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RESUMO

Fatores que alteram os niveis plasmaticos de substancias quimicas e, por conseguinte,
modificam a sua cinética, como por exemplo, a gravidez, podem ter impactos sobre a seguranca
e eficacia de medicamentos. Em estudo recente, realizado por Carmo (2015), no Laboratério de
Toxicologia Ambiental do Departamento de Biologia da Escola Nacional de Salude Publica da
Fundacdo Oswaldo Cruz (ENSP/FIOCRUZ), foi observado que a concentracdo plasmaética do
antimalarico difosfato de primaquina em camundongos fémeas gravidas DBA/2 era menor do
que a concentragdo do farmaco registrada em igual intervalo de tempo pds-adminstracdo em
camundongos fémeas ndo gravidas. Varios estudos sugerem que a diminuicdo da concentracdo
plasmatica de fArmacos na gestante pode se dever a um retardo no esvaziamento gastrico e/ou
um aumento no volume de distribuicdo. AlteracBes do transito no trato gastrintestinal podem
influenciar diretamente a absorcdo de farmacos, resultando em absorcdo mais rapida ou mais
lenta. O farmaco analgésico e antipirético paracetamol € absorvido quase que exclusivamente
no intestino. Assim a velocidade da sua absorc¢ao depende do tempo de esvaziamento gastrico.
Fatores tais como alimentacdo, idade, gravidez e/ou o uso de farmacos que promovem
aceleracdo (metoclopramida) ou o retardo (morfina) da motilidade gastrointestinal, podem
influenciar em sua absorgcdo. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e padronizar uma
metodologia de analise do paracetamol que permitisse investigar o efeito da gravidez sobre o
esvaziamento gastrico sobre a cinética de farmacos administrados em pequenos roedores. O
método empregado para determinar as concentracGes plasmaticas de paracetamol foi a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos e
visualizacdo no ultravioleta (CLAE-DAD-UV), em equipamento Shimadzu Class-VP. Nesse
estudo camundongos DBA/2 e Suicos, e ratos Wistar, foram tratados com 50 mg.kg? de
paracetamol e 10 mg.kg™? de metoclopramida ou sulfato de morfina. O desenvolvimento e
validacdo do método de anélise de paracemol em plasma de camundongos envolveu o uso dos
seguintes pardmetros: coluna cromatografica ACE® 5 C18 (250 mm x 4,6 mm i.d.,5 um); fase
movel composta por agua ultrapura acidificada (pH 3,0) e acetronitrila grau HPLC na proporgéo
80:20, respectivamente; fluxo de 1,0 mL.min?; temperatura do forno 50°C. O método
desenvolvido demonstrou ser seletivo para analise do paracetamol em plasma, bem como linear,
preciso, exato e robusto. Os limites do método para deteccdo e quantificacdo do paracetamol
foram de 30 ng.mL™* e 45 ng.mL?, respectivamente. O teste escolhido para estudo do
esvaziamento gastrico foi adequado para detectar tanto a aceleracdo quanto o retardo da
absorcdo de farmacos. A velocidade de eliminacdo do paracetamol ndo diferiu entre ratos
fémeas gravidas e nao gravidas, sugerindo que a gravidez ndo altera o tempo de esvaziamento
gastrico. Portanto as menores concentracfes plasmaticas de primaquina em fémeas gravidas
ndo se deve a alteracbes do esvaziamento gastrico. Possivelmente outros fatores como
alteracdes do volume de distribuicdo e ou da metabolizacéo (clearance) sdo responsaveis pelas
modificacdes das concentracdes plasmaticas da primaquina durante a gestacao.

Palavras-chave: Gravidez. Esvaziamento géstrico. Paracetamol. Camundongos DBA/2.

Camundongos Suicos. Ratos Wistar. CLAE-DAD.



ABSTRACT

Factors that affect plasma levels of chemicals, and consequently their kinetics, such as
pregnancy, can impact on the safety and efficacy of medicines. In a recent study, conducted by
Carmo (2015) at the laboratory of Environmental Toxicology (Department of Biological
Sciences, National School Public Health, Oswaldo Cruz Foundation -ENSP / FIOCRUZ), it
was shown that plasma concentrations of the anti-malarial drug primaquine diphosphate in
pregnant female DBA/2 mice were lower than levels found in non pregnant female mice.
During pregnancy a delayed gastric emptying and/or an increased volume of distribution may
result in lower drug plasma concentrations. Pregnancy-produced changes in the gastrointestinal
transit may influence drug absorption. Depending on whether gastric emptying is accelerated
or slowed and on the place where drug absorption takes place (stomach or intestines) absorption
can be accelerated or slowed. Paracetamol, an analgesic and antipyretic drug, is absorbed almost
exclusively in the intestines and is used to investigate the effects of treatment on the gastric
emptying rate. Factors such as diet, age, pregnancy or the administration of drugs which
accelerate (metoclopramide) or delay (morphine) gastric emptying influence the absorption of
paracetamol. The aim of this study was to develop and standardize a methodology to investigate
the effect of gastric emptying on the kinetics of drugs administered in small rodents. The
methodology used in the analysis of plasma concentrations of paracetamol was High
Performance Liquid Chromatography coupled to diode-array detector and visualization on
ultraviolet range (HPLC-DAD-UV), using a Shimadzu Class-VP equipment. The animals used
in this study were DBA/ 2 and Swiss mice, as well as Wistar rats treated with 50 mg.kg™! of
paracetamol and/or 10 mg.kg™ metoclopramide or morphine sulfate. The development and
validation of paracemol analysis method in mice plasma was possible with the following
parameters: ACE® 5 RP18 chromatographic column (250mm x 4.6 mm i.d., 5 pum particle
size); mobile phase comprising ultrapure acidified water (pH 3.0) and HPLC grade acetronitrila
(80:20); flow rate 1.0 ml.min!; oven temperature at 50°C. The method proved to be selective
for plasma paracetamol analysis and to be linear, precise, accurate and robust. Detection and
quantification limits of paracetamol were 30 and 45 ng.mL"!, respectively. This assay for effects
of treatments on gastric emptying was suitable to verify the acceleration and delay absorption
of drugs. The pharmacokinetics of paracetamol administered by the oral route did not differ
between pregnant and non-pregnant female rats a result that suggested that pregnancy does not
affect gastric emptying time. Therefore, pregnancy-caused changes in gastric emptying time
can be ruled out as a plausible explanation for the lower concentrations of primaquine in
pregnant females when compared to concentrations recorded in non-pregnant animals. Possibly,
pregnancy-induced alterations of other factors such as volume of distribution and/or drug
metabolism (clearance) may account for this effect on primaquine kinetics noted in previous
studies

Keywords: Pregnancy. Gastric emptying. Paracetamol. DBA/2 mice. Swiss mice. Wistar rats.
HPLC-DAD.
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1 INTRODUCAO

Concentracdo Plasmatica de Firmacos

A concentracao plasmatica de farmacos € objeto de estudo da Farmacocinética, que se
volta para a elucidagdo do movimento do firmaco no organismo apos sua administracdo. A
concentracdo plasmatica ¢ determinada a partir de quatro etapas, definidos pela abreviacao
ADME: (A) absorcao (passagem de um farmaco do seu local de administragdo para a corrente
sanguinea); (D) distribui¢do (do sangue para os tecidos); (M) metabolizagio ou
biotransformagdo (conversdo enzimatica que altera a estrutura quimica de xenobioticos de
modo que a sua excre¢do seja facilitada); (E) eliminacdo (clearance) (PEREIRA, 2007;
DUARTE, 1994; RANG & DALE, 2007).

Alguns modelos cinéticos sao propostos para determinar a concentragao de firmacos no
plasma de acordo com sua distribui¢do e elimina¢ao. Modelos compartimentais ¢ modelos de
base fisiologica sdo os mais explorados (PALLASCH, 1988; LEITAO et al, 2005).

Os modelos compartimentais ilustram, de forma simples, o modo pelo qual os farmacos
sdo distribuidos no corpo humano. S3ao baseados na relagdo entre os diferentes
“compartimentos” do organismo. Segundo esse modelo, os fArmacos sao distribuidos por todo
o corpo rapidamente ¢ de maneira homogénea. Além disso, obedecem em principio a uma
cinética de primeira ordem, isto ¢, a velocidade de elimina¢ao diminui com a redugdo da
quantidade do farmaco no organismo (PALLASCH, 1988; LEITAO et al, 2005;
BASSINGTHWAIGHTE et al 2012). Os modelos compartimentais tornam possivel determinar
a concentracdo do farmaco disponivel em fun¢do do tempo e com isso definir melhores
esquemas posologicos e prever os seus efeitos em diferentes tecidos. Modelos de um, dois ou

trés compartimentos sao descritos BASSINGTHWAIGHTE ef al 2012; NETO, 2012):

(@) O modelo de um compartimento ¢ o mais simples ¢ considera apenas a
concentracao do farmaco em um compartimento central, isto €, no plasma.
Esse modelo sugere que ha um equilibrio rapidamente entre o sangue e todos

os tecidos do organismo (PALLASCH, 1988; LEITAO et al, 2005; NETO,
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2012);

(b) O modelo de dois compartimentos ¢ o mais realista para quase todos os
farmacos. E composto por um compartimento central constituido pelo
sistema circulatério e 6rgdos bastante irrigados, tais como, figado e rins e
outro compartimento “periférico” que recebe menor fluxo sanguineo, como,
por exemplo, tecidos adiposos (PALLASCH, 1988;
BASSINGTHWAIGHTE et al 2012; NETO, 2012). O farmaco passa
primeiramente pelo compartimento central devido o maior fluxo sanguineo
nesse local e posteriormente migra para o compartimento periférico
(PALLASCH, 1988; BASSINGTHWAIGHTE et al 2012);

(c) O modelo de trés compartimentos (ou multicompartimental) é mais preciso,
porém, dificil de ser compreendido. Ele descreve o destino do fArmaco apds
sua administragdo, passando por um compartimento central (plasma), um
compartimento que representa o0rgdos e tecidos altamente irrigados por
sangue € um outro compartimento que representa os 6rgaos e tecidos com

pouca perfusao sanguinea (CASCONE et al, 2013).

Os modelos de base fisioldgica levam em consideracao as estruturais anatémicas reais
e fisiologicas dos Orgdos e as caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes farmacos. Por
exemplo, consideram o fluxo sanguineo (arterial que recebe e venoso que expele) do
compartimento e a massas do 6rgdo que recebe o firmaco (PALLASCH, 1988; LEITAO et al,
2005; BASSINGTHWAIGHTE et al 2012; NETO, 2012).

O efeito de farmacos no local de agcdo desejado (Farmacodindmica) e as reagdes adversas
aos medicamentos sdo definidos por concentragdes plasmaticas de uma janela terapéutica,
sendo algumas vezes necessario ajustar doses para compensar a variabilidade de cada individuo.
Esse ajuste racional dos esquemas posoldgicos se da com o conhecimento da Farmacocinética.
Fatores que alteram a concentragdo plasmatica de algumas substancias e, por conseguinte, sua
cinética, como patologias, gravidez ou idade avangada, podem gerar impactos sobre a seguranga
e eficacia de um medicamento, sobretudo, para aqueles fArmacos cujos efeitos colaterais podem
ocorrer mesmo em doses baixas e proximas as da faixa terapéutica. Portanto, o entendimento

da cinética de farmacos também ¢ fundamental para o sucesso da terapia medicamentosa
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(DUARTE, 1994; STORPIRTIS et al, 2011).

Especial ateng¢do em relagdo a concentracao plasmatica de farmacos deve ser dispensada
durante a gravidez, uma vez que alteracdes anatdmicas e fisiologicas ocorrem em quase todos
os orgaos. Essas mudangas podem impactar de forma significativa na cinética de diversos
grupos de fArmacos usados por mulheres gravidas. O organismo de uma gestante sofre diversas
adaptagdes, tais como, aumento do tecido adiposo e do percentual de dgua corporal, diminui¢@o
de proteinas plasmaticas, aumento do volume sanguineo, do débito cardiaco e do fluxo
sanguineo para os rins e sistema utero-placentério, de forma a sustentar a gestante e o feto em
desenvolvimento, por toda a gravidez. Outras alteracdes fisiologicas nos sistemas
cardiorrespiratdrios, renal, enddcrino, hematoldgico e gastrintestinal sdo comuns, incluindo,
retardo no esvaziamento gastrico e na motilidade gastrintestinal, além de mudangas na atividade
de enzimas hepaticas (CONSTANTINE, 2014; SANGHAVI et al, 2014; CHEUNG et al, 2013;
CHANDRA et al, 2012; ZIELINSKI et al, 2015).

Em um estudo recente, realizado por Carmo (2015), no Laboratério de Toxicologia
Ambiental do Departamento de Biologia da Escola Nacional de Saude Publica da Fundagao
Oswaldo Cruz (ENSP/FIOCRUZ), foi demonstrado em camundongos fémeas gravidas DBA/2
que a concentragdo plasmatica do antimaldrico difosfato de primaquina era menor em
comparacao com camundongos fémeas nao gravidas. Foi demonstrado, também, que a infec¢ao
de gravidas pelo Plasmodium berghei ANKA levou o grupo experimental ao 6bito, mesmo com
tratamento com difosfato de primaquina (CARMO, 2015). Alteragdes na concentracao
plasmatica na gestacdo também foram observados em estudos publicados na literatura com
outros fArmacos antimalaricos. Segundo estudos, a diminui¢do na concentragao plasmatica de
farmacos na gestante pode estar relacionada a um retardo no esvaziamento gastrico e/ou um
aumento no volume de distribuicdo (WILBY & ENSOM, 2011; PAVEK et al, 2009). Os
mecanismos pelos quais a gravidez diminuiu a concentragdo plasmatica de difosfato de
primaquina ndo foram totalmente elucidados pelo trabalho de Carmo (2015). A hipdtese
aventada ¢ que um atraso na absor¢do oral da primaquina tenha sido ocasionado por retardo
no esvaziamento gdastrico, o que levou a menores niveis plasmaticos observados durante a
gestacao de camundongos DBA/2 (CARMO, 2015). Assim, novos estudos sobre o impacto da
gestacdo na concentracdo plasmatica de agentes terapéuticos para o tratamento da malaria

(objeto de estudo do grupo), em especial ao difosfato de primaquina, devem ser efetuados,
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principalmente, focados no esvaziamento gastrico, ja& que drogas antimalaricas sao
administradas por via oral e algumas vezes por longos periodos. A compreensdo desses
mecanismos podera contribuir para a garantia da eficacia e seguranga dos esquemas posologicos

num grupo de individuos bastante sensivel, ou seja, em gravidas.

Esvaziamento gastrico

O esvaziamento gastrico ¢ um processo complexo e depende da individualidade de cada
pessoa quanto suas capacidades absortiva e digestiva. O objetivo do esvaziamento gastrico ¢
permitir a passagem do contetido alimentar do estdmago para o duodeno (HIRATA et al, 2007),
dessa forma, pode desempenhar um papel importante na biodisponibilidade e no perfil
farmacocinético de formulagdes orais.

Alteragdes no transito normal do trato gastrintestinal podem influenciar diretamente a
absor¢ao de farmacos, que poderao ser absorvidos mais rapidamente ou mais lentamente. Sabe-
se, por exemplo, que a administragdo de medicamentos por via oral concomitantes a refeicdes
pode retardar a absorcao de farmacos e, por consequéncia, interferir no sucesso terapéutico.
Dessa forma, ¢ importante determinar em que situagdes, patologicas ou ndo, existe alteragdo no
esvaziamento gastrico (GOINEAU et al, 2015; SHAUGHNESSY et al, 2013).

Sao conhecidas diferentes técnicas para avaliar o esvaziamento gastrico. Em humanos,
a técnica de cintilografia gastrica feita apos ingestdo de uma refeicdo marcada com
radioisotopos ¢ bem estabelecida e considerada “padrao ouro”. Em roedores, técnicas usando o
vermelho de fenol ou polietilenoglicol (PEG) marcados com radioisdtopos sdo descritas, porém,
possuem limitagcdes como produzir dados em apenas um tempo e manipulacao de radioisotopos,
o que requer condicdo laboratorial especial (GOINEAU et al, 2015). Outra técnica mais simples
e empregada para avaliar as alteragdes no transito gastrointestinal € uso de carvao ativo vegetal.
Os efeitos no esvaziamento gastrico sao determinados a partir da comparacao do percurso feito
pela refei¢do com o carvao ativo vegetal com ou sem a administragdo dos firmacos em estudo.
Esta técnica ¢ simples e de facil execu¢do, porém, produz resultados com grande variagao, ja
que o conteudo intestinal deve ser avaliado em diferentes por¢des do intestino
(SHAUGHNESSY et al, 2013). Outra técnica para avaliagdo do esvaziamento gastrico em

diferentes tempos tem como base o monitoramento dos niveis plasmaticos de paracetamol
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(Figura 1) por Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Esse farmaco ¢

usado para avaliacdo do esvaziamento gastrico, pois ¢ absorvido exclusivamente no intestino

(GOINEAU et al, 2015).

Paracetamol

O paracetamol (Figura 1) (MORETTO & MASTELARO, 2013; ANVISA, 2010),
denominacdo comum para o N-(4-hidroxifenil)acetamida (IUPAC), é um farmaco analgeésico,
utilizado em adultos e criangas, amplamente prescrito para o alivio de diversos tipos de dores,
tais como de cabeca, de dente, musculares, dores associadas a artrites, além de colicas
menstruais. Além do efeito analgésico, o paracetamol possui também efeito antipirético,
reduzindo a febre por atuar no centro regulador da temperatura no Sistema Nervoso Central
(SNC) (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH-SYSTEM PHARMACISTS, 2014; ANVISA,
2009). Também denominado como N-acetil-p-aminofenol ou paracetamol, essa substancia faz
parte da composicdo quimica de diversos medicamentos de venda livre, sendo comercializado

puro ou em associacdo a outros ativos em medicamentos (FDA, 2016).

Figura 1 — Férmula estrutural do paracetamol (acetaminofeno)
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Fonte: Farmacopeia Brasileira 5° Ed, 2010

O paracetamol segue modelo farmacocinético bicompartimental e seus efeitos ocorrem
rapidamente, de 15 a 30 minutos apds a administragdo oral, ¢ mantem-se por um periodo de 4
a 6 horas, com tempo de meia-vida de 1,5 a 3 horas. E metabolizado, principalmente, no figado
e engloba as vias de oxidacdao por meio do complexo citocromo P450 e por conjugagdo com
acido glucordnico ou sulfatagdo. A sua excrecdo ¢ feita, em maior parte, sob forma de
conjugados na urina. Apenas uma pequena fragao (3,5%) ¢ eliminada de forma inalterada pelos

rins (TYLENOL DC®, 2016).
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O paracetamol ¢ pouquissimo absorvido no estomago. Sua absor¢do se da,
principalmente, por difusdo passiva no intestino delgado. A determinagdo da quantidade de
paracetamol absorvido ocorre através da taxa de esvaziamento gastrico e, assim, fatores tais
como, alimentacdo, disturbios no trato gastrointestinal, idade, gravidez, fiarmacos que
promovem aceleragdo (metoclopramida) ou retardo (morfina) na motilidade gastrointestinal
influenciam em sua absor¢ao (RAFFA et al, 2014).

O uso do paracetamol em doses terapéuticas ¢ seguro, porém a superdosagem pode
prolongar a meia vida do farmaco e causar danos graves ao figado. A necrose hepéatica ¢ uma
possivel consequéncia do uso abusivo do paracetamol e, se ndo tratada, pode levar a morte

(RAFFA et al, 2014; HAYWARD et al, 2016; PRESCOTT, 1980).

Metoclopramida

A metoclopramida (MORETTO & MASTELARO, 2013) ou cloridrato de (N-
dietilaminoetil)-2-metoxi-4amino-5-cloro-benzamida (Figura 2) é uma droga pré-cinética, ou
seja, capaz de melhorar a motilidade e o transito de contetdo do trato gastrintestinal,
geralmente, ampliando e controlando a contragdo muscular na regido. Além de ser indicada
para o tratamento de nauseas e vOmitos, é também usada para facilitar procedimentos
radioldgicos do trato gastrointestinal (ACOSTA & CAMILERI, 2015; VAN DER MEER et al,
2014). A metoclopramida é metabolizada pelas enzimas do citocromo P450, sendo a CYP2D6
a que possui papel chave nesse processo. A metoclopramida possui mecanismo de acgao dupla,
como antagonista do receptor D2 e agonista de receptor 5-HT4, estimulando receptores
colinérgicos e acelerando o esvaziamento gastrico. A sua excre¢do e feita, principalmente, pela
urina e seu tempo de meia vida é de aproximadamente 3 horas. As formas farmacéuticas para
metoclopramida comerciais puras ou em associacdo com outros farmacos disponiveis também
sdo de venda livre (oral, sublingual, intranasal, subcutanea e intravenosa) (ACOSTA &
CAMILERI, 2015).
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Figura 2 - Formula estrutural da metoclopramida

o
Cl NMNV’J
H
HsN (?

Fonte: Farmacopeia Brasileira 5° Ed, 2010

Morfina

A morfina (MORETTO E MASTELARO, 2013) (Figura 3) é um analgésico potente, da
classe dos opioides, usada no tratamento da dor intensa, seja ela aguda ou crénica. Pode ser
administrada por diferentes vias, tais como, intravenosa (1V), intramuscular (1IM), subcutanea
(SC), retal ou oral; disponivel em formulacGes de liberacdo imediata ou controlada
(ALTAMIMI et al, 2015). Além da acdo analgésica também pode produzir euforia, hipotensao,
depressao respiratdria, reducdo da motilidade gastrica, constipacdo (DEVILLIERS et al, 2013),
nauseas e vomitos (CHEN et al, 2013), miose (MEISSNER et al, 2013) e supressdo da tosse
(DICKINSON et al, 2014). A constipacdo € um efeito inevitavel com o uso de analgésicos
opioides, pois diminuem a pressdo do esfincter esofagico e a atividade de propulsdo relacionada
as contragcdes musculares, retardando o esvaziamento gastrico de liquidos e s6lidos em humanos
(MILNE et al, 1996).

O processo de metabolizagdo da morfina ocorre, principalmente, no figado, onde séo
formados conjugados com o &cido glucurénico. Nessa etapa, a morfina sofre um extenso efeito
de primeira passagem. Cerca de 30 a 90 minutos ap6s a administracdo oral, os niveis
plasmaticos maximos sdo alcancados, porém em baixas concentracdes. Apos administracdo
intramuscular (IM) ou subcutanea (SC), os niveis maximos de morfina encontrados no plasma
sdo obtidos em cerca de 15 a 20 minutos (GLARE & WALSH, 1991). O tempo de meia vida é
de 2 a 3 horas e a maior parte é eliminada pelos rins, sendo que apenas uma pequena fracdo
(cerca de 10%) é eliminada por via biliar (DIMORF®, 2016).
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Figura 3 - Formula estrutural da morfina
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Fonte: Farmacopeia Brasileira 5° Ed, 2010

Primaquina

A primaquina ¢ um farmaco 8-aminoquinolinico usado no tratamento da malaria e
produzido pela primeira vez nos Estados Unidos na década de 40. Em 1952, a Food and Drug
Administration (FDA), aprovou o farmaco para a cura radical da malaria causada pelos
Plasmodium vivax e Plasmodium ovale. Esse farmaco possui também acdo de combate aos
gametdcitos maduros de todos os plasmodios, incluindo as cepas resistentes a multiplas drogas
(P, falciparum). Por ser um pro-farmaco, a eficiéncia da primaquina se da através da formagao
de metabolitos ativos. Em humanos, a enzima CYP2D6 exerce fungdo importante na depuragdo
e metabolizagdo da primaquina (CARMO, 2015).

A primaquina ¢ um forte indutor de meta-hemoglobinemia, portanto pacientes com
deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) sdo mais suceptiveis a anemia
hemolitica e meta-hemoglobinemia (acimulo de meta-hemoglobina no sangue causando
hipéxia nos tecidos). A primaquina pode causar hemolise na mae e no feto, devido sua
capacidade de atravessar a barreira transplacentdria, portanto, seu uso ¢ contraindicado em
mulheres gravidas.

Apo6s administragdo oral, a primaquina ¢ rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal e distribuida pelos tecidos. Sua meia-vida de eliminacdo ¢ aproximadamente 7

horas em humanos. O principal metabdlito formado € a carboxiprimaquina (CARMO, 2015).
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Figura 4 - Formula estrutural da primaquina
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Fonte: Carmo, 2015.

Desenvolvimento e Validacdo de Método Analitico

O desenvolvimento de um método analitico € o primeiro passo quando se deseja realizar
analises qualitativas ou quantitativas. Um método analitico ao ser desenvolvido deve passar
pelo processo de validacdo, antes de sua aplicag@o na rotina laboratorial, de forma a assegurar
que os resultados gerados apresentem confianga, reprodutibilidade, sensibilidade e seletividade
para determinagao da (s) substancia (s). Durante o desenvolvimento do método ¢ importante
definir a aplicacdo, objetivo da validagdo e determinar quais parametros e critérios de aceitagao
serdo utilizados, os quais dependem dos protocolos de validagao que variam em func¢do da
amostra. Por exemplo, existem protocolos que se aplicam as amostras quimicas € 0s que se
aplicam as amostras biologicas. Geralmente, os protocolos que se destinam as amostras
bioldgicas sdo mais rigorosos (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

A validagdo deve garantir, por meio de analises experimentais, que o método apresente
resultados confidveis e atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas. Para isso, deve preencher
requisitos de especificidade, seletividade, linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccao,

limite de quantificagdo e robustez (ANVISA, 2003), definidos a seguir:

Seletividade - A seletividade de um método analitico é a capacidade de identificagdo de um
analito de forma inequivoca, mesmo na presenca de outros componentes na amostra. Deve-se

garantir por analise comparativa com padrdo ou por analises com detectores que demonstrem a
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identidade inequivoca (como espectrometria de massas em modo tandem) que o sinal de
resposta seja unicamente do analito de interesse e ndo de outras substancias da matriz ou
metabdlitos. O método ndo deve identificar o analito quando 0 mesmo estiver ausente na matriz
e deve ser capaz de identifica-lo quando for adicionado. A seletividade € o primeiro parametro
a ser avaliado para desenvolvimento e validacdo de um método analitico (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007).

Linearidade - Um método analitico apresenta linearidade ao ser capaz de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado de concentracdo. Em uma analise, um minimo de 5 (cinco)
concentracdes diferentes sdo recomendadas para determinar a linearidade, sendo que a
concentragdo média do analito deve estar entre 80% e 120% da concentracdo que compde a
curva analitica. O coeficiente de correlacdo linear deve ser igual ou superior a 0,98 e 0s pontos
que formam a curva e suas réplicas devem ter distribuicdo homocedastica. A linearidade deve
ser avaliada em pelo menos 3 dias diferentes quando se deseja validar um método. Assim, sera
obtida uma equacdo de regressdo linear (concentracdo x resposta do detector) com as
respectivas médias e desvio-padrdo do coeficiente angular e linear (a e b, respectivamente). A
curva analitica gerada a partir da linearidade seré utilizada para quantificacdo das amostras
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Precisdo - A precisdo é a observacao de resultados préximos obtidos em uma série de
medidas para uma mesma amostra. Pode ser determinada em concordancia entre resultados
dentro de um curto intervalo de tempo, usando a mesma metodologia, 0 mesmo analista e
mesmo equipamento (repetibilidade/ precisdo intracorrida). A precisdo pode ser, também, de
forma intermediaria (ou precisdo intercorridas), na qual a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratdrio € obtida em dias diferentes, com operadores diferentes e/ou instrumentagédo
diferente. Por fim, a precisdo pode apresentar condi¢cdes de reprodutibilidade (ou precisao
interlaboratorial), onde os resultados séo obtidos para uma mesma amostra usando a mesma
metodologia em laboratorios diferentes, com diferentes analistas e diferentes equipamentos
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

A precisao de um método analitico ¢ expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou
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coeficiente de variacdo (CV%), de acordo com a férmula:

DPR = (DP/CMD) x 100

Onde DP ¢ definido como desvio padrao e CMD como concentragdo média determinada.
Valores acima de 15% ndo sdo aceitos, exceto no limite de quantificacdo, onde se aceita até

20% (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Exatiddo - A exatiddo de um método analitico determina o grau de concordancia entre os
resultados encontrados pelo método em estudo e o valor aceito como referéncia ou verdadeiro.
A exatiddo deve ser determinada, geralmente, empregando-se 3 (trés) concentracOes, baixa,
média e alta e a avaliagdo ¢ realizada de forma “intra-dia” e “inter-dia” (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007). A exatiddo é dada pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentracéo tedrica correspondente e pode ser expressa pela formula:

Exatiddo = (CMDE /CT) x100

Onde, CMDE ¢ igual a concentragdo média determinada experimentalmente ¢ CT ¢ a
concentragao teorica esperada. Valores acima de 15% ndo sdo aceitos, exceto no limite de

quantificacdo, onde se aceita até¢ 20% (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Limite de deteccéo - O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade do analito
presente na amostra que pode ser detectado, porém, ndo quantificado pelo procedimento
analitico. A determinacdo do limite de deteccdo pode ser realizada por ensaios de solucdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes da substancia (diluicdes sucessivas) de interesse até
que o sinal seja 3 vezes maior do que o ruido da linha de base. Uma outra forma de se calcular
o limite de deteccdo € a partir da curva analitica, de acordo com a férmula abaixo, no qual o
desvio-padrdo do intercepto com o eixo do Y € descrito como DPa e IC ¢ a inclinagdo de
calibracdo. S8o necessarias, no minimo, 3 curvas analiticas, englobando as concentracGes do
farmaco préximas ao provavel limite de deteccdo (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).
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LD=Dpax3/IC

Apesar da possibilidade de se avaliar o limite de detec¢do pela formula 3, o método
escolhido para este estudo foi o da diluicdo sucessiva, a partir da solugdo estoque de

paracetamol a 200 pg.mL™! (vide Experimental).

Limite de quantificacdo - O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser determinada quantitativamente com preciséo e exatidao
aceitaveis. Desvios inferiores ou iguais a 20% séo aceitos. A determinacdo do limite de
quantificacdo pode ser realizada por ensaios de solugdes de concentragcbes conhecidas e
decrescentes da substancia (diluicbes sucessivas) de interesse até que o sinal seja 10 vezes maior
do que o ruido da linha de base. O limite de quantificacdo também pode ser obtido pela formula

abaixo, a partir de trés curvas analiticas:

LQ =Dpax 10/IC

Onde o desvio-padrao do intercepto com o eixo do Y € representado por DPa e a inclinagao

da curva de calibragdo por IC (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).
Assim como para o limite de detecgdo, o limite de quantificacdo foi determinado pela

técnica de diluicio sucessiva, a partir da solugio estoque de paracetamol a 200 pg.mL!.

Recuperacdo - A recuperacdo avalia a eficiéncia do processo de extracdo de um método
analitico. E expressa como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito, obtida pela
comparacdo de resultados analiticos de amostras branco fortificadas com solucdes de
concentragdes conhecidas do padrdo de interesse e submetidas ao procedimento de extragéo,
com os resultados analiticos de solucBes padrdo ndo extraidas. Admite-se recuperacdo entre
85% e 115%, desde que seja exata e precisa (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Robustez - A robustez de um método analitico é indicativo de confianga durante o uso
normal do instrumento e das condi¢es de analise. A robustez mede a capacidade do sistema de
andlise de resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos estipulados.

Alguns parametros que podem resultar na variacdo na resposta do método analitico
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desenvolvido em Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e que podem ser
avaliados na determinacdo da robustez incluem variacdo do pH da fase mdvel, temperatura,
diferentes fabricantes de solventes, variacdo na composicao da fase movel, fluxo da fase mdvel,
entre outros (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Determinacdo analitica do paracetamol

Diversos métodos analiticos sdo descritos na literatura para determinacdo de
paracetamol em matrizes bioldgicas ou em amostras de medicamentos, como por exemplo,
técnicas de quimioluminescéncia ou espectrofotometria (SEBBEN et al, 2010; SEQUINEL,
2008, BOSCH et al, 2006). Dentre as técnicas de separacdo, a Cromatografia em Fase Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) é amplamente empregada na analise de paracetamol (CALINESCU
etal, 2012; ATTIMARAD, 2011; ALTUN, 2002; ACHEAMPONG et al, 2015).

Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia ¢ uma das principais técnicas de separagdo e tem sido empregada em
diversas areas, como nas industrias quimica e farmacéutica, em laboratdrios de pesquisa em
saude, toxicologia e em analises ambientais (NOGUEIRA et a/, 2011). Nas ultimas décadas, a
cromatografia em fase liquida (CL) teve avangos importantes, € com a automatizagao da técnica
¢ possivel separar de forma eficiente e com alta resolug@o constituintes de misturas complexas,

tais como fluidos biologicos e produtos naturais (NOGUEIRA et a/, 2011; LANCAS, 2009).

O principio bésico de separagdo por CL ¢ a migragao diferencial de substdncias de uma
mistura através de uma fase movel liquida e uma fase estaciondria solida ou liquida. Essa
migracdo diferencial ¢ possivel devido as diferentes caracteristicas fisico-quimicas das
substancias. No inicio do desenvolvimento da CL todo o sistema de separa¢do era manual, ou
seja, desde a injecdo da amostra no sistema até a eluicdo, portanto, as separacdes eram pouco
eficientes e de dificil reprodugdo. A sofisticagdo do sistema de CL permitiu que o analito de
interesse fosse introduzido automaticamente no sistema e o bombeamento continuo de fase

movel permitiu melhores separacdes e com reprodutibilidade. Diferentes colunas surgiram o
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que permitiu @ CL maior versatilidade para realizar as separagdes. Colunas pequenas (medindo
centimetros), de pequeno didmetro interno e empacotadas com materiais feitos de particulas
pequenas e regulares possibilitaram o desenvolvimento da cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A CLAE ¢ um sistema automatizado e que trabalha com elevada pressao.
Ao fim da coluna cromatografica tem-se acoplado um detector responsavel por gerar um sinal
que ¢ processado por um computador. A representacdo da intensidade desse sinal ao longo do
tempo constitui um cromatograma. A concentracao da amostra pode ser determinada a partir da
integracdo da drea do sinal. As andlises por CLAE sdo voltadas para substincias termicamente
instaveis ou ndo volateis, que ndo podem ser analisadas por equipamentos que trabalham com
a cromatografia em fase gasosa (CG). A utilizacao de colunas pequenas e altamente eficientes,
empacotadas com materiais resistentes a passagem da fase movel (FM) que ¢ impulsionada por
bombas de altas pressdoes e conectadas a detectores especiais, aliados a programas de
computadores, permitem a separagdo e a quantificacdo de substancias presentes em amostras
com concentragdes muito baixas (até picogramas em se considerando um detector de massas),
em um curto periodo de tempo, com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade (NOGUEIRA et

al,2011; LANCAS, 2009; NETO, 2011; CEFET, 2016).

Para avaliar o efeito do esvaziamento gastrico na concentragdo plasmatica do
paracetamol foi necessario desenvolver e validar um método de analise, utilizando um pequeno
volume de amostra, pois os experimentos foram conduzidos em pequenos roedores
(camundongos Suicos ¢ DBA/2; e ratos Wistar). De acordo com as condigdes disponiveis no
laboratorio, o método foi desenvolvido com a técnica CLAE acoplada a detector de ultravioleta
em rede de diodos (DAD-UV). Os procedimentos de extracao do paracetamol do plasma foram
simples, tendo em mente custo baixo e bom rendimento, além de alta seletividade e alta
sensibilidade, em um periodo curto de andlise. A técnica de extracdo do paracetamol por
precipitagao das proteinas do plasma e solubiliza¢ao do fArmaco em acetonitrila com posterior
analise por CLAE-DAD-UV demonstrou possuir todos os requisitos necessarios para sua

validagdo, conforme apresentado e discutido nos Resultados.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Alteragdes na concentragdo plasmatica de um farmaco podem impactar na sua seguranga
e eficdcia, bindmio altamente relevante em Saude Publica. Um farmaco com eficacia, porém
sem seguran¢a pode colocar em risco a saide de quem o usa ou de suas geragdes, COMo no caso
da talidomida, fArmaco utilizado no passado para tratamento de enjoo de mulheres gravidas que
causou malformacao em fetos (efeito teratogénico). Em casos mais recentes, drogas antivirais
disponibilizadas no final da Década de 80 para tratamento de pacientes com Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida, causada pelos retrovirus HIV, foram colocadas no mercado
mesmo sabendo-se que eram neurotoxicas, nefrotdxicas e hepatotdxicas. Portanto, esforgos nao
devem ser medidos para avaliar a seguranca ¢ a eficacia de fArmacos recém-descobertos ou
aqueles que ja estdo no mercado, bem como, avaliar se alteragdes fisiopatologicas podem
produzir alteracdes na farmacocinética desses farmacos.

Em 2015, Carmo (Laboratério de Toxicologia Ambientall ENSP/FIOCRUZ)
demonstrou que camundongos fémeas gravidas apresentavam uma menor concentraciao
plasmatica do antimalarico difosfato de primaquina quando comparadas com camundongos
fémeas ndo gravidas. O retardo no esvaziamento gastrico pode atrasar a absor¢ao da primaquina
e com isso, reduzir os niveis do farmaco no plasma de gravidas. Esta hipdtese nao pdde ser
esclarecida. Assim, a validacdo de um método analitico para estudo de alteragdes na
concentracao plasmatica de farmacos em fungdo do esvaziamento gastrico ¢ extremamente
relevante para responder esta questao e norteara futuros trabalhos cientificos do Laboratdrio de
Toxicologia Ambiental. A escolha do paracetamol como farmaco de estudo foi devido a sua
absor¢do ocorrer quase que exclusivamente no intestino e, com isso, alteragdes na taxa de
esvaziamento gastrico, podem impactar na sua absor¢do. A técnica de CLAE-DAD-UV foi
adotada devido o laboratdrio dispor de um equipamento novo € com excelentes especificacdes
que permitem a separacao e quantificacao eficiente e rapida do paracetamol e a identificacao
da metoclopramida e morfina (agentes modificadores do transito intestinal). O desenvolvimento
e validacao de um método analitico para estudo do esvaziamento gastrico permite uma melhor
compreensao do efeito da gestacdo na concentracdo plasmatica de agentes terapéuticos
antimalaricos (objeto de estudo do grupo) e podera ser usado em estudos futuros com farmacos

de origem natural ou sintético.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver e padronizar uma metodologia para investigar o efeito do esvaziamento

gastrico sobre a cinética de fArmacos administrados em camundongos e ratos.

Objetivos Especificos

1. Desenvolver e validar um método para quantificacdo do paracetamol em plasma de

camundongos e ratos por CLAE-DAD-UYV;

2. Avaliar o efeito do esvaziamento gastrico sobre a farmacocinética do paracetamol em

camundongos DBA/2 e camundongos Suigos;

3. Avaliar o efeito do esvaziamento gastrico durante a gravidez sobre a farmacocinética do

paracetamol em ratos Wistar;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

AN

Acetonitrila gradient grade para cromatografia liquida (Lichrosolv®);
Acetonitrila grau espectroscopico HPLC/SPECTRO (Tedia®);

Acido acético glacial P.A. (Vetec®);

Agua ultrapura do tipo 1 (Millig-Millipore®);

Heparina s6dica 5.0000 U.I / mL, Hipolabor®;

Sulfato de zinco heptahidratado (Merck®);

4.2 Materiais

N N N N U U NN

Agulha de gavagem para camundongo em ac¢o inox curvo e com esfera;
Agulha hipodérmica 0,45 x 13 mm;

Agulha hipodérmica 0,70 x 25 mm;

Lamina para microscépio fosca lapidada (Precision®);

Membrana para filtragdo em PTFA 0,45 um (Millipore®);

Seringa de insulina 100 U, 1 mL;

Seringa de tuberculina 1 mL;

Coluna cromatografica ACES C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (ACE®).

4.3 Equipamentos

NS N N N NN

<

Agitador de tubos do tipo vortex, modelo AP56 (Phoenix®);

Balanga analitica modelo AA-200 (Denver®);

Balanga serie extend modelo ED822 (Sartorius®);

Bomba de vacuo (Millipore®);

Centrifuga modelo 5418 (Eppendorf®);

Cromatografo de fase liquida acoplado ao detector de Ultravioleta com Rede de Diodos
- CLAE-DAD Nexera XR (Shimadzu®);

Lavadora ultrassonica modelo USC 1400 (Unique®);

Potencidometro modelo Basic (Denver®).
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4.4 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos Suicos € DBA/2, machos e
fémeas e ratos Wistar, fémeas, com idades entre oito e treze semanas, obtidos do Centro de
Criagdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundagao Oswaldo Cruz. Os animais foram
mantidos em gaiolas (n = 5), em condigdes padrdo de temperatura (22 + 2°C), umidade
(aproximadamente 70%) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso ad libitum a 4dgua filtrada
e ragao (Nuvital®, Nuvilab, Curitiba, PR, Brasil). O protocolo experimental foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ com o nimero de
aprovacao P-84/ 10-7.

4.5 Avaliacéo das alteractes da farmacocinética do paracetamol durante a gravidez

Para obtencgao das fémeas gravidas, os ratos fémeas (n = 2) com idade entre 8 a 10 semanas
foram alojados na mesma gaiola com ratos machos (n = 1), por um periodo de até 3 h. Apos
este periodo, as fémeas foram examinadas para confirmacao da copula pela presenca de “plug”
ou massa de espermatozoides retida no canal vaginal e visualizacdo do lavado vaginal sob
microscopio para verificagdo da presenca de espermatozoides. As fémeas gravidas foram
separadas e a gestagdo acompanhada nos dias subsequentes. O dia da copula foi considerado o
dia zero (0) da gestagdo. Para cada fémea gestante foi separada uma fémea controle ndo-gravida.
O procedimento de acasalamento foi repetido diariamente até a obtengao das 6 f€meas gravidas
que foram incluidas neste estudo.

A gestagdo foi acompanhada até o 21° dia, quando a fémea gravida e respectivo controle
foram tratados com a paracetamol. Durante este periodo, foi observado o estado geral dos

animais e o ganho de peso (gravidas e controles).

4.6 Padréo para Desenvolvimento e validacdo do método

O padrao paracetamol ou acetaminofeno (CgHoNO>, PM 151,17, m.p. 167° C, Lote

124k0165 — Sigma-Aldrich ) foi utilizado para o desenvolvimento, validagao do método e para

o tratamento dos animais.
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4.7 Solugdes — Desenvolvimento e validacdo do método

4.7.1 Solucgéo estoque de paracetamol

Uma solugdo estoque em concentracio de 200 pg.mL! de paracetamol foi preparada
em baldo volumétrico de 50 mL com 4gua ultrapura milliQ (Milipore®). A solu¢do foi agitada
em banho de ultrassom por 5 minutos e mantida sob refrigeracdo (+ 4°C) e ao abrigo da luz. As
solu¢des de trabalho utilizadas para o desenvolvimento e validagdo do método analitico de
quantificagcdo foram obtidas a partir de dilui¢des seriadas da solugdo estoque, preparadas no dia

das andlises. A solu¢@o estoque manteve-se estavel por um periodo de 60 dias.

4.7.2 Solugdes de tratamento dos animais

As solugdes usadas para tratar os animais foram preparadas em agua ultrapura milliQ
(Milipore®), a partir do padrdo paracetamol (Sigma-Aldrich) e de ampolas comerciais de
sulfato de morfina (Granado) e de metoclopramida (Sanofir-Aventis). As doses usadas no
tratamento de camundongos e ratos foram 50 mg.kg™! de paracetamol e 10 mg.kg™! de sulfato
de morfina e de metoclopramida. As solugdes foram preparadas nos dias dos tratamentos e

mantidas sob refrigeracdo (£ 4°C) e ao abrigo da luz até serem utilizadas.

4.8 Amostras para quantificacdo dos farmacos

As amostras de plasma foram obtidas a partir de amostras de sangue heparinizado de
ratos e camundongos que foram centrifugadas a 12.000 rcf por 15 minutos. O plasma foi
recolhido imediatamente apds centrifugacdo, em seguida mantido em congelador (-20°C) até

ser submetido a analise no prazo méximo de 7 dias.

4.9 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

O desenvolvimento e validacao do método analitico foram realizadas em cromatdgrafo
em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) Nexera XR (Shimadzu®), equipado com controlador
CBM20A, desgaseificador DGU20A, bomba binaria LC20AD, forno CTO20A, injetor
automatico SILA20A, sistema de deteccao por DAD-UV-VIS SPDM20A (Figura 5). A area do
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sinal foi integrada automaticamente pelo programa Schimadzu LabSolutions.

Figura 5 - Equipamento CLAE-DAD-UV Nexera Shimadzu

Fonte: A autora, 2016.

A primeira etapa do desenvolvimento do método analitico foi determinar a fase movel
e a fase estaciondria, de acordo com procedimentos de desenvolvimento analitico para CLAE
e de acordo com a disponibilidade de materiais do laboratorio (SNYDER et al, 1997). Em
seguida foram avaliados os espectros de UV do padrio paracetamol, assim como, pardmetros
analiticos de desempenho, incluindo tempo de retencao (tR), simetria do sinal e fator de
retencdo ou capacidade (o). Uma vez que o método foi desenvolvido para andlise do
paracetamol (PAR), as substancias de tratamento sulfato de morfina (MOR) e metoclopramida
(MET) foram analisadas nas mesmas condi¢des. Feito isso, deu-se sequéncia aos testes de
extracdo do paracetamol do plasma e, s6 entdo, a validagdo do método conforme 4.9.1 ¢ 4.9.2

(Esquema 1).
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Esquema 1 - Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para analise de paracetamol
(PAR) no plasma. Desenvolvimento de metodologia analitica para analise de sulfato de morfina

(MOR) e metoclopramida no plasma (MET)

7\ 5 \\ e HSO, e 5HO

MOR

: 4 Método
CLAE-DAD-UV Método \/

e — —_— Desenvolvido
PAR Padrdo Desenvolvido
CLAE-DAD-UV

PAR, MOR, MET
PAR

MET 1Extracéo PAR

H
N\n/ o - Plasma
HOO (0] Gl . ,.",;“\“/.J‘\_ N A N S Método
PAR

| J H Desenvolvido
HN" g E Validado PAR

PAR = paracetamol
MOR = sulfato de morfina
MET = metoclopramida

Fonte: A autora, 2016.

Os parametros analiticos para analise de paracetamol no plasma estdo apresentados na

Se¢ao Resultados e Discussao.

4.9.1 Desenvolvimento de metodologia de extragdo do paracetamol em plasma

Plasmas de camundongos Sui¢os e DBA/2, além de plasma de ratos Wistar foram usados
para testes de extracdo e recuperagdo do paracetamol. O método escolhido para realizar a
extracdo do farmaco do plasma foi o de precipitacdo de proteinas, seguido de recuperagao do
extrato de plasma e andlise direta por CLAE-DAD-UV (CARMO, 2015). Diferentes
quantidades de plasma (50, 100, 150 pL), de solu¢do padrao de paracetamol (1,54, 6,23 e 50
ug.mL™1) e reagentes precipitantes de proteinas (Solugdo aquosa de Sulfato de Zinco a 25% p/v
e acetonitrila grau espectroscopico) foram testados. A metodologia selecionada como adequada

permitiu recuperar o farmaco do plasma de camundongos e de rato com percentual maior do
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que 80% e sera apresentada na secdo Resultados e Discussao.

4.9.2 Validacao da metodologia

A validacdo do método de anélise do paracetamol em plasma por CLAE-DAD-UV foi
realizada de acordo com o Guia para validacdo de meétodos analiticos e bioanaliticos da
Resolucdo RE n° 899/2003 do Ministério da Satde/ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e de acordo com normas nacionais e internacionais para validacdo analitica
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2007; ICH-Q2A,1995; ICH-Q2B, 1995). Os parametros de
desempenho analitico avaliados foram seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de

deteccéao, limite de quantificacéo, recuperacgéo, robustez, discutidos a seguir:

Seletividade
A seletividade do método desenvolvido foi avaliada a partir da analise de extrato de
plasma obtido de camundongos Suico, DBA/2 e rato Wistar que ndo receberam paracetamol e

da andlise deste extrato fortificado com paracetamol na concentragio de 0,89 pg.mL™".

Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da analise da curva analitica obtida para
o paracetamol em plasma na faixa de concentragio de 0,10 a 28,57 pg.mL"!. Foram analisados
11 niveis de concentragdo neste intervalo, sdo eles: 0,10; 0,15; 0,22; 0,45; 0,89; 1,78; 3,57;
7,14;10,71; 14,28 ¢ 28,57 ug.mL"!. As concentragdes foram analisadas em réplicas de seis, em
trés dias diferentes. As equacdes lineares foram obtidas por calculo da regressao linear pelo
método dos minimos quadrados. A curva-resposta utilizada para a quantificagdo do paracetamol
foi obtida através do calculo da média e o desvio-padrao do coeficiente angular e da interse¢ao

com o eixo y das trés curvas analiticas obtidas.

Precisdo

Para avaliar a precisdo foram considerados 02 niveis de concentra¢do do paracetamol,
um médio e um alto (0,714 e 7,140 pg.mL™"). As duas concentragdes foram analisadas em
réplicas de 6 na parte da manha e na parte da tarde no mesmo dia (precisdo intradia) e em trés
dias diferentes (precisdo interdia). Os valores médios de area foram comparados dentro do

mesmo dia (precisdo intradia) e em dias diferentes (precisdo interdia).
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Exatiddo - A exatidio do método foi avaliada em relacdo a concentracdo tedrica e a
concentracao experimental, ou seja, concentracio obtida pela curva analitica, de acordo com a

formula:

Exatiddo = (CMDE /CT) x100

Onde CMDE ¢ a concentracdo média determinada experimentalmente e CT ¢ a
concentracdo tedrica. Nao foram aceitos valores superiores a 15%, exceto no limite de
quantificagdo quando um valor de até 20 % pode ser aceito (ANVISA, 2003). A avaliacao foi

feita nos mesmos intervalos de concentracdo da curva analitica.

Limite de Detec¢do (LD)
O limite de detecgdo do método foi obtido por avaliagdo da relacdo sinal/ ruido de
concentracdes conhecidas e obtidas por diluicdo sucessiva, a partir da solucdo estoque de

paracetamol a 200 ug.mL™".

Limite de Quantificagdo (LQ)
O limite de quantificagdo do método foi obtido por avaliagdo da relagdo sinal/ ruido de
concentracdes conhecidas e obtidas por diluicdo sucessiva, a partir da solugdo estoque de

paracetamol a 200 ug.mL".

Recuperagdo

A recuperacao do procedimento de extracdo foi avaliada nos niveis de concentragao
baixo, médio e alto da curva analitica (0,22, 0,89 e 7,14 pg.mL™). Foram analisadas amostras
padrao de extrato de plasma (branco) de camundongos e ratos, fortificadas com paracetamol e
amostras padrdo de plasma fortificadas com paracetamol e posteriormente submetidas a
extragao. O calculo da recuperagdo foi realizado em fungao da area do padrao extraido e nao

extraido (100 %).

Robustez
A avaliacdo da robustez do método foi feita com base na avaliagao da influéncia de 5

parametros analiticos (Tabela 1) e suas respectivas variagdes. A influéncia de cada parametro
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sobre a determinagao do paracetamol em amostra padrao de plasma fortificado foi realizada nas

concentragdes baixa e alta da curva analitica (0,22 ¢ 7,14 pg.mL™).

Tabela 1 - Pardmetros analiticos e variacGes para a avaliacdo da robustez do método

cromatografico de quantificacdo do paracetamol em plasma

Parametros analiticos Condi¢ao nominal Variacao
Fluxo da fase movel ,0mLmin'-A 1,1 mL.min'-a
Temperatura do forno 50°C-B 45°C-b
r(lil(()’)r\l:;?ntragao de acetonitrila na fase 20% - C 21% -
pH da fase aquosa 3,0-D 3,2-d
Comprimento de onda no UV 246 nm - E 250 nm - e

Fonte: A autora, 2016.

4.10 Estudos farmacocinéticos

O estudo da cinética do paracetamol, no sentido de se estabelecer um protocolo de
avaliacdo de esvaziamento gastrico, foi realizado pela quantificacdo do farmaco no plasma.
Previamente ao tratamento, os animais foram pesados e o volume administrado foi corrigido
pelo peso do animal (10 uL e 5 pL de solugdo para cada grama de camundongo e rato,
respectivamente). A curva cinética do controle positivo foi obtida ap6és administragdo por via
oral de solucdo a 50 mg.kg! de paracetamol para camundongos e ratos (tratamento ). Para
avaliacdo da influéncia de acelerador e de retardador do esvaziamento gastrico na curva
cinética, o paracetamol foi administrado pela mesma via e na mesma concentra¢do 15 minutos
ap6s os animais receberem metoclopramida (10 mg.kg™, s.c., tratamento 2) ou sulfato de
morfina (10 mg.kg!, s.c., tratamento 3). Os tratamentos 1, 2 e 3 foram realizados com
camundongos Suicos e DBA/2 em fémeas ndo gravidas. Com o intuito de avaliar o
esvaziamento gastrico versus gravidez, as ratas f€émeas gravidas foram submetidas somente ao
tratamento 1 e as ratas fémeas nao gravidas aos tratamentos 1 e 3 (tabela 2).

Os tempos pods-dose selecionados para a coleta do sangue e construgdo da curva foram
padronizados em 5, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para os tratamentos 1 e 2. Para o tratamento 3

(uma vez que a morfina retarda o esvaziamento gastrico) admitiu-se os tempos 15, 30, 60, 90 e
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120. Para cada tempo da curva, o sangue de 6 camundongos foi coletado. Em relagdo aos ratos,
o sangue de um rato foi coletado em todos os tempos, sendo o grupo composto por 6 ratos
diferentes. Os animais foram anestesiados e o sangue coletado por pungdo cardiaca

(camundongo) ou pela cauda (rato) (tabela 2).

Tabela 2 — Resumo dos tratamentos dos animais

Animal Animais/ Tratamento Tempos (min) coleta
tempo sangue

Camundongo DBA2 6 1 5,15, 30, 60, 90, 120
Camundongo Sui¢o 6 1 5,15, 30, 60, 90, 120
Camundongo DBA2 6 2 5, 15, 30, 60, 90,120
Camundongo Sui¢o 6 2 5, 15, 30, 60, 90,120
Camundongo DBA2 6 3 15, 30, 60, 90, 120
Camundongo Sui¢o 6 3 15, 30, 60, 90, 120
Rato fémea Wistar 1* 1 15, 30, 60, 90,120
Rato fémea Wistar 1* 3 15, 30, 60, 90,120
Rato fémea Wistar gravida 1* 1 15, 30, 60, 90,120

Nota: Tratamento 1 = paracetamol v.o., 50 mg kg™!'; Tratamento 2 = paracetamol, v.o., 50 mg.kg™!, 15 minutos apos
metocropramida s.c., 10 mg kg™'; Tratamento 3 = paracetamol v.o0., 50 mg.kg™!, 15 minutos ap6s sulfato de morfina,
s.c., 10 mg kg!. * tratamento em 6 animais, com coleta de sangue da cauda nos cinco tempos.

Fonte: A autora, 2016.

4.11 Analise estatistica

O teste de Bonferroni com multiplas comparagdes foi utilizado para verificar se os
valores das médias em fung¢do do tempo eram significativos entre si. Os dados foram analisados
por testes paramétricos ANOVA a um critério (p < 0,05). A comparagao das médias da robustez
foi feita com o teste estatistico de kruskal-wallis. Os valores representam Médias = Desvio
Padrao (M+DP) para validacao analitica ¢ Médias = Erro Padrao (M+EP) para os tratamentos.
O programa usado para construir os graficos e fazer as andlises estatisticas foi o GRAPHPAD

PRISM6®.
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5 RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento do método de analise

5.1.1 CondigBes de andlise do paracetamol

Os parametros analiticos para quantificacdo do paracetamol por CLAE-DAD-UV foram
determinados a partir de solucdo do padrdo em agua (28,57 pg.mL™?) e ensaios variando

condicdes de fases moveis, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des testadas para andlise do paracetamol

Condigao Fase Movel (v/v)

Acetronitrila ( 50% )

1 Agua ultrapura acidificada’( 50% )
. Acetronitrila ( 25% )

2 Agua ultrapura acidificada ( 75% )
) Acetronitrila ( 20% )

3 Agua ultrapura acidificada ( 80% )

Nota: Todas as analises foram realizadas com coluna cromatogréfica ACE® 5 C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5
um), fluxo de 1,0 mL.min, pH da fase aquosa = 3,0 (acido acético glacial) e temperatura do forno: 50 °C.
Fonte: A autora, 2016.

De todas as condicdes testadas para analise do paracetamol, a condicdo 3 foi a que
apresentou o melhor fator de capacidade ou separacdo (o = 1,9), simetria de sinal (~ 1,0) e
tempo total de analise (6 minutos). O tempo de retencdo (tR) do paracetamol nessa condicdo é
igual a 3,80 (+ 0,20) minutos (Figura 6). Portanto, o melhor parametro estabelecido para analise

de paracetamol em &gua é:

Coluna cromatografica ACE® 5 C18 (250 mm x 4,6 mm i.d.,5 um)
Agua ultrapura acidificada pH 3,0 (80%)

Acetronitrila grau HPLC Tedia (20%)

Fluxo: 1,0 mL.min™.

Temperatura do forno: 50 °C

o gk~ w0 Dh e

Tempo total de analise: 6 minutos
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O comprimento de onda (1) do paracetamol que apresentou maior seletividade e maior
absorcao foi definido em 246 nm. Na figura 7 tem-se o espectro de absor¢do no ultravioleta do
paracetamol obtido por CLAE-DAD-UV.

Figura 6 - Cromatograma do paracetamol em 4gua (28,57 ug.mL™") obtido por CLAE-DAD-

UV na condi¢do 3. Visualizagdo em 246 nm
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Fonte: A autora, 2016.

Figura 7 - Espectro de absorcédo no ultravioleta do paracetamol obtido por CLAE-DAD-UV

na condicdo 3

2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 nm

Fonte: A autora, 2016.

Uma amostra de plasma fortificada com paracetamol foi analisada na melhor condicao
(condicdo 3). A anélise demonstrou que os mesmos parametros de seletividade, fator de
capacidade e simetria de sinal obtidos para o paracetamol em agua também foram obtidos para

0 paracetamol extraido do plasma, o que assegura qualidade do método para analise desse
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farmaco em matriz bioldgica plasma. Além disso, as substancias do extrato do plasma eluem

em até 3,5 minutos, portanto, ndo interferem na janela de deteccdo do paracetamol (figura 8).

Figura 8 - Cromatograma do paracetamol em extrato do plasma (7,14 pg.mL") obtido por

CLAE-DAD-UYV na condi¢do 3. Visualizacdo em 246 nm

Datafile Name:plasma-rato-7,14-R1.Icd
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Fonte: A autora, 2016.

As substancias de tratamento sulfato de morfina e metoclopramida foram analisadas nas
mesmas condi¢des do método desenvolvido para analise do paracetamol. Os tempos médios de
retencdo do sulfato de morfina (Figura 9) e da metoclopramida (Figura 10) nestas condi¢des de
analise foram de 2,60 (+£0,20) e 5,67 (£0,20) minutos, respectivamente. O comprimento de
onda no ultravioleta (A) mais seletivo para analise da metoclopramida, sem sofrer interferéncia
do paracetamol ou outras substancias do plasma foi estabelecido em 310 nm (Figura 11).
Portanto, o método desenvolvido para o paracetamol também apresentou seletividade para o
sulfato de morfina e para a metoclopramida, sendo que essas substancias ndo interferem na

janela de deteccdo do paracetamol, como pode ser visualizado na figura 12.
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Figura 9 — Cromatograma do Sulfato de Morfina em 4gua (14,28 pg.mL™") obtido por CLAE-
DAD-UYV na condigao 3. Visualiza¢ao em 246 nm
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Fonte: A autora, 2016.

Figura 10 - Cromatograma da metoclopramida em extrato de plasma (2,86 ug.mL) obtido
por CLAE-DAD-UV na condicao 3. Visualizagdo em 246 nm. Destaque para o sinal da

metoclopramida em 5,67 minutos

Fonte: A autora, 2016.

Figura 11 - Cromatograma da metoclopramida em plasma (2,86 ug.mL™) obtido por CLAE-
DAD-UV na condi¢do 3. Visualizagdo em 310 nm

T =
r*

o
cl A M |

| H

BT (o'
| \ |
,fl ‘ |
|
| I._J| rll L

| _____.J-"l v I‘“"\_r\.r‘\__ I | b e

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 12 - Sobreprosi¢do de cromatogramas: sulfato de morfina (MOR) em 4gua +
metoclopramida (MET) em extrato de plasma + paracetamol (PAR) em extrato de plasma;

obtidos por CLAE-DAD-UV na condicao 3.
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Nota: Visualizagdo em 246 nm (A). Expansdo do cromatograma de 2,0 a 6,0 minutos (B)

Fonte: A autora, 2016.

5.1.2 Método de extracdo

A metodologia de extragao foi desenvolvida utilizando-se a técnica de precipitagdo de
proteinas. O método padronizado foi baseado na metodologia empregada por Carmo (2015),
com modifica¢des. Em todos os testes de validagao do método analitico € também nas analises
das amostras de interesse foram empregadas essa metodologia. A seguir, uma breve descri¢cao
do método de extracao desenvolvido e um esquema de representacao do mesmo (esquema 2):

Uma aliquota de 50 pL de plasma foi transferida para um tubo do tipo eppendorf® e
12,5 pL de agua ultrapura milliQ (Milipore®) foram adicionados. O tubo foi agitado
cuidadosamente em vortex baixo por 10 segundos. Em seguida foram adicionados 20 pL de
acetonitrila (grau HPLC, Tedia) acidificada com 2% de acido acético. Apds uma segunda
agitagdo em vortex por 10 segundos, foram adicionados 5 pL de uma solugdo aquosa de sulfato
de zinco (ZnSO4) a 25% (p/v) e o tubo foi levado mais uma vez ao vortex para uma agitacao
leve. A suspensdo foi deixada em repouso por 30 minutos para inicio da precipitagdo das

proteinas. Apds esse tempo, o tubo foi levado a centrifugacio por 15 minutos a 12000 rcf. Em
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seguida, o tubo foi deixado em repouso por mais 20 minutos e foi realizada uma nova
centrifugacdo por 15 minutos a 12000 rcf. O sobrenadante foi transferido para tubos “vails” e,
entdo, foram analisados por CLAE-DAD-UV. O tempo total para extracao foi estimado em

cerca de 65 minutos.

Esquema 2 - Procedimento desenvolvido para extracdo do paracetamol em matriz bioldgica
plasma

Plasma (50 uL)

+

Agua miliq (12,5 uL) (20 L) (5uL)

<’ g M

v v v

ACN - 2% de dcido acético ZnS04 25%

AGITACAO LEVE

|

Repouso

(30 minutos)

l,u

80
> Repouso

4— (20 mnutos)
90

Legenda:

ACN: acetonitrila
ZnS0.: sulfato de zinco

Fonte: Adaptado de Carmo, 2015.
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5.2 Validacao do Método Analitico - Paracetamol

5.2.1 Seletividade

As analises de amostras branco (agua), extrato de plasma sem o farmaco e extrato de
plasma fortificado com padrao paracetamol permitiu demonstrar a seletividade do método, com
leitura no comprimento de maior absor¢ao do farmaco (246 nm). Na figura 13.A tem-se o
cromatograma da dgua com auséncia de interferentes na amostra, isto ¢, amostra branco-agua.
Os sinais obtidos a partir do extrato de plasma podem ser visualizados no cromatograma 13.B
e por ultimo, é possivel observar um sinal no tempo de retencao de 3,81 minutos, referente ao
padrao de paracetamol em extrato de plasma (Figura 13.C). A seletividade do método ¢ melhor
demonstrada na sobreposicao dos cromatogramas das amostras branco (agua), branco extrato
do plasma sem o farmaco e extrato do plasma fortificado com paracetamol. A sobreposi¢ao dos
trés cromatogramas permite observar a total auséncia de interferentes do plasma ou da 4gua na

janela de detec¢do do paracetamol, neste caso em tR igual a 3,81 minutos (Figura 14).

5.2.2 Linearidade

As curvas de calibragdo do paracetamol em plasma foram obtidas no intervalo de
concentragio de 0,10 a 28,57 pg.mL"'. Os resultados obtidos das trés curvas de calibracio estio
ilustrados na figura 15. As curvas de calibracdo apresentaram correlagdo linear positiva, com r
=0,9996. A formula abaixo foi obtida por regressao linear e utilizada para a quantificacao do
paracetamol, tendo sido calculada pela média e desvio padrao dos coeficientes lineares e

angulares das trés equagdes, obtidas nos trés diferentes dias:

ABS = (96383 £ 365) x Concentragdo — (6678 £ 555)
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD-UV para determinar a seletividade do

método: A. Amostra branco - 4gua; B. Amostra branco - extrato do plasma; C. Amostra de

extrato de plasma fortificado com paracetamol (28,57 ug.mL").

Fonte: A autora, 2016.



50

Figura 14 - Sobreposicao dos sinais obtidos por CLAE-DAD-UV em amostra branco — dgua

(rosa), branco extrato do plasma (marrom) e extrato de plasma fortificado com paracetamol -
azul (28,57 pg.mL™)
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Fonte: A autora, 2016.
Figura 15 - Curvas de calibragdo obtidas para quantificacdo do paracetamol, no intervalo de
concentragio de 0,10 a 28,57 ug.mL! e em trés dias diferentes
3000000
“‘1\-'
2500000 :
2000000

1500000

1000000 & ]

e R
500000

0 5 10 15 25 30

Linear (Dia 1)

Linear [Dia 2)

Fonte: A autora, 2016.
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5.2.3 Precisdo

Os resultados obtidos na avaliagcdo da precisdo do método estdo demonstrados na tabela
4. Foram avaliadas duas concentracdes, uma média e uma alta (0,714 e 7,14 pg.mL™), em
réplicas de 6 na parte da manha e na parte da tarde no mesmo dia (precis@o intradia) e em trés
dias diferentes (precisdo interdia). Os desvios observados foram inferiores ao limite de 15 %
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2007). Ainda, ndo houve variagdo entre média intradia quando

comparada com a média interdia. Portanto, o método desenvolvido ¢ preciso.

Tabela 4 - Avaliagao da precisao do método de anélise do paracetamol

Intradia Interdia
Concentragdo pg.mL*? M DP CV% M DP CVv
%
7,14 519760,8 512,8 0,1 519398,2 30483 0,6
0,71 46250,8  208,4 04 463982 2393 05

M: Média; DP: Desvio-padrao; CV: Desvio Padrdo relativo ou coeficiente de variagao.
Fonte: A autora, 2016.

5.2.4 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada em dez niveis de concentragdo, compreendendo
baixo, médio e alto (0,10; 0,15; 0,22; 0,45; 0,89; 1,78; 3,57; 7,14; 10,71 e 14,28 pg.mL'). Os
resultados demonstram que a menor variacdo foi de 100,87% para 0,45 pg.mL! e as maiores
foram de 85,51% e 114,83 % para 0,15 pg.mL"' e 0,22 pg.mL™!, respectivamente. As varia¢des
estdo, portanto, dentro dos limites permitidos (85 — 115%). Dessa forma, o método

desenvolvido pode ser considerado exato (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

5.2.5 Limite de Deteccao

O Limite de detecgio (LD) para o paracetamol encontrado foi de 30 ng.mL™!, obtido por

meio da técnica de dilui¢do sucessiva.
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O Limite de Quantificacdo (LQ) para o paracetamol encontrado foi de 45 ng.mL,

obtido por meio da técnica de diluigdo sucessiva.

Tabela 5 - Avaliacdo da Exatidao do Método de analise do paracetamol

Absorbancia

[ 1 Nominal [ 1 Experimental

Meédia AP Aupg% A%

pg/ml Experimental Hg/mL
14,28 1368658,18 14,02 -0,26 -1,84 98,16
10,71 1079585,22 11,06 0,35 3,29 103,29
7,14 713584,89 7,32 0,18 2,53 102,53
3,57 361024,49 3,72 0,15 4,09 104,09
1,78 175513,17 1,82 0,04 2,20 102,20
0,89 87577,01 0,92 0,03 3,38 103,38
0,45 41978,56 0,45 0,00 0,87 100,87
0,22 22291,13 0,25 0,03 14,83 114,83
0,15 10126,72 0,13 -0,02 -14,49 85,51
0,10 6752,39 0,09 -0,01 -6,23 93,77

[ 1= concentragio.
Fonte: A autora, 2016.

5.2.7 Recuperagao

Arecuperacao do paracetamol foi avaliada em trés niveis de concentragdo (baixa, média

e alta) e em trés tipos de plasma: camundongo DBA/2, camundongo Sui¢o e Rato Wistar. Os

dados estao dispostos, separados por tipo de animal, nas tabelas 6, 7 e 8. Em todos os niveis de

concentracao e para os trés diferentes tipos de plasma a recuperagao foi maior do que 80%,

portanto, dentro das especificagdes legais (ANVISA, 2003).



Tabela 6 - Avaliacdo da recuperagédo do paracetamol em plasma de camundongo DBA/2

Coneentragdo  \tegia dasdreas (ny)  ReCUpErISio OV
0,22 16106,67 104,49 6,42
0,89 56763,67 95,47 4,19
7,14 482221,01 99,31 4,65

Fonte: A autora, 2016.

Tabela 7 - Avaliacdo da recuperacdo do paracetamol em plasma de camundongo Suico

. Média das areas Recuperacio Cv
-1

Concentracao (ug.mL™") (n=3) (%) (%)

0,22 18572,67 93,91 2,81

0,89 85595,67 94,77 4,67

7,14 667099,01 103,52 4,67

Fonte: A autora, 2016.

Tabela 8 - Avaliacao da recuperacédo do paracetamol em plasma de Rato Wistar

Concentraciao Média das areas Recuperacio Cv
pg.mL! (n=3) (%) (%)
0,22 16596,01 87,38 3,02

0,89 5945433 91,25 2,19

7,14 485607,67 90,04 1,99

Fonte: A autora, 2016.
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5.2.8 Robustez

Os efeitos dos parametros testados para avaliar a robustez do método de analise do
paracetamol estdo dispostos na tabela 9. E possivel observar que as variagdes analisadas pouco
influenciaram na média das 4reas de ambas as concentragdes testadas (0,22 € 7,14 ug.mL), o

que indica que o método desenvolvido € robusto (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

Tabela 9 - Parametros testados para avaliar a robustez do método de anélise do paracetamol em
plasma (7,14 € 0,22 pg.mL™)

Parametros Condicgao

0 1 2 3 4 5
Fluxo FM A a A A A A
Temperatura do B B b B B B
Forno
Composicdo de FM C C C c C C
pH fase aquosa D D D D d D
A U.V. E E E E E e

Concentragio da amostra alta: 7,14 pg.mL"!

M 699383 660504 700258 700882 698945 675518
DP 798 4639 709 360 517 548
CV% 0,11 0,71 0,11 0,05 0,07 0,08

Concentragiio da amostra baixa: 0,22 pg.mL!

M 20078 19238 19916 19981 20065 19343
DP 261 116 333 50 213 291
CV% 1,31 0,61 1,67 0,25 1,06 1,51

Condigao 0 = condigdo padrio; condigdes 1 — 5 = variagdes; M = média; DP = desvio-padrdo; CV% = coeficiente
de variag@o percentual.
Fonte: A autora, 2016.



5.3 Esvaziamento Gastrico

5.3.1 Perfil farmacocinético em camundongos DBA/2
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Os perfis de distribuicdo plasmatica do paracetamol puro ou em associagdo com

metoclopramida e morfina em camundongos DBA/2 estao representados nas Figuras 16, 17 e

18.

A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) do grupo tratado com dose unica de 50

mg kg foi 12,52 ug.mL"!, atingida no tempo de 15 minutos. As médias das concentragdes em

funcdo do tempo estdo dispostas na tabela 10. Os resultados demonstram, ainda, uma queda

brusca na concentragao de paracetamol no plasma no tempo de 30 minutos. A partir do tempo

de 60 minutos do tratamento as médias das concentragdes deixam de ser diferentes (p < 0,05)

Figura 16 - Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™) do paracetamol por tempo apds a

administra¢do por via oral de dose unica de 50 mg.kg"! em camundongos DBA/2.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferenca significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 10 - Concentragdes plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a

administracio por via oral de dose tnica de 50 mg.kg™! em camundongos DBA/2

Tempo Concentracdo Média Desvio Padréo
(minutos) (dg.mL™?)

5 9,522 1,54

15 12,52 0,07

30 2,25° 0,78

60 0,73° 0,11

90 0,35° 0,1
120 0,27¢ 0,09

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

Os resultados demonstram Cmax de paracetamol igual a 21,37 pg.mL™! no tempo de 5
minutos para o grupo tratado com a metoclopramida por via subcutanea, 15 minutos antes da
administracao por via oral do paracetamol (Figura 17). A tabela 11 apresenta as concentragdes
em fun¢do do tempo. A concentragdo do farmaco no plasma diminui bruscamente para 3,86
ng.mL! no tempo de 15 minutos. A partir do tempo de 60 minutos as médias das concentragdes

ndo diferem significantemente entre si (p < 0,05).

Figura 17 - Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo apds a
administracdo por via oral de dose de 50 mg.kg!, 15 minutos apos os camundongos DBA/2

receberem 10 mg.kg!' de metoclopramida por via subcutanea.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica nao haver diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 11 - Concentragdes plasmdticas médias do paracetamol (ug.mL™') por tempo, apds a

administragdo por via oral de dose tinica de 50 mgkg™, 15 minutos apés os camundongos

DBA/2 receberem 10 mg.kg™' de metoclopramida por via subcutinea

Tempo (minutos)

Concentracao Média

Desvio Padrao

(ug.mL")
5 21,372 1,75
15 3,86" 1,74
30 3,81° 0,42
60 0,56° 0,11
90 0,25° 0,05
120 0,15° 0,01

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.

A Cpmax do paracetamol no grupo tratado com morfina (via s.c.) foi de 2,62 ug.mL™! no

tempo de 15 minutos (Tabela 12, Figura 18). Observa-se na figura 17 um claro retardo na

absorcao do paracetamol ao longo do tempo, ja que a concentragdo média em 120 minutos ¢é

apenas a metade da concentragdo no tempo de 15 minutos (primeiro tempo avaliado). As

concentracdes médias ndo foram diferentes entre si, exceto para a comparagdo do tempo de 15

e 60 minutos (p > 0,05).

Figura 18 - Médias das concentragdes plasmaticas (ug.mL™') do paracetamol por tempo apos a

administracio por via oral de dose de 50 mg.kg™!, 15 minutos apds os camundongos DBA/2

receberem 10 mg.kg™!' de morfina por via subcutanea.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferencga significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 12 - Concentra¢des plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a
administracdo por via oral de dose Unica de 50 mg.kg™, 15 minutos apds os camundongos

DBA/2 receberem 10 mg.kg™' de morfina por via subcutinea

Tempo Concentracdo Media Desvio Padréo
(minutos) (ng.mL?)
5 - -
15 2,62° 0,56
30 1,862 0,29
60 1,39° 0,33
90 1,29° 0,61
120 1,29 0,19

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

5.3.2 Perfil farmacocinético em camundongos Suigos

O perfil de distribuicdo do paracetamol puro ou em associacdo com metoclopramida ou
morfina, no plasma de camundongos Suicos est4 representado nas figuras 19,20 e 21. No grupo
controle (n = 6), tratado apenas com paracetamol, a Cmax foi encontrada no tempo de 5 minutos
(11,18 ug.mL™), ap6s a administragdo por via oral do farmaco (Figura 19). No tempo de 15
minutos ap6s a administragdo do paracetamol, os niveis plasmaticos reduziram quase pela
metade (6,68 ng.mL'). As concentra¢cdes médias ndo variaram significativamente a partir de
60 minutos (p < 0,05). Todas as médias das concentragdes do tratamento com paracetamol em

fungdo do tempo estdo disponibilizadas na tabela 13.

O perfil de absorcao e eliminacdo do paracetamol para os camundongos Suigos tratados
previamente com metoclopramida por via subcutanea foi similar ao perfil dos camundongos
DBA/2. A Cpx foi determinada em 16,05 ug.mL™! no tempo de 5 minutos. A partir do tempo
de 15 minutos a concentragdo média de paracetamol ja ¢ bem mais baixa e nao diferente
significativamente entre si (p < 0,05) (Figura 21). As médias das concentra¢des no plasma em

funcdo do tempo para esse tratamento estdo demonstradas na tabela 14.
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Figura 19 - Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™) do paracetamol por tempo apds a

administracio por via oral de dose tnica de 50 mg.kg™! em camundongos Suigos.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica nao haver diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

Tabela 13 - Concentra¢des plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™') por tempo, apds a

administra¢io por via oral de dose tnica de 50 mg.kg™! em camundongos Suigos.

Tempo Concentracao Media Desvio Padréo
(minutos) (ng.mL1)

5 11,182 0,89

15 6,68" 1,05

30 3,16¢ 0,87

60 0,48¢ 0,02

90 0,314 0,05
120 0,211 0,04

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.
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Figura 20 - Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo apds a
administragdo por via oral de dose tinica de 50 mgkg™, 15 minutos apés os camundongos

Suicos receberem 10 mg.kg™! de metoclopramida por via subcutinea.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

Tabela 14 - Concentragdes plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a
administra¢io por via oral de dose de 50 mg.kg™, 15 minutos apds os camundongos Suigos

receberem 10 mg.kg™' de metoclopramida por via subcutinea

Tempo Concentracao Media Desvio Padréo
(minutos) (ng.mL™)

5 16,05? 2,58

15 1,49 0,38

30 2,36" 0,82

60 0,58" 0,16

90 0,18° 0,04
120 0,17° 0,01

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

O perfil de absor¢ao e eliminagao do paracetamol para os camundongos Suicos tratados

previamente com morfina por via subcutanea foi diferente do perfil dos camundongos DBA/2
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(Figura 21). No entanto, também houve retardo na absor¢ao do paracetamol, sendo que a Cpax
passou de 15 minutos (apenas paracetamol) para 60 minutos (morfina + paracetamol). As
concentracdes plasmaticas do paracetamol no plasma verificadas apds administragdo da

morfina (Tabela 15) sao mais baixas que o controle (tratamento apenas com paracetamol).

Figura 21 - Médias das concentragdes plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo apds a
administracio por via oral de dose de 50 mg.kg™!, 15 minutos apds os camundongos Suigos

receberem 10 mg.kg™! de morfina por via subcutinea.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferencga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.
Tabela 15 - Concentra¢des plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a
administracdo por via oral de dose Unica de 50 mg.kg™, 15 minutos apds os camundongos

Suicos receberem 10 mg.kg™! de morfina por via subcutinea

Tempo (minutos) Concentracdo Media Desvio Padréo
(ng.mL")
5 - -
15 1,212 0,38
30 1,392 0,38
60 2,93 0,69
90 0,34° 0,1
120 0,23° 0,08

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.
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5.3.3 Perfil farmacocinético em ratos Wistar ndo gravidas e gravidas

O perfil de absor¢ao e eliminagdo do paracetamol puro ou em associagdo com morfina
no plasma de ratos Wistar nao gravidas esta ilustrado nas figuras 22 e 23, respectivamente. A
Cumax foi verificada no tempo de 15 minutos (13,69 pg.mL'). Nota-se uma diminuicio linear da
concentracao em fun¢do do tempo, sendo que as médias diferem entre si significativamente (p
>0,05), exceto quando se compara as concentragdes dos tempos de 15 x 30 minutos (p < 0,05).

As médias das concentragdes do tratamento em funcao do tempo estdo demonstradas na tabela
16.

Figura 22 - Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo apds a

administragdo via oral de dose tnica de 50 mg.kg™! de paracetamol, em ratos Wistar fémeas nio

gravidas.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferencga significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.

Tabela 16 - Concentragdes plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™') por tempo, apds a

administracio por via oral de dose unica de 50 mg.kg™! em ratos Wistar nio gravidas

Tempo Concentracado Media Desvio Padréo
(minutos) (ng.mL?)
15 13,692 1,57
30 11,502 1,74
60 8,27° 1,22
90 4,66° 0,63
120 2,66° 0,39

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.
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O grupo de ratos fémeas nio gravidas, tratado com morfina antes da administragao por
via oral de paracetamol, apresentou um retardo ¢ diminui¢ao da concentragao plasmatica do
farmaco (Figura 23). A Cmax passou de 15 minutos (apenas paracetamol, 13,69 pug.mL™!) para
30 minutos (1,66 pg.mL™"). As médias das concentra¢des plasméticas em func¢do do tempo estio

disponibilizadas na tabela 17.

Figura 23 - Médias das concentragdes plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo, apos a
administra¢io por via oral de dose tnica de 50 mg.kg™!,15 minutos apds os ratos Wistar fémeas

ndo gravidas receberem 10 mg.kg™! de morfina por via subcutinea.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica nao haver diferencga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

Tabela 17 - Concentragdes plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a
administra¢io por via oral de dose tinica de 50 mg.kg™!, 15 minutos ap6s os ratos Wistar fémeas

ndo gravidas receberem 10 mg.kg™! de morfina

Tempo Concentracdo Media Desvio Padrao
(minutos) (ng.mL™Y)
5 - -
15 1,172 0,32
30 1,662 0,55
60 1,192 0,19
90 1,032 0,12
120 0,912 0,23

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenga significativa (p < 0,05).

Fonte: A autora, 2016.
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A administracdo da dose de 50 mg.kg™! de paracetamol por via oral a ratos fémeas
gravidas (n = 6) resultou em curva de concentragdo plasmatica versus tempo (eliminagao)
semelhante a obtida com tratamento de fémeas nao gravidas, o que indica que a gravidez nao
alterou o tempo de esvaziamento gastrico (Figura 24). Tanto em fémeas gravidas quanto nao-
gravidas a Timax foi 15 minutos sendo a Cmax registrada para as fémeas gravidas igual a 13,46
ng.mL™!. Apds atingir a Cmax, @ concentragiio plasmatica de paracetamol manteve-se no tempo
de 30 minutos alta em gravidas (13,22 pg.mL™") e ndo gravidas (11,50 ug.mL™"). A partir de 30
minutos nota-se uma diminui¢do linear da concentracdo plasmatica de paracetamol em fungao
do tempo, tal qual foi observado para o grupo de fémeas ndo gravidas. As médias das
concentragdes plasmaticas do fArmaco em fun¢@o do tempo sdo demonstradas na tabela 18. A
comparacao das médias das concentracdes plasmaticas de paracetamol em ratos fémeas

gravidas e ratos fémeas nao gravidas ¢ ilustrada na figura 25.

Figura 24 - Médias das concentragdes plasmaticas (ug.mL™") do paracetamol por tempo, apos a

administracio por via oral de dose unica de 50 mg.kg™! em ratos Wistar fémeas gravidas.
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Nota: Analise estatistica realizada por meio do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. A mesma letra
indica ndo haver diferencga significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 18 - Concentra¢des plasmaticas médias do paracetamol (pg.mL™) por tempo, apds a

administracdo por via oral de dose unica de 50 mg.kg™! em ratos fémeas gravidas

Tempo Concentracdo Média Desvio Padréo
(minutos) (ng.mL?)
15 13,46° 2,22
30 13,22% 1,73
60 8,76" 1,71
90 5,59°¢ 1,45
120 3,37° 0,71

Nota: A mesma letra indica ndo haver diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: A autora, 2016.

Figura 25 - Comparac¢do das Médias das concentra¢des plasmaticas (ug.mL™!) do paracetamol

por tempo, ap6s a administragdo por via oral de dose unica de 50 mg.kg™! em ratos fémeas

gravidas e ndo gravidas.
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Nota: Nao houve diferenga significativa entre as médias das concentra¢des dos dois tratamentos ao longo do tempo
(p <0,05).
Fonte: A autora, 2016.
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6 DISCUSSAO

A partir do desenvolvimento do método de analise do paracetamol foi possivel
demonstrar a total auséncia de interferentes no intervalo de tempo de retengéo (tR = 3,80 +0,20;
janela cromatografica), confirmando a seletividade do método (Figura 14). Foi demonstrado,
ainda, (Tabela 3) que apenas mudangas na composicdo da fase movel (acetronitrila / dgua
ultrapura acidificada) foram necessarias para a elaboracdo do método. Outros parametros como
fase estacionéria, fluxo, pH da fase aquosa e temperatura do forno foram mantidos constantes:
coluna cromatografica ACE® 5 C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um); fluxo 1,0 mL/min’; pH da
fase aquosa 3,0 (acido acético glacial); temperatura do forno 50 °C. A condicdo testada que
apresentou o melhor fator de capacidade ou separacdo (o= 1,9), simetria de sinal (~1,0) e tempo
total de analise (6 minutos) também foi seletiva para as solugdes de tratamento com

paracetamol, sulfato de morfina e com metoclopramida (Figuras 9, 10 e 11).

Ap0s o desenvolvimento do método analitico, com base nos parametros cromatogréaficos
elencados acima e na seletividade, foi necessario verificar a recuperacdo do metodo de extracao
para, entdo, proceder com a validacdo. A recuperacdo de um método avalia o quanto do analito
é recuperado da matriz. A metodologia de extracdo empregada teve como base a metodologia
desenvolvida e validada por Carmo (2015). O método baseia-se na precipitacdo de proteinas
com posterior recuperacao do analito em fase liquida com caracteristicas similares a fase movel
usada em CLAE-DAD (no caso, mistura de acetonitrila/ dgua acidificada). Diversas condicdes
foram testadas e chegou-se ao melhor resultado como especificado no esquema 2, tendo como
base os resultados de recuperacao, discutidos a seguir. Para determinacdo da recuperacdo do
analito com o método empregado foram avaliados trés niveis de concentracdo do paracetamol
(0,22; 0,89 e 7,14 pg.mL™), nos plasmas de camundongo Suico, DBA/2 e rato Wistar. Os
resultados demonstraram que os menores percentuais de recuperacao estdo no plasma de rato,
variando entre 87,4% e 91,3%. Comparando-se apenas os plasmas de camundongos DBA/2 e
Suicos, a variacdo foi bem pequena entre as concentracdes intermediaria e alta. Na concentracdo
mais baixa avaliada, o plasma de camundongos DBA/2 foi o que apresentou maior percentual
de recuperagdo com 104,5% (Tabelas 6, 7 e 8). O percentual de recuperacdo maior do que
100% é explicado por disturbios de linha base na janela cromatografica do paracetamol.
Durante o processo de validacdo, se o método analitico for exato e preciso, os valores de
recuperacao considerados dentro das normas legais estdo entre 85% e 115% (ANVISA, 2003;

INMETRO, 2007) (admite-se valor de recuperacdo ideal acima de 80% para matrizes
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bioldgicas) (ANVISA, 2003). Portanto, apesar de pequenas variacfes nos trés niveis de
concentracdo testados e nos trés diferentes tipos de plasma, os percentuais de recuperacao
estdo dentro dos limites preconizados pela ANVISA (2003). O método de extracdo do
paracetamol tem como principal vantagem o baixo custo. Como desvantagem tem o tempo total

de extracao que é estimado em 65 minutos.

Uma vez que o método analitico por CLAE-DAD-UV foi desenvolvido e de posse do
método de extracdo para recuperacdo do analito da matriz, seguiu-se a validacdo, de acordo
com os pardmetros analiticos preconizados pela ANVISA e pelo INMETRO: linearidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007; ROCA et al, 2007; BRITO et al, 2003).

A linearidade do método deve ser observada pelos resultados das curvas de calibracéo,
e sdo necessarias analises de no minimo 5 concentracdes diferentes (réplicas de trés para
matrizes ndo bioldgicas e de seis para matrizes bioldgicas), em trés dias (ANVISA, 2003;
INMETRO, 2007). No método elaborado foram utilizados 11 niveis de concentracdo que
variaram entre 0,10 a 28,57 pg.mL™, em réplicas de seis, em trés dias diferentes. As trés curvas
analiticas obtidas apresentaram excelente linearidade entre os pontos, com r = 0,9996 (Figura
15). A dispersao entre os pontos foi homogénea e, portanto, homocedastica. Dessa forma, o
método desenvolvido pode ser considerado linear para as concentragdes que correspondem
entre 80% e 120% dos valores obtidos com os tratamentos dos camundongos Suicos, DBA/2 e
ratos Wistar (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

A precisdo e exatiddo de um método analitico sdo fundamentais para garantir a
confianca de medidas repetidas e feitas ao longo do mesmo dia e ao longo de dias diferentes,
bem como para avaliar como os dados experimentais se relacionam com dados esperados
(tedricos). O método desenvolvido € preciso, pois os resultados do teste de precisdo
demonstraram coeficientes de variacdo inferiores a 15 % para medicGes feitas no mesmo dia e
em dias diferentes, além de ndo haver variacdo entre as médias intracorrida e intercorrida
(Tabela 4). Em relacdo a exatidao, quando se comparou os valores esperados (tedricos) com 0s
observados (experimentais) (Tabela 5), os resultados mostraram que a menor variacgao foi de
100,87% para 0,45 ug.mL™? e a maior foi de 85,51% para 0,15 pg.mL™, estando, portanto,
dentro dos limites preconizados (85 — 115%). Dessa forma, o0 método desenvolvido pode ser
considerado exato e preciso (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).

O método desenvolvido nessa dissertacdo demonstrou Otima sensibilidade,
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apresentando limites experimentais de deteccio e quantificacdo do paracetamol de 30 ng.mL*
e 45 ng.mL, respectivamente. Em se tratando de um detector de ultravioleta, espera-se que a
deteccdo fique na escala do nanograma (107°). Substancias com bom coeficiente de extingdo
molar, ou seja, aguelas com croméforos que absorvem fortemente no ultravioleta, terdo boa
sensibilidade de deteccdo. Sendo assim, o detector empregado demonstra ser eficiente para
deteccdo e quantificacdo do paracetamol no plasma nos experimentos dessa Dissertacéo, ja que
0 menor teor quantificado do analito esta cerca de 2,5 vezes acima do limite de quantificacdo

(DBA/2, tempo 120 minutos, tratamento paracetamol + metoclopramida = 150 ng.mL™).

O método também se mostrou robusto, pois as pequenas variacGes na analise do
paracetamol, tais como aumento da taxa de fluxo de 1,0 para 1,1 mL.min", diminuicdo da
temperatura do forno de 50°C para 45°C, mudancas no percentual de acetonitrila na composicao
de fase mdvel, passando de 20 para 21% de ACN e de 80 para 79% de agua acidificada, pH da
fase aquosa de 3,0 para 3,2 e visualizacdo no comprimento de onda de 250 nm ao invés de 246
nm (Tabela 9), ndo influenciaram significativamente nas médias das areas das duas

concentracdes avaliadas (teste de kruskal-wallis).

Em resumo, o método desenvolvido e validado neste trabalho é adequado para a analise
do paracetamol em matriz biolégica plasma. A técnica estabelecida permitiu, de acordo com as
condicdes do laboratdrio, identificar e quantificar o paracetamol de forma simples e com baixo

custo.

Diversos métodos analiticos estdo disponiveis na literatura para analise do paracetamol,

dentre alguns, destacam-se:

v' A5 °edicdo da Farmacopéia Brasileira (2010) apresenta uma metodologia de dosagem
do paracetamol em comprimidos por CLAE, mas ndo em matriz bioldgica plasma. Ao
realizar uma comparacdo entre o método preconizado pela Farmacopéia Brasileira e 0
método desenvolvido tem-se em comum o uso de uma coluna cromatogréafica de silica
qguimicamente ligada a um grupo octadecilsilano (RP-18) e o uso de um cromatografo
provido de detector ultravioleta. A composicdo da fase movel preconizada pela
Farmacopéia Brasileira (2010) é de uma mistura de 75 % de agua e 25 % metanol com
um fluxo de 1,5 mL.min. O método padronizado nessa Dissertagdo possui uma
composicdo de fase mdvel com maior percentual de dgua (80%), e acetonitrila em
substituicdo do eluente metanol. O fluxo usado de fase movel para validacdo da

metodologia analitica € menor em comparacdo ao da Farmacopéia brasileira (1,0
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mL.min? x 1,5 mL.min = 50% maior), o que permite a reducdo dos custos e

diminuicdo do uso de solventes que sdo danosos ao meio ambiente;

v Clausen e colaboradores (2015) desenvolveram um método de analise do paracetamol
por CLAE-DAD-UV em uma formulagdo contendo outros dois ativos, a orfenadrina e
a cafeina. A composicédo de fase mdvel (acetronitrila:agua, 80:20) e a fase estacionaria
(Coluna C18) séo semelhantes a do método desenvolvido nessa Dissertacdo. Porém, o
pH da fase aquosa (2,5), o fluxo (1,2 mL.min) e o tempo de analises (7 minutos)
diferem, e os valores encontrados para limite de detecgéo e limite de quantificagdo foram
maiores que o0 do método desenvolvido (50 ng.mL™ e 170 ng.mL™, respectivamente)
(CLAUSEN et al, 2015).

v' Estudo conduzido por Rahman & Niaz (2004) estabeleceu a determinacdo de
paracetamol em plasma humano, utilizando como eluente solucdo de 1,8% de
tetrahidrofurano em 0,01 M de tampé&o acetato de sdédio (pH = 4,5), detector de UV com
leitura em 254 nm e fluxo de 1,0 mL.min. O limite de deteccdo encontrado foi bem

maior do que o método desenvolvido (100 pug.mL™).

A rapida absor¢do do paracetamol descrita na literatura (TYLENOL DC®, 2016) foi
demonstrada nas duas linhagens de camundongos e nos ratos Wistar fémeas nao gravidas e
gravidas do tratamento 1 (apenas paracetamol). Os maximos de concentragdo plasmatica foram
alcancados entre 5 e 15 minutos apds a administracdo por via oral em dose unica de 50 mg.kg
! de farmaco. No entanto, houve variagdes na concentragiio plasmatica entre os animais.

Os camundongos DBA/2 apresentaram uma concentracdo plasmatica alta de
paracetamol apos 5 minutos (9,52 pg.mL™), porém, a Cimax s6 foi atingida aos 15 minutos (12,52
ug.mL™1), conforme tabela 10. Em se tratando dos camundongos Suigos, a Cmax foi atingida em
5 minutos (11,18 pg.mL), e em 15 minutos a concentracdo plasmatica diminui a metade (6,68
pug.mL™!) (Tabela 13). Conforme demonstram os resultados para ratos Wistar fémeas ndo
gravidas e gravidas, a Cmax também ¢ atingida em 15 minutos (13,69 pg.mL'e 13,46 ug.mL™,
respectivamente), tal qual para os camundongos DBA/2. Porém, diferente dos camundongos, a
concentracao plasmatica de paracetamol nos ratos Wistar fémeas diminui linearmente ao longo
do tempo (Tabelas 16 e 18).

No tratamento 2 (paracetamol + metoclopramida), como era esperado e ja descrito na
literatura (GOINEAU et al, 2015; SHAUGHNESSY et a/, 2013; PRESCOTT, 1980), a inje¢ao

da metoclopramida previamente a administragao do paracetamol acelerou o tempo das Cmax nos



70

animais avaliados. Esse efeito se deve a metoclopramida possuir agdo antagonista dos
receptores dopaminérgicos e devido ao arranjo organizacional que esse fArmaco provoca nas
atividades gastrica, pilérica e duodenal, aumentando a atividade propulsiva, expulsando com
mais rapidez o conteudo gastrico (SHAUGHNESSY et al, 2013; CESARINI & FERREIRA,
1997). Para os camundongos DBA/2, a Cmax passa do tempo de 15 para 5 minutos (Tabelas 10
e 11). Para os camundongos Suigos, embora a Cmsx tenha sido observada no tempo de 5 minutos
apos o tratamento com paracetamol puro ou em associacdo com metoclopramida, hd um
relevante e significativo (p > 0,05) aumento da concentragdo do paracetamol no tratamento em
associagdo (aumento de 11,18 pug.mL™! para 21,37 pg.mL™'). No tempo de 15 minutos as
concentragdes sofrem significativa diminui¢io (p > 0,05) nos dois tratamentos (6,68 pg.mL"' e
3,86 ug.mL"! - tratamentos 1 e 2, respectivamente) (Tabelas 13 e 14).

Os resultados obtidos demonstram que o modelo escolhido para estudo de esvaziamento
gastrico (paracetamol + metoclopramida) ¢ adequado para verificar aceleracdo na absor¢ao de
farmacos.

Goineau e colaboradores (2015) realizaram um estudo sobre os efeitos da clonidina,
loperamida e metoclopramida em dois modelos de esvaziamento géastrico em ratos (vermelho
de fenol e monitorizagdo da concentragdo de paracetamol por CLAE-UV). Os autores
compararam os conteudos estomacais dos ratos através da quantidade restante de vermelho de
fenol e também compararam com as concentracdes de paracetamol obtidas por CLAE-UV. A
monitorizagdo por CLAE-UV nesse estudo foi obtida a partir de amostras de plasma de ratos
machos e foram avaliadas nos tempos de 15, 30, 60, 120 e 240 minutos. A dose ¢ a via de
administracdo da metoclopramida foram as mesmas usadas nessa dissertacao (10mg.kg"1, via
subcutanea). Como resultado, os autores citaram que a metoclopramida acelerou o
esvaziamento gastrico quando comparado ao grupo controle e aumentou os niveis plasmaticos
de paracetamol (GOINEAU et al, 2015), como esperado.

O tratamento dos animais com o sulfato de morfina mostrou efeito esperado para esse
farmaco que ¢ o retardo do esvaziamento gastrico (MILNE et al, 1996; MITTAL et al, 1986).
Embora as curvas cinéticas obtidas para o tratamento dos camundongos DBA/2 e Suigos e ratos
Wistar tenham perfil ligeiramente diferente, € possivel verificar a diminui¢do das concentragdes
plasmaticas de paracetamol ao longo do tempo para todos os animais que receberam
previamente sulfato de morfina (Figuras 18, 21 e 23). Portanto, o modelo escolhido para avaliar
o retardo no esvaziamento gastrico ¢ valido (paracetamol + morfina).

O ensaio para detectar alteragdes do esvaziamento validado nessa Dissertagdo foi
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aplicado ao estudo dos efeitos da gravidez sobre a absor¢ao de farmacos administrados por via
oral. Assim investigamos se as concentracdes plasmaticas de paracetamol que se seguiram a
administracdo de uma mesma dose por via oral diferiram entre fémeas (ratos) gravidas e nio
gravidas. Os resultados (auséncia de diferengas de concentracdes plasmaticas de paracetamol a
cada intervalo pos-tratamento) sugeriram que a gravidez (a termo) ndo interferiu de forma
evidente com o tempo de esvaziamento gastrico (Figura 24, Tabela 18). A auséncia de efeito da
gravidez sobre o esvaziamento pode ajudar a interpretar os resultados obtidos por estudos
anteriores em relagcdo a alteracdes da cinética da primaquina ao final da gestagdo de ratos e
camundongos. Em estudo com camundongos, Carmo (2015)!° notou que as concentragdes
plasmaticas da primaquina em gravidas sdo inferiores aquelas determinadas em ndo gravidas a
cada intervalo apos a administra¢do oral de uma mesma dose do fairmaco. Estudo realizado com
ratos chegou a resultados semelhantes (CARVALHO, 2016). Sabe-se que as diversas alteracdes
fisiologicas que ocorrem em mulheres gravidas podem influenciar na absor¢do de farmacos
(CONSTANTINE, 2014; SANGHAVI & RUTHERFORD, 2014; CHEUNG & LAFAYETTE,
2013; CHANDRA et al, 2012; ZIELINSKI et al, 2015), destacando-se alteracdes no
esvaziamento gastrico e no volume de distribuicdo. Entretanto como em ratos, a gravidez
ndo alterou de forma discernivel o tempo de esvaziamento géstrico essa possibilidade

explicativa pode ser excluida.
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7 CONCLUSOES

v" O método analitico desenvolvido neste estudo demonstrou ter seletividade adequada
para determinagao dos niveis de paracetamol, metoclopramida e sulfato de morfina no
plasma. Os valores do percentual de recuperagdo do paracetamol no plasma de
camundongos DBA/2 e Suicos e Ratos Wistar estdo dentro dos limites preconizados
pela ANVISA. Além disso, o método desenvolvido e validado apresentou excelente
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. Os limites de deteccdo e de quantificacdo
obtidos demonstraram que o método tem boa sensibilidade, sendo os limites de

detecc¢do e quantificagdo inferiores aos dos métodos publicados na literatura;

v" O ensaio escolhido para estudar o efeito de intervengdes sobre o esvaziamento gastrico
respondeu como esperado ao tratamento com os farmacos metoclopramida e sulfato de
morfina, ou seja, detectou o efeito de substancias que aceleram (metoclopramida) e

retardam (morfina) o esvaziamento gastrico sobre a absor¢do do paracetamol;

v' As concentragdes plasmadticas de paracetamol a cada tempo pds-tratamento e as
cinéticas de eliminacdo (curvas da concentracdo plasmatica de paracetamol versus
tempo) ndo diferiram entre fémeas ndo gravidas e gravidas (GD 21) sugerindo que a
gravidez ndo altera o tempo de esvaziamento géstrico. Assim, o efeito da gravidez sobre
a cinética da primaquina (niveis plasmaticos em gravidas menores do que em nao
gravidas) constatado no estudo com a administracdo de primaquina durante a gestacao
em camundongos'® e ratos® ndo se deve a alteragdes do esvaziamento gastrico.
Possivelmente outros fatores como alteragdes do volume de distribuicdo e ou da
metabolizacdo (clearance) sdo responsaveis pelas modificacdes das concentragdes

plasmaticas da primaquina durante a gestacao.
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