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Desenvolvimento de método analitico para quantificacéo de
paracetamol em plasma com uso de aplicativo de celular
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INTRODUCAO:

O paracetamol (acetaminofeno), € um medicamento amplamente utilizado pelas suas propriedades
analgésicas e antipiréticas, e € pertencente a classe dos derivados de p-aminofenol. Os primeiros testes
clinicos do paracetamol ocorreram em 1893, entretanto, sua comercializagdo so foi autorizada na década de
1950, nos Estados Unidos. Desde entdo, tem se tornado um dos medicamentos mais utilizadas ao redor do
mundo, principalmente por ser um medicamento isento de prescrigdo médica em muitos paises (1, 2).

A metabolizagdo do paracetamol acontece principalmente no figado, onde ocorre majoritariamente a
conjugacado do medicamento com acido glicurénico e sulfato. Porém, uma menor fracdo do paracetamol é
convertido pelo citocromo P450 em N-Acetil-p-benzo-quinona imina (NAPQI), um composto alquilante
extremamente reativo que em baixa concentracdo é rapidamente neutralizado pela glutationa hepatica.
Entretanto, em altas doses de ingestédo de paracetamol, pode haver deplecao da glutationa hepética gerando
um acumulo de NAPQI que se liga fortemente em proteinas celulares, em especial, das mitocéndrias,
causando disfuncao respiratéria nos hepatécitos (3, 4).

Quantificar o paracetamol presente no plasma do paciente suspeito de intoxicacdo é essencial para
analisar a necessidade ou ndo da aplicacdo do antidoto, N-Acetilcisteina (NAC). No Brasil, essa analise é
geralmente realizada através de espectrofotbmetro, apdés uma reagao colorimétrica com o plasma do paciente,
ou por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo linear de diodos (HPLC-
DAD) (5 - 8).

O PhotoMetrix PRO é um aplicativo de celular que permite a determinagdo da concentragdo de
substancias em amostras através da captura de imagens pela camera do proprio celular e da avaliagdo da

coloracdo e da intensidade do sinal por analises uni e multivariada. Sendo assim, através da reacao
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colorimétrica € possivel utilizar este aplicativo para realizar a quantificacdo de paracetamol em amostras de

plasma (9).

METODOLOGIA:

Para o preparo dos pontos das curvas de calibracdo, uma solucdo estoque de paracetamol foi
preparada em metanol, a 1 mg/mL. Em seguida, foi feita a diluicdo, em plasma, dessa solucdo, obtendo-se as
concentracdes da curva de calibracéo a 25, 50, 100, 200, 250 e 300 pg/mL. Também foram utilizados controles
de qualidade (CQs) baixo (CQB), médio (CQM) e alto (CQA) com as respectivas concentracdes: 75, 150 e
275 pg/mL, a partir da diluicdo da solugcéo estoque.

O preparo de amostra se inicia com a transferéncia de 250 pL da amostra de plasma para um microtubo
de 2,0 mL, seguido da adicéo de 500 uL de acido tricloroacético 15% e agitacao por 10 segundos em vortex.
As amostras entéo foram centrifugadas por 5 minutos a 1431 g e 500 uL

do sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio, seguido da adicdo
de 250 pL de acido cloridrico 6 N e agitacdo em vortex por 10 segundos.
Em seguida, adicionou-se 200 pL de nitrito do sédio 10%, seguido de
agitacao por 10 segundos em vortex. Entéo, foi transferido 500 pL de &cido
sulfamico 15% para o tudo de ensaio e realizou-se a agitacdo dos tubos
novamente em vortex, por 10 segundos. Por fim, adicionou-se 600 mL de

hidroxido de sddio 30% e agitou-se os tubos por mais 15 segundos em

vortex, fazendo com que a amostra apresente coloragdo amarelada (10).

Apds o preparo, as amostras foram analisadas tanto no PhotoMetrix PRO

Figura 1. Caixa para analise
guanto, no espectrofotdbmetro (DU-8200 Drawell®), no comprimento de onda pelo Photometrix PRO.

em 420 nm. As analises através do PhotoMetrix PRO foram realizadas em uma caixa de madeira contendo
um ring light de modo a padronizar a iluminacdo nas analises (Figura 1). O celular utilizado foi o Samsung
Galaxy S21 FE, as andlises no PhotoMetrix PRO foram feitas no modo de andlise univariada pelo vetor RGB
com as seguintes configuragdes: regido de interesse 32x32, modo flash desativado, exposi¢cdo 0, modo de
foco infinito, balanco de cor branca automético e resolucao 680x480 pixels.

Paralelamente, as mesmas amostras também foram analisadas por HPLC-DAD (LC-40 NEXERA XR),
como mais uma metodologia comparativa na validacdo. Para estas andlises, as amostras foram preparadas
da seguinte forma: 100 uL de plasma foram transferidos para um microtubo de 2,0 mL, seguido da adi¢édo de
300 pL de acido fetilglioxilico 25 pug/mL, utilizado como padréo interno da andlise. Apos isso, a amostra foi
agitada em homogeneizador por 2 minutos a 2500 RPM e posteriormente centrifugada por 5 minutos a 5010
g. Por fim, o sobrenadante foi transferido para um vial e 200 uL de agua ultrapurificada foram adicionados a
amostra, tornando-a pronta para analise.

A validacao realizada para o método foi baseada no guia orientativo do INMETRO para validacdo de
métodos analiticos (DOQ-CGCRE-008) revisto em 2020. Os pardmetros avaliados foram: Limite de Detecgéo

e quantificacdo (LOD/LOQ), linearidade (r2=0.99), imprecisdo inter-dia e intra-dia e inexatiddo, além da
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comparacao dos resultados obtidos através de analise por espectrofotometria UV-Vis e HPLC-DAD. O método
em desenvolvimento e os métodos comparativos foram submetidos a 5 dias subsequentes de testes, onde
foram feitas leituras de todos os pontos da curva de calibracdo escolhidos e triplicata de todos os controles de
gualidade. O Coeficiente de Variacdo (CV) dos pontos da curva de calibracdo ndo poderiam ser iguais ou
superiores a 20%, e os CQs iguais ou superiores a 30%.

Todos os dados obtidos nas analises foram analisados utilizando o software Shimadzu Insight e o

Microsoft Excel (2016).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

O LOD/LOQ foram definidos ambos em 25 pg/mL pois é o menor valor de concentracdo em que 0
PhotoMetrix PRO consegue distinguir de uma amostra branca, devido a fraca coloragdo amarela de
concentracdes inferiores a esta.

A linearidade da curva de calibragéo foi avaliada utilizando pelo menos 5 dos 6 pontos preparados para
a sua calibragdo, caso algum ponto se apresentasse como outlier (CV =20%) o mesmo era excluido da medida
de linearidade do dia, com excec¢édo do primeiro e do ultimo ponto da curva de calibragdo, que ndo poderiam
ser excluidos. Em todas as analises realizadas pelos diferentes métodos durante os 5 dias de validagéo, o
valor de r2 da curva de calibragéo foi superior a 0,99.

Nas tabelas (1, 2 e 3) abaixo, estdo apresentados os valores obtidos para todos os controles de
gualidade durante todos os 5 dias de validagéo e na tabela 4, um resumo geral destes dados, juntamente com

os valores de inexatiddo e imprecisao inter-dia e intra-dia.

DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIAS
CQB1 87,67 73,86 74,00 79,83 72,29 CQB1 75,90 74,37 65,30 68,07 87,40
CQB2 84,33 75,29 77,33 81,50 70,86 CQB2 85,01 94,15 74,23 73,94 87,40
CQB 3 91,00 73,86 75,67 84,83 72,29 CQB3 70,23 58,91 95,21 84,52 84,04
DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIA5
CQM1 147,67 122,43 149,00 161,50 145,14 com1 133,40 139,77 149,88 164,56 167,36
CQM2 152,67 161,00 155,67 166,50 148,00 cQm2 153,44 165,82 159,83 173,13 156,30
CQM3 147,67 159,57 159,00 164,83 145,14 cQom3 142,41 155,76 180,34 155,69 164,74
DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIA5 DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIAS
CQA1 284,33 272,43 282,33 283,17 246,57 CQA1l 303,29 255,03 295,10 296,10 271,27
COA?2 284,33 273,86 275,67 296,50 246,57 CQA2 281,74 293,34 304,15 307,94 284,23
CQA3 291,00 275,29 295,67 293,17 248,00 CQA3 296,20 24599 313,62 275,09 271,27
Tabela 1. Valores dos controles de qualidade na anélise por Tabela 2. Valores dos controles de qualidade na analise pelo
espectrofotometria UV-VIS. PhotoMetrix PRO.
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DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIA5

CQB1 74,04 73,11 74,33 70,55 76,38

CQB 2 75,94 72,45 75,15 71,31 72,34

CQB 3 71,93 75,07 77,33 73,33 68,05

DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIA5

cQM1 144,57 139,59 156,28 145,15 150,06

CQM 2 145,10 142,13 154,65 147,83 148,03

CQM3 142,90 139,90 152,42 143,07 141,35

DIAL DIA2 DIA3 DIA4 DIA5

CQA1 289,56 280,30 291,05 271,84 253,49

COA 2 303,98 273,30 288,32 280,12 269,06

CQA3 301,47 278,87 293,88 274,47 261,68

Tabela 3. Valores dos controles de qualidade na analise por

HPLC-DAD.
. x Imprecisdo Intra- | Imprecisao Inter-
, Média Geral Inexatidao (% . .
Método (%) dia (%) dia (%)

CQB COM CQA [ CQB CQM CQA |CQB COM CQA|[CQB CQM CQA
Espectrofotébmetro | 78,3 152,4 276,6 | 4,4 1,6 0,6 27 6,7 211]118 79 91
PhotoMetrix PRO 78,6 157,5 286,3 | 4,8 5,0 41 | 148 7,1 53 |11,7 9,2 84
HPLC-DAD 73,4 146,2 280,7| -2,1 -25 21 32 18 20|35 51 73

CQB= 75 pg/mL / CQM= 150 pg/mL / CQA= 275 pg/mL

Tabela 4. Resumo geral dos dados obtidos durante a validag&o.

Como mostram as tabelas acima, nenhum CQ apresentou CV superior a 30%. Além disso, os valores
de Inexatiddo, impreciséo intra-dia e inter-dia também foram favoraveis, sendo nenhum superior a 20%.

Andlises estatisticas para verificagdo de diferenca significativa intra-grupo (Teste de Shapiro-Wilk) e
inter-grupo (Teste T-Student) também foram realizados apds a validagdo com todos os valores de CQs obtidos
durante os experimentos. Em ambos os testes, as concentracdes encontradas para os CQs ndo apresentaram

diferenca significativa para os diferentes métodos (p < 0,05).

CONCLUSOES:

O método desenvolvido utilizando o PhotoMetrix PRO foi validado com sucesso e apresentou
resultados de concentracdo semelhantes aos métodos de referéncia utilizados para a analise de paracetamol
em plasma.

Apesar de ser uma técnica simples, rapida e de baixo-custo, o PhotoMetrix PRO apresenta-se como
uma ferramenta promissora para a Toxicologia Analitica e Clinica.

Na proxima etapa, esta metodologia sera utilizada para analise de amostras de pacientes
disponibilizadas pelo Centro de Informagcé@o e Assisténcia Toxicologica de Campinas (CIATox) (CAAE:
38918020.7.0000.5404).
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