uma
determinacdo plasmatica no momento de chegada a unidade de satde e
outra, quatro horas depois (AGENCIA VALENCIANA DE SALUT, 2009). A
analise toxicoldgica realizada antes de 4 horas apds a ingestéo, s6 apresenta
valor diagnoéstico, visto que nao houve ainda a absorciao completa e apds 24
horas de ingestao, o farmaco ja comeca a ser metabolizado, podendo nao ser
mais detectado por meios analiticos, comprometendo o resultado do método

(MUNNE, et al, 2003).

A N-acetilcisteina (NAC) é o antidoto especifico nas intoxicacoes por
paracetamol e é recomendada quando os niveis de paracetamol estdo acima
da linha de toxicidade no nomograma de Rumack-Matthew ou quando as
concentragoes séricas desse farmaco ndo forem disponiveis. A NAC é
composta por uma molécula de aminoacido L-cisteina, que é necessaria para
a producao de glutationa. Logo, ela é precursora da glutationa (GSH),
aumentando a sintese de GSH hepatica. Outros dois mecanismos pelos quais
a NAC exerce sua funcio é como doadora de grupos sulfidrila (que substitui
a glutationa hepatica), neutralizando o metabdlito toxico NAPQI e
aumentando a via metabdlica de conjugacdo com sulfato, para produzir

metabdlitos ndo toxicos (MUNNE, et al, 2003; ARIPIN; CHOONARA,
2012).

Para a determinacdo quantitativa de paracetamol em plasma, sao
utilizados métodos espectrofotométricos, os quais utilizam diversos
reagentes, como o fenol, o nitroprussiato de sédio e ferricianeto de potassio,
periodato de sddio e xilenol, o 4acido bicinconinico e o sulfato cuprico, para a
formacao de cromoéforos (NOVOTNY; ELSER,1984; AFSHARI; LIU, 2001;
CHIOU et al., 2008; ZHAN et al., 2011). E, os métodos cromatograficos, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector
UV-visivel (GOTELLI et al., 1977, CAMPANERO et al, 1999; ALTUN,
2002; JENSEN et al, 2004; DEVI et al, 2013; HELMY; EL-BEDAIWY,
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2014) e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas (CELMA et al, 2000; ZHANG et al., 2008; LI et
al., 2010).

O trabalho teve por objetivo padronizar e validar métodos analiticos
para a quantificacdo sérica de paracetamol por espectrofotometria e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

MATERIAIS E METODOS

A realizacdo da andlise quantitativa de paracetamol em plasma foi
realizada por espectrofotometria (SEBBEN et al,2010) e por CLAE. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia do Departamento de
Analises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Federal do Ceara. O
método espectrofotométrico se baseia na reacdo do paracetamol da amostra
com nitrito de sdédio, formando o 2,4-nitro-4-acetaminofenol, assumindo
coloracdo amarela em meio alcalino (apés adicdo de NaOH), que pode ser
quantificada em espectrofotometro no comprimento de onda de 430 nm. O
método cromatografico por CLAE se baseia na separacgao utilizando-se fase
reversa, em modo isocratico utilizando-se uma mistura de Tampao
fosfato/Metanol/Acetonitrila e detector UV, em comprimento de onda de 240

nm.

Reagentes e solugoes

Para o método espectrofotométrico: hidréxido de sdédio e acido
tricloroacético P.A. (VETEC), nitrito de sédio P.A. (DINAMICA). Solucdes:
NaOH 8M, Nitrito de So6dio 0,07M e acido tricloroacético 3%. Para o método
cromatografico: éter metil tert-butilico (VETEC®); Carbonato de Potassio e
Fosfato de Potassio Monobasico (KH2PO4) (VETEC®); Metanol e Acetonitrila
grau HPLC (TEDIA®). A fase movel utilizada para CLAE foi: KH2PO4 (pH
4,9)/Metanol/Acetonitrila (88/09/03).
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Equipamentos

Foram wutilizados: balanca analitica de precisao RK®-200, banho
ultrassom QUIMIS® modelo Q335D, Sistema MilliQ - ELGA®(resistividade
18,2 MQ.cm), bomba a vacuo GAST®, banho-maria Edulab®,
espectrofotometro 7Thermo scientific® modelo Genesys 10S UV-Vis e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com sistema de
bombeamento, detector com arranjo de diodos (PDA) (Accela Thermo
Scientific®) e sistema de aquisicdo de dados ChromQuest 5.0, coluna

analitica ODS HYPERSIL Cis (150 x 2,1 mm — 5 um) da 7Thermo Scientific®.

Curva de Calibracio

Para a construcao das curvas de calibracéao, foi preparada uma solucao-
estoque de paracetamol 10 mg/mL e a partir desta as solugoes de trabalho.
Para o método espectrofotométrico foram feitas as solugdes de trabalho nas
concentracoes de 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2 e 3 mg/mL em metanol e em seguida, foi
retirado 50 pL. destas solucbes de trabalho e adicionadas a 500 pL de
plasma, obtendo-se concentragées de 20; 50; 100; 150; 200; 300 pg/mL de
plasma. Para o método cromatografico foram feitas as solucoes de trabalho
nas concentragoes de 0,05; 0,2; 0,5; 1; 1,5 e 2 mg/mL em metanol e em
seguida, foi retirado 20 pL. destas solugoes de trabalho e adicionadas a 200
uLs de plasma, obtendo-se concentragoes de 5; 20; 50; 100; 150; 200 ug/mL de

plasma. As curvas foram feitas em triplicata para os dois métodos.
Procedimento de Analise

Para o método espectrofotométrico a 500 puLi de plasma foi adicionado 5
mL de TCA 3 %, que apds centrifugacao (10 minutos), foram retirados 2 mL
do sobrenadante, adicionando-se, 5 mL de nitrito de sédio 0,07 M. Deixou-se

em banho-maria por 10 minutos a 37° C e adicionou-se 100 uL de hidréxido
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de Sodio 8 M. Apds a temperatura ambiente ser atingida, as amostras foram

lidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 430 nm.

Para o método cromatografico a 200 pL. de plasma foi adicionado 100
ul, de K2COs (0,1 %) e 3 mL de éter metil tert butilico, agitado por 10
minutos e centrifugado por 10 minutos. Foram retirados 2 mL do
sobrenadante e evaporado em concentrador rotacional a 50° C por 40
minutos. O residuo foi ressuspenso em 100 pL. de metanol e 10 pL injetado
no CLAE, fase movel utilizada foi: KH2PO4 (pH 4,9)/Metanol/Acetonitrila
(88/09/03), coluna analitica ODS HYPERSIL Cis em fluxo de 1 mL/min e

comprimento de onda de 240 nm.

Quantificagdo do paracetamol

A média das absorbancias para o método espectrofotométrico e as areas
para o método por CLAE foi utilizada para o calculo da concentracao de
paracetamol nas amostras, com base na equacdo da reta gerada apds a
construcao das curvas de calibracao para cada método utilizando o software

Microsoft Office Excel 2010®.

Validacao

Para garantir que os métodos utilizados sejam apropriados para a
finalidade pretendida fornecendo dados confiaveis, eles passaram por
processos de validacdao conduzida com base na RDC n° 27 de 17 de maio de
2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012). Para
1sso, os seguintes parametros foram avaliados: linearidade, precisdo,
exatiddo, limite quantificacdo e curva de calibracdo. Para a determinacio da
linearidade para o método espectrofotométrico foram preparadas solucoes
padrio em seis concentragoes distintas: 20, 50, 100, 150, 200 e 300 pg/mL de
plasma e para o método por CLAE foram preparadas solucoes de 5; 20; 50;

100; 150; 200 ug/mL de plasma.

O Limite de quantificacdo avaliou a menor concentracao do analito que

pode ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para a
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determinacao da Precisido e Exatidao, foram realizados testes em um mesmo
ensaio analitico (intra-ensaio) e em trés em ensaios distintos (inter-ensaio).
Cada ensaio foi feito em cinco replicatas, contendo as concentragoes baixa,
média e alta. Para o método espectrofotométrico, foram utilizadas as
concentragoes de 50, 150 e 250 pg/mL e para o método por CLAE as
concentracoes de 10, 80 e 150 ng/mL como as concentracoes baixa, média e
alta, respectivamente. Calculando-se o Coeficiente de Variagcao (CV %) para
o calculo da precisdo e o erro padrado relativo (EPR) para o calculo da
exatiddo, ndo sendo admitidos valores de coeficiente de variacao inferiores a

15% (BRASIL, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo padronizou e validou duas metodologias, uma
espectrofotométrica tomando como base um trabalho desenvolvido por
Sebben et al (2010), com um tempo total de analise de 30 minutos e um
método cromatografico por CLAE com um tempo total de analise foi em
torno de 60 minutos, cujo tempo de retencdo para o paracetamol foi 0,9
minutos (Figura 1), sem nenhuma interferéncia de picos de substancias

endogenas do plasma, sugerindo seletividade excelente.
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Figura 1. Cromatograma do Paracetamol por CLAE. Fase Mdével: KH2PO4 (pH
4,9)/Metanol/Acetonitrila (88/09/03), coluna Cis, fluxol mL/min e 240 nm

Curva de Calibragao

Pelo método espectrofotométrico, a média das curvas de calibracao,
utilizando as concentragoes de 20, 50, 100, 150, 200 e 300 ug/mL de plasma,
apresentou coeficiente de correlagido (R?) igual a 0,9965, coeficiente linear

igual a 0,0103 e coeficiente angular igual a 0,0007.

Para o método por CLAE, a média das curvas de calibracio, utilizando
as concentragoes de 5, 10, 20, 50, 100, 150 e 200 pg/mL de plasma,
apresentou coeficiente de correlacido (R2) igual a 0,9918, coeficiente linear
igual a 471960 e coeficiente angular igual a 112716, cuja recuperacio foi em
média de 95 %, realizada comparando-se a area do extraido com a area do

adicionado.

Os resultados obtidos demonstraram que ha linearidade nos dois casos.
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Validacéao
Limite de quantificagao

Para o método espectrofotométrico, ficou estabelecido 20 ug/mL como o
valor de Limite de Quantificacio para o paracetamol, com valores de

precisao e exatidao de 2,96 e 19,8 %, respectivamente.

Por CLAE, o Limite de Quantificacdo foi de 5 pg/mL com valores de
precisao e exatidao de 2,95 e 10,98 %, respectivamente. Os métodos
mostraram que o paracetamol pode ser quantificado adequadamente, de
forma exata e precisa, uma vez que a ANVISA preconiza os valores de

precisio e exatidao para o limite deve ser de até 20 %.

FExatidao e Precisao

Os resultados de precisdo e exatiddao nos dois métodos estdo
apresentados na Tabela 1 e foram realizados de acordo com a metodologia
pré-determinadas e com base na RDC n° 27 de 17 de maio de 2012 da
ANVISA.

Os métodos analisados para a determinacdo quantitativa de
paracetamol apresentaram precisao e exatidao comprovadas e os resultados
obtidos se encontraram dentro do intervalo de referéncia (= 15 %) e os
coeficientes de correlacao obtidos nos dois métodos foram bem préximos da
unidade, logo, as absorbancias e areas geradas foram diretamente

proporcionais a concentracio de paracetamol na matriz.
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Tabela 1- Anéalise de precisdo e exatiddo intra-ensaio e inter-ensaio do método quantitativo
de paracetamol por espectrofotometria e por CLAE.

Intra-ensaio (n=5) Inter-ensaio (n=15)
Concentracéo
ug/mL Precisao Exatidao Precisao Exatidao
(CV%) (EPR%) (CV%) (EPR%)
Método Espectrofotométrico
50 9,72 14,60 10,90 14,85
150 1,64 -4,10 6,24 -2,24
250 1,65 -3,56 4,80 1,96
Método Cromatografico (CLAE)
10 6,10 -10,88 7,96 -9,46
80 7,84 8,20 7,36 10,66
150 2,89 0,13 4,72 -2,43

Deve-se ressaltar também que os niveis terapéuticos desse farmaco se
encontram na faixa de 10 — 30 pg/mL, e os niveis toxicos acima de 200
ug/mL e os valores de concentragoes plasmaticas de paracetamol vao de 5 a
200 pg/mL para a avaliacdo de hepatotoxicidade, utilizando-se o
Nomograma de Rumack-Mathew, o qual leva em conta o tempo transcorrido
em vinte quatros horas desde a ingestdo do farmaco, logo o método por
CLAE apresentou uma sensibilidade mais adequada para a avaliacdo do
dano hepatico, através do Nomograma de Rumack-Matthew, extremamente
1importante no direcionamento do tratamento do paciente, apesar de levar a
um mailor tempo de analise, principalmente no que diz respeito ao

tratamento da amostra.

CONCLUSAO
O exame fundamental para confirmar o diagndstico e avaliar o risco de

hepatotoxicidade é a analise sérica de paracetamol. Logo, a padronizagio e a
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validagao das metodologias analiticas demonstraram-se apropriadas para as
finalidades pretendidas.

A espectrofotometria é uma metodologia simples, que envolve poucas
etapas de preparacao de amostras e reagentes, minimizando os problemas
com interferentes e possivels perdas do analito em estudo, pouco
dispendiosa e de rapida execucao, no entanto, possui sensibilidade limitada
quando comparado ao método por CLAE, o qual é mais adequado,
principalmente quando se quer avaliar o dano hepatico, através do
Nomograma, visto que é de extrema importancia no direcionamento do

tratamento do paciente.
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