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RESUMO

Introducéo - No Brasil, a dipirona é um dos medicamentos mais usados para o alivio da dor e
da febre, devido ao facil acesso e baixo custo. A dipirona é considerada um pré-farmaco, visto
que logo apo6s a sua ingestdo ela é hidrolisada no trato gastrointestinal e da origem a diferentes
metabolitos ativos, sendo os principais a 4-metil-amino-antipirina (4-MAA), a 4-amino-
antipirina (4-AA), a 4-acetil-amino-antipirina (4-AAA) e a 4-formil-amino-antipirina (4-
FAA). Alem dos efeitos farmacologicos esperados, os metabdlitos da dipirona também
interferem em varios ensaios analiticos de pardmetros bioquimicos séricos in vitro. Para
apoiar o estudo de interferéncia dos metabdlitos da dipirona em exames laboratoriais de nosso
grupo, é necessario um método bioanalitico capaz de medir os metabdlitos no soro e, assim,
estabelecer eventuais associagdes entre a interferéncia in vitro e a concentracdo dos
metabdlitos encontrada in vivo, apos a ingestdo de dipirona. Objetivos - Validar um método
descrito na literatura, com algumas modificacdes, para a identificacdo e quantificacdo dos
metabolitos da dipirona em soro humano por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Meétodos - Amostras de soro adicionadas dos metabolitos foram extraidas com cloroférmio e
hidréxido de sddio. As condig¢des de analise foram: coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um) ODS-
Tosoh (Japdo); fase movel acetato de sédio 50 mM (pH = 6,2): acetonitrila (86:14 v/v) em
modo isocrético; fluxo de 1,25 mL/min; e deteccdo em 257 nm. Os parametros de validacdo
avaliados foram seletividade, linearidade, efeito matriz, precisdo, exatiddo, limites de
deteccdo e de quantificacdo e estabilidade. Resultados - O método escolhido se mostrou
seletivo e com linearidade adequada (r > 0,99) para todos os metabodlitos. Os limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) atenderam as necessidades, de acordo com as
concentracdes encontradas apds a ingestdo de 1 g de dipirona na literatura cientifica, exceto
para o metabolito 4-AA. A matriz soro ndo interferiu na quantificagdo dos metabolitos 4-
AAA e 4 FAA, entretanto, para os metabolitos 4-AA e 4-MAA houve efeito matriz. O método
foi exato para todos os metabdlitos. Todavia, precisdo adequada foi encontrada apenas para 0s
metabolitos 4-AAA e 4-FAA. Para a quantificacdo dos metabolitos 4-AA e 4-MAA no soro,
devera ser usado o método de padrdo interno. As amostras de soro ndo se mostraram estaveis
para analise em dias subsequentes a coleta de sangue, sendo necessaria, assim, a sua imediata
quantificacdo. Conclusdo - O método bioanalitico se mostrou valido para quantificar os
metabolitos da dipirona em soro humano. No entanto, alguns ajustes Sao necessarios para um
melhor desempenho, particularmente em relacdo a impreciséo e estabilidade.

Palavras-chaves: dipirona, metabdlitos, validacdo bioanalitica, CLAE, interferéncia analitica.



ABSTRACT

Introduction - In Brazil, dipyrone is one of the most used drugs for pain and fever, due to its
easy access and low cost. Dipyrone is considered a prodrug, since after its ingestion it is
hydrolyzed in the gastrointestinal tract and gives rise to different plasma active metabolites.
The most important are 4-methyl-amino-antipyrine (4-MAA), 4-amino-antipyrine (4-AA), 4-
acetyl-amino-antipyrine (4-AAA) and 4-formyl-amino-antipyrine (4-FAA). In addition to the
expected pharmacological effects, dipyrone metabolites also interfere in various analytical
assays of in vitro serum biochemical parameters. To support the investigation of the
interference of dipyrone metabolites in laboratory tests performed by our group, a
bioanalytical method capable of measuring metabolites in serum is needed to establish
eventual associations between in vitro interferences and in vivo serum metabolites
concentration after dipyrone intake. Objective - To validate a published method for
identifying and quantifying metabolites in human serum by high performance liquid
chromatography (HPLC). Methods - Serum samples spiked with metabolites were extracted
with chloroform and sodium hydroxide. The analysis conditions were: column C18 (250 x 4.6
mm; 5 um) ODS-Tosoh (Japan); mobile phase 50 mM sodium acetate (pH = 6.2): acetonitrile
(86:14 v/v) in isocratic mode; flow rate of 1.25 mL/min; and detection at 257 nm. The
validation parameters herein evaluated were selectivity, linearity, matrix effect, precision and
accuracy, limits of detection and quantification, and stability. Results - The chosen method
proved to be selective and with adequate linearity (r > 0.99) for all metabolites. Limits of
detection (LD) and quantification (LQ) were coherent to published concentrations found after
ingestion of 1g dipyrone, except for the metabolite 4-AA. The serum matrix did not interfere
in the quantification of 4-AAA and 4-FAA metabolites, however, for 4-AA and 4-MAA
metabolites there was effect of serum matrix. Accuracy was found for all metabolites.
However, only quantification of 4-AAA and 4-FAA metabolites was precise, for the
quantification of 4-AAA and 4-FAA metabolites in serum, the internal standard method must
be used. Serum samples were not stable for analysis in the days following blood collection,
requiring, therefore, immediate measurement of metabolites. Conclusion - The bioanalytical
method was validated to quantify dipyrone metabolites in human serum; however, some
modifications are necessary for a better performance, particularly regarding imprecision and
stability.

Keywords: dipyrone, metabolites, bioanalytical validation, HPLC, analytical interference.
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1. INTRODUCAO

A dipirona é um dos medicamentos amplamente usados para o tratamento da dor e da
febre (JASIECKA:; MASLANKA; JAROSZEWSKI, 2014; GUIMARAES et al., 2021). No
Brasil, isso ocorre tanto na forma de prescri¢bes por profissionais clinicos/de satde, como
também - e, talvez, principalmente - por meio da automedicacao.

A automedicacdo é o uso de medicamentos sem prescricdo realizada por um
profissional capacitado no inicio ou no decorrer do tratamento (BVS, 2012). Essa pratica vem
crescendo com o passar dos anos e tornou-se comum na sociedade, devido principalmente as
propagandas de medicamentos isentos de prescricdo e a facilidade de acesso aos mesmos
(SILVA et al., 2013; SILVA, SANTOS, MARQUES, 2020).

O Instituto de Ciéncia Tecnologia e Qualidade (ICTQ) realizou uma pesquisa sobre
automedicagdo no Brasil em 2018, envolvendo 2.090 pessoas de todas as regifes do pais em
120 municipios. Constatou-se que 79% dos individuos admitiam tomar medicamentos sem
prescricdo, sendo essa porcentagem maior que nos anos anteriores. Os medicamentos mais
consumidos por conta propria foram analgésicos, anti-inflamatorios, relaxantes musculares e
antitérmicos (ICTQ, 2018).

No estudo realizado por Pizzol et al. (2019), que buscava estimar a prevaléncia do uso
de analgésicos no Brasil, 0s autores observaram que um em cada cinco brasileiros usou algum
analgesico, especialmente analgésicos ndo opioides, para gerenciar problemas agudos de
satde, como condic¢des dolorosas. Os medicamentos mais utilizados foram dipirona (37,8%),
paracetamol (25,3%) e diclofenaco (10,7%) (P1ZZOL et al., 2019).

A dipirona (ou metamizol — Denominacdo Comum Internacional, DCI) é classificada
como um analgésico ndo opioide com propriedades antipiréticas e espasmoliticas adicionais
(BACHMANN, 2021). Seu mecanismo de acdo parece estar baseado na inibicdo enzimatica
da cicloxigenase (COX), predominantemente do tipo 2 (COX-2), e na inibicdo da sintese das
prostaglandinas E1 e E2. No entanto, o0 mecanismo exato ndo esta claramente descrito e
alguns estudos tém relatado resultados controversos (COLLARES; TRONCON, 2019).

Em comparacdo com outros analgésicos ndo opioides, a dipirona possui um perfil de
seguranca favoravel em relacdo aos efeitos adversos gastrointestinais, hepaticos e renais
(LAPORTE et al.,, 2004; ZAPATER et al.,, 2015). Embora seja amplamente utilizada

terapeuticamente em alguns paises, o seu uso foi proibido ou restrito em outros paises devido
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as suas possiveis, porém raras, reacdes indesejaveis e perigosas, como a agranulocitose
(HAMERSCHLAK et al., 2005; STAMMSCHULTE et al., 2015).

A literatura acerca dessa tematica polémica possui estudos controversos e
metodologias enviesadas, tendo em vista os conflitos de interesse da época em que foram
realizados (GUIMARAES et al., 2021). Além disto, alguns fatores genéticos tém sido
incluidos na predisposicéo a alteracGes hematolégicas por dipirona (HAMERSCHLAK et al.,
2005; FERREIRA, 2010).

Apols administracdo oral, a dipirona é espontaneamente hidrolisada no trato
gastrointestinal em 4-metil-amino-antipirina (4-MAA) e, dessa forma, € considerada um pro-
farmaco (BACHMANN, 2021). O metabolito 4-MAA ¢é rapidamente e quase completamente
absorvido, sendo sua biodisponibilidade de 85% quando ingerido na forma de comprimido
(MILJKOVIC et al., 2018). No figado, a maior parte do metabdlito biologicamente ativo (4-
MAA) é oxidado em 4-formil-amino-antipirina (4-FAA) ou desmetilado em 4-amino-

antipirina (4-AA), que depois é acetilado em 4-acetil-aminoantipirina (4-AAA) (Figura 1).

Figura 1 — Via metabdlica da dipirona em seres humanos.
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PM: 310,35 g/mol
/\ // Na*

Traro gastromtesrmal
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PM: 231,26 g/mol | \ /70 PM: 2458 g/mol | N\
=NH

N N
©/ o O ¢

Fonte: Adaptado de ZIESENITZ et al., 2019.

Abreviaturas: CYP2C19: citocromo P450 (CYP) 2C19; NAT-2: N-acetiltransferase 2.

Outros metabdlitos foram igualmente descritos, mas esses quatros metabdlitos

principais refletem cerca de 70% da dose administrada. Os dois metabolitos 4-MAA e 4-AA
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exibem efeitos analgésico e antitérmico, enquanto os metabdlitos finais 4-AAA e 4-FAA séo
considerados inativos (VLAHOV et al., 1990; ZIESENITZ et al., 2019; BACHMANN,
2021). Quando comparados estruturalmente € possivel observar que os metabdlitos ativos
possuem a fungdo organica amina destacado na Figura 1 em amarelo, enquanto 4-AAA e 4-
FAA possuem a fungdo amida destacado em rosa.

De acordo com Nikolova et al. (2012), a dipirona enquanto composto original ndo é
detectavel no soro, sendo possivel quantificar apenas os seus metabdlitos. Com base nos
resultados de diferentes estudos, a dose do medicamento administrada alterou a concentracéo
maxima (Cmax) dos metabolitos no plasma (LEVY et al., 1984; VLAHOQV et al., 1990). Levy
et al. (1984) avaliaram a ingestdo de 1000 mg, enquanto Vlahov et al. (1990) estudaram as
doses de 750, 1500 e 3000 mg de dipirona nos parametros farmacocinéticos dos quatro
principais metabodlitos. O metabdlito 4-MAA foi o primeiro a alcangcar a Cmax N0 plasma,
sequido pelo 4-AA, 4-FAA e 4-AAA, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Tempo para alcancar a concentracdo plasmatica maxima (tmax) de cada metabdlito
apos a ingestdo de diferentes doses de dipirona.

Dose de dipirona 750 mg 1000 mg 1500 mg 3000 mg
Metabolito tmax (horas)

4-MAA 1,37 14 1,73 2,00
4-AA 3,43 5,0 4,60 6,87
4-FAA 6,53 7,2 8,00 8,93
4-AAA 11,1 13,2 13,1 17,9

Fonte: Adaptado de Levy et al. (1984) e Vlahov et al. (1990).
Abreviaturas: 4-MAA: 4-metil-amino-antipirina; 4-AA: 4-amino-antipirina; 4-FAA: 4-formil-amino-antipirina;
4-AAA: 4-acetil-amino-antipirina.

A maior parte da dose administrada de dipirona foi excretada pelos rins na forma dos
metabolitos 4-AAA (aprox. 50%), 4-FAA (aprox. 25%), 4-AA (aprox. 15%) e 4-MAA
(aprox. 10%) (NIKOLOVA et al., 2012).

Os efeitos benéficos da dipirona, por meio dos seus metabdlitos ativos, séo
amplamente confirmados pela comunidade cientifica para o tratamento da dor aguda e crénica
(CHAPARRO et al., 2012; JASIECKA; MASLANKA; JAROSZEWSKI, 2014; REIST et al.,

2018). Entretanto, os metabolitos da dipirona também provocam reacdes indesejaveis como
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interferentes analiticos nas reacdes para as medidas laboratoriais de parametros bioquimicos
séricos, 0s quais sao utilizados no diagnostico e monitoramento de inUmeras doencas.

Primeiramente, com base nos resultados de estudos in vitro (adicdo do farmaco em
amostras de plasma) a dipirona interferiu nas reacdes dos pardmetros bioquimicos séricos
acido latico, &cido Urico, transaminases, colesterol, creatina quinase, ureia, creatinina, lactato
desidrogenase, triglicerideos e sodio (GASCON et al, 1993; JUNIOR; SCHUTZ, 2008;
LUNA-ZAIZAR et al, 2015). Além disto, dentre os quatro principais metabélitos da dipirona,
somente a 4-metil-amino-antipirina (4-MAA) interferiu na determinacdo da creatinina sérica
(BAGNOUD, REYMOND, 1993) (Quadro 1).

Recentemente, um estudo do nosso grupo avaliou a interferéncia in vitro dos
metabolitos da dipirona 4-MAA, 4-AA, 4-FAA e 4-AAA em determinacfes de uma série de
parametros bioquimicos séricos. Para isso, pools de soro foram preparados na auséncia e na
presenca de concentracBes terapéuticas, subterapéuticas e supraterapéuticas dos metabdlitos
da dipirona e, em seguida, os parametros bioquimicos foram analisados. O metabdlito 4-MAA
interferiu negativa e significativamente nos testes de acido urico, glicose, colesterol total e
triglicerideos, enquanto aumentou a concentracdo de calcio (falso positivo ou interferéncia
positiva) (ANDRIOLI, 2021). Dessa forma, para estabelecer se h& correlagdo entre a
interferéncia nos ensaios bioquimicos observada in vitro e a concentracdo dos metabdlitos in
vivo, ha necessidade da quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos
metabdlitos nas amostras de soro.

Para tanto, existem inumeras metodologias descritas na literatura para a medida por
CLAE de metabolitos plasméticos da dipirona (ZYLBER-KATZ et al., 1984; DAMM, 1989;
CARRETERO; VADILLO; LASERNA, 1995; AGUNDEZ; BENITEZ, 1996; ERGUN;
FRATARELLI; ARANDA, 2004; HINZ et al., 2007; OJHA; RATHOD; PADH, 2009;
DOMINGUES-RAMIREZ et al., 2012; AGUIAR et al., 2013; GIORGI et al., 2015;
BACHMANN et al., 2020; YILMAZ et al., 2021). Contudo, antes do uso, o método analitico
eleito deve ser padronizado e validado no laboratdrio, o que, eventualmente, pode envolver
modificacdes na metodologia.

A validacdo de uma metodologia € um conjunto de técnicas realizadas para assegurar a
confiabilidade e credibilidade do metodo empregado. Entende-se como metodo bioanalitico
aquele que utiliza matriz biologica. No Brasil, a validacdo bioanalitica € normatizada pela
Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166 de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos



Quadro 1 — Principais estudos da interferéncia da dipirona e seus metabolitos em testes bioquimicos.
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Publicacéo Objetivo D e Int(_arferente et Principais resultados
estudo interesse
Observou-se interferéncia negativa significativa da dipirona para a creatinina,
In vitro Dipirona acido drico, triglicerideos, colesterol, creatina quinase, transaminases, ureia e lactato
Estudar o efeito in vitro e desidrogenase.
GASCON et al. I VIvo da Ejlplrong na Encontrou-se diferengas significativas entre os percentuais de concentracdo no tempo 0
(1993) determinacéo de varios ; L x - . . .
testes bioquimicos. _ N eaposa a}dmml,st_ragao d(_) medlcamer]tp (dlfe.ere.ntes: tempos) para creatm,a quinase,
In vivo Dipirona creatinina, &cido Urico, desidrogenase latica, triglicerideos e colesterol. Além disso, foi
vista uma correla¢do negativa entre as concentragdes de dipirona no sangue e as
porcentagens das concentracfes do analito, com diferentes niveis de significancia.
Investigar o efeito dos Dipirona e seus O metabdlito metil-amino-antipirina causou interferéncia negativa e significativa na
BAGNOUD; principais metabélitos da principais determinacdo enzimatica de creatinina em amostras de soro pelo sistema de quimica
REYMOND dipirona em dois métodos In vivo metabdlitos seca Kodak Ektachem. A interferéncia foi clinicamente relevante nas faixas de
(1993) enzimaticos para (MAA, FAA, concentracdo de normal e baixa de creatinina, sendo que o verdadeiro valor foi
quantificar a creatinina. AAA e AA). subestimado em 25% a 75%.
Investigar os efeitos in
vitro de trés farmacos Observou-se uma interferéncia positiva da dipirona (em todas as doses) na determinacéo
LUNA-ZAIZAR (paracetamol, &cido In vitro Dipirona da creatinina pelo método de Jaffé, e também uma interferéncia negativa em doses
et al. (2015) acetilsalicilico e dipirona) terapéuticas e toxicas de dipirona ao usar um sistema de quimica seca enzimatica/DT60-
em medicdes séricas de Il.
glicose, ureia e creatinina.
Avaliar a interferéncia in Observou-se interferéncia in vitro do metabélito MAA em concentracdo semelhante
vitro dos metabdlitos da Metab6litos da aquela obtida por ingestéo de dose terapéutica de dipirona nos ensaios analiticos 4cido
ANDRIOLI dipirona MAA, FAA, AAA Invitro | dipirona (MAA Urico, calcio, triglicerideos e glicose, enquanto interferéncia no colesterol total foi
(2021) e AA nas determinacdes de lf AA AAA e : verificada apenas em concentra¢des supraterapéuticas. Nos pardmetros determinados
alguns dos parametros AA) pela metodologia de Trinder, a interferéncia negativa correlacionou-se com a

bioquimicos séricos.

concentracdo de MAA.
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bioanaliticos (BRASIL, 2017). O processo de uma validacdo analitica compreende algumas
etapas (Figura 2).

Em geral, os parametros que devem ser avaliados na validacdo bioanalitica sdo:
seletividade, linearidade, precisao, efeito matriz, exatiddo, estabilidade, limites de deteccédo e
de quantificacdo (CASSIANO et al., 2009; BRASIL, 2017).

Figura 2 — Processo de uma validacédo analitica.

Sele¢do ou desenvolvimento
de método analitico

> Manipulagdo da amostra

Procedimento analitico de
identificacdo/quantificagdo

Calculos dos
parametros de validagdo

y

Processamento dos dados

A 4

Interpretagdo dos resultados

Reavaliar

Situagdo da
validacio

Validagio aceita

Fonte: Adaptado de JBM ANALITICA. Qual a importancia da Validagio de um Método Analitico? 2020.
Disponivel em: < https://br.linkedin.com/in/jbm-analitica>. Acesso em: 13 jun. 2022.

A seletividade avalia se 0 método permite identificar um analito entre um numero
restrito de interferentes numa mistura complexa (BRASIL, 2017). Linearidade é a capacidade
gue um metodo tem em obter resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo
do analito. A precisdo avalia a dispersdo dos resultados obtidos em ensaios independentes
repetidos com a mesma amostra e pode ser avaliada de trés formas: repetibilidade,
reprodutibilidade e precisdo intermediaria (BRASIL, 2012). A precisdo intermediéria,
expressa em porcentagem, também é conhecida por coeficiente de variagédo (CV).
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A reprodutibilidade é aplicavel em estudos colaborativos ou na padronizacdo de
métodos analiticos para inclusdo desses em compéndios oficiais, mediante testes estatisticos
adequados (BRASIL, 2017). Visto que a reprodutibilidade é verificada por uma anélise
interlaboratorial, essa ndo foi abordada neste estudo.

O limite de deteccdo (LD) corresponde & menor concentracdo do analito que é
diferenciada do zero ou do ruido de fundo, enquanto o limite de quantificacdo (LQ) é a menor
concentracdo do analito em uma amostra que pode ser avaliada/medida, com uma
determinada precisao e exatiddo (MARTINS, 2016).

A exatiddo é a semelhanca dos resultados obtidos pelo método em estudo comparando
com o valor original, usando um processo experimental para uma Unica amostra por varias
vezes. Efeito matriz ocorre quando substancias presentes na matriz bioldgica interferem na
quantificacdo do analito (CASSIANO et al., 2009).

Na literatura cientifica, os parametros de validacédo citados sdo descritos em diferentes
estudos que usam metodologias de analise dos metabdlitos da dipirona por CLAE (ZYLBER-
KATZ et al., 1984; CARRETERO; VADILLO; LASERNA, 1995; AGUNDEZ; BENITEZ,
1996; OJHA; RATHOD; PADH, 2009; DOMINGUEZ-RAMIREZ et al., 2012; AGUIAR et
al., 2013; BACHMANN et al., 2020; YILMAZ et al., 2021).

Nesse contexto, para investigar a interferéncia analitica da dipirona e seus metabdlitos
em exames laboratoriais é necessario, primeiramente, eleger, padronizar e validar um método
bioanalitico para identificar e quantificar os metabolitos da dipirona no soro de seres
humanos. Assim, o método validado podera auxiliar em estudos futuros de interferéncia do

medicamento nas medidas de pardmetros bioquimicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Selecionar e validar um método analitico para a determinacdo dos metabodlitos da
dipirona soédica monoidratada em soro atraves da técnica de cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Pesquisar os meétodos publicados na literatura, eleger ou adaptar um método
analitico para a determinacdo sérica dos metabdlitos da dipirona e selecionar um para
validacao;

b) Padronizar o método de extracdo e de analise dos metabolitos no soro;

c) Validar a metodologia eleita, por meio da avaliacdo da seletividade, da linearidade,
do efeito matriz, da precisao, da exatiddo, do limite de deteccdo, do limite de quantificacdo e
da estabilidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BUSCA NA LITERATURA

Foram avaliados os artigos disponiveis na base de dados PubMed e Google Scholar até
mar¢o de 2022, utilizando as seguintes palavras-chaves, separadamente ou em combinacao:
“dipirona” (metamizol), “metabdlitos dipirona”, “CLAE” e ‘“validacdo analitica” e as
correspondentes em inglés. As listas de referéncias de todas as publicacdes identificadas

foram examinadas para encontrar artigos relevantes.

3.2 REAGENTES

Os padrdes analiticos certificados usados, 4-MAA (95,0% pureza), 4-AA (97,0%
pureza), 4-AAA (98,5% pureza) e 4-FAA (99,0% pureza), e a antipirina como padréo interno
(PI) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. Os reagentes usados foram: acetonitrila (grau

CLAE), acetato de sddio, cloroférmio (grau CLAE) e hidroxido de sodio.

3.3 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

As andlises por CLAE foram realizadas em equipamento com injetor manual,
conectado ao degaseificador DGU 20A5 com integrador CBM 20A, detector ultravioleta-
visivel (UV-Vis) e arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A, bomba LC-20AD, controlado pelo
software LC Solution 1.2 (Schimadzu, Kyoto, Japao).

3.4 AMOSTRAS

Apbs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice
1), 0 sangue foi coletado de oito individuos (seis mulheres), com idade entre 20 e 26 anos, néo
tabagistas, sem ingestdo de qualquer medicamento e sem nenhuma desordem ou doenca
aparente e/ou diagnosticada. O soro foi obtido de cada individuo apds centrifugacdo do

sangue e, em seguida, os soros foram misturados para a formagao do pool.
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3.5 METODOLOGIA

A anélise dos metabdlitos da dipirona em soro foi realizada através da deteccdo por
CLAE, apos extracdo dos metabolitos no soro por meio da adi¢do de hidroxido de sodio e
cloroférmio conforme descrito por Hinz et al. (2007) (Figura 3). Aliquotas de 250 pL de soro
foram misturadas com 5 pL de PI (antipirina 1 mg/mL), 100 pL de hidroxido de sédio 1 M e
2 mL de cloroférmio. A mistura foi homogeneizada em agitador tipo vortex por 1 min e
posterior centrifugacdo (1.500 g por 5 min, temperatura ambiente).

Apos a separacdo das fases, 1 mL da fase orgénica (inferior) foi transferido para
microtubo e evaporada sob fluxo suave de nitrogénio a temperatura ambiente. Por fim, o
residuo foi dissolvido em 100 pL de fase movel, homogeneizado no vértex e uma aliquota foi
injetada na coluna cromatografica de fase reversa TSK-gel ODS-80Ts (Tosoh) (C18, L x LD.
15 cm x 4.6 mm, 5 um tamanho de particula) e detector com feixe de diodo UV-Vis. A fase
movel utilizada foi acetato de sédio 50 mM (pH 6,2):acetonitrila (86:14, v/v) com fluxo de
1,25 mL/min e a detec¢do ocorreu na regido UV em 257 nm (HINZ et al., 2007). As
modificagdes na metodologia estdo descritas na se¢do Resultados e Discussao.

Figura 3 — Etapas da metodologia de analise.

= ® 3 &
) | 7 P 1 i
1 — r
Padrio interno (5 uL) ’ Q 96¢)
Soro (250 uL) 2 =Gy
NaOH 1 M (100 uL) -~ >
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|
./ L |
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1 minuto por 5 minutos
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100 uL de e
fase movel s
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P “us
—_— R — — -
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Voértex por

Evaporagdo sob 5
o 1 minuto

fluxo de nitrogénio

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.6 VALIDACAO DA METODOLOGIA BIOANALITICA

Os parametros analiticos das etapas de validagdo da identificacdo e quantificacdo dos
metabolitos da dipirona foram realizados conforme descrito pela Food and Drug
Administration em Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry (FDA, 2018), e na
Resolugdo n° 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que abordam
a validacdo de métodos analiticos.

3.6.1 Seletividade

A verificagdo da seletividade do procedimento analitico foi realizada a partir da
comparacdo entre os sinais (resposta instrumental) advindos do processamento da matriz
(BRASIL, 2017), ou seja, da diferenca do sinal cromatografico obtido apds a adicdo dos
quatro metabodlitos da dipirona, 4-MAA, 4-AA, 4-FAA e 4-AAA, em soro isento de
metabdlitos e dos metabdlitos puros em agua. Para tanto, 100 pL de cada metabolito (1
mg/mL) da dipirona foi adicionado em soro a fim de obter concentracdo final de 50 pg/mL.
Concentracdo igual dos metabdlitos em agua foi injetada na coluna cromatografica.

A seletividade do método foi avaliada por meio da identificacdo dos metabdlitos na
amostra por comparacao entre os tempos de retencdo e espectro de absorcdo ultravioleta (190
a 800 nm) dos picos obtidos no soro e dos picos dos metabdlitos em agua. A auséncia de
picos interferentes nos tempos de retencdo dos metabolitos foi pardmetro de aceitacdo da

seletividade.

3.6.2 Linearidade do método na matriz soro

Trés curvas analiticas de calibracdo, dos quatro metabdlitos da dipirona em soro,
foram preparadas com diferentes concentragdes adicionadas de PI (conc. final 20 pg/mL). De
acordo com a FDA, devem-se utilizar, no minimo, seis concentracdes diferentes da substancia
guimica de referéncia (SQR) (FDA, 2018). Assim, foi usada uma mistura de soro isento de
metabdlitos da dipirona (checado previamente pela analise em CLAE, conforme descri¢do
acima) e 1 mg de cada metabdlito em po6 foi adicionado em quatro aliquotas de 1,0 mL de
soro (conc. final 1 mg/mL de cada metabdlito). Essas aliquotas de soro foram diluidas 1:10 e

a partir dai dilui¢bes seriadas foram feitas usando o pool de soro isento de metabolitos como
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diluente, para a obtengdo de curvas com as seguintes concentracfes: 3,125, 6,25, 12,5, 25,0,
50,0 e 100,0 ug/mL. Em seguida, aliquotas de cada mistura de soro contendo os metabolitos
com as concentracdes descritas acima foram usadas para a extracdo e quantificacdo por
CLAE. Cada curva de calibracdo foi preparada de maneira independente e em triplicata,
visando avaliar os erros intrinsecos a preparacao das amostras e ao cromatografo.

Conforme a RDC 166/17, para avaliagdo da linearidade foram apresentados os
seguintes dados:

l. Representacao grafica das respostas em funcdo da concentracao;

. Gréfico de dispersdo dos residuos, equacdo da reta de regressdo linear,
estimada pelo método dos minimos quadrados;

. Avaliacdo da associacdo linear por meio do coeficiente de correlacdo (r) e de
determinacéo (r?); e

IV.  Avaliagdo da significAncia estatistica do coeficiente angular, onde foi
considerado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

3.6.3 Limites de Deteccéo e de Quantificacdo

Para cada metabolito, o limite de deteccdo (LD) foi verificado pela anlise de sete
determinacGes (ou medidas) do branco da amostra (soro isento de metabdlitos da dipirona) e
calculado pela formula (BRASIL, 2017):

_3,3x0

LD
IC

Onde o ¢ o desvio padrdo das medidas do branco de sete amostras de soro diferentes
(sem metabolitos) e IC é a inclinacdo da curva de calibracdo de cada metabdlito.

O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido pelo sinal 10 vezes maior que o desvio
padrdo do sinal da linha de base obtido para cada concentracdo dos quatro metabdlitos da
dipirona em soro, sendo calculado pela seguinte féormula (ICH, 2005):

_10xa
- IC

LQ
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3.6.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado por meio da comparacdo entre os coeficientes angulares
das curvas de calibracdo construidas separadamente com os quatro metabolitos (padrées) da
dipirona em agua e metabolitos adicionados em soro, conforme descricdo acima (BRASIL,
2017).

Inicialmente, o teste F foi aplicado para verificar a homogeneidade das variancias de
cada curva de regressdo linear, usando as inclinagcdes das curvas de calibragdo (coeficiente
angular) (BRASIL, 2015). A igualdade das variancias ocorre quando o valor de F calculado
for inferior ao F critico e a diferenca quando o F calculado for superior. Em ambos 0s casos, 0
efeito matriz deve ser verificado através do teste t de Student, que avalia a igualdade das
médias dos coeficientes angulares das curvas de regressdo. No caso de variancias iguais, 0
teste t foi aplicado considerando-se as variancias combinadas dos parametros das curvas
obtidas dos metabdlitos em agua e em soro. Por outro lado, em caso de variancias diferentes,
o0 teste t foi empregado utilizando as variancias de cada curva separadamente (BRASIL,
2015). Assim, médias iguais dos coeficientes angulares das curvas indicam que a matriz nao
teve efeito na precisdo do método. Entretanto, quando os pardmetros sdo estatisticamente
diferentes, a matriz pode ter efeito na precisdo do método. Foi adotado o nivel de significancia
de 5% (p <0,05). As diferencas entre os coeficientes angulares das curvas-padréo preparadas

em solvente e em soro, em percentagem, foram definidas como tamanho do efeito matriz.

3.6.5 Precisdo

Para a avaliacdo da precisdo do método, foram realizadas as medidas de concentracdo
de cada metabodlito nas amostras de soro sob as mesmas condi¢cdes de operacdo, mesmo
analista e mesma instrumentacao.

A precisdo; foi avaliada pela repetibilidade (variagéo intra-dia, n = 3). Assim, foram
utilizadas trés concentracGes distintas de cada um dos quatro metab6litos da dipirona
avaliados (12,5, 25,0 e 50,0 pg/mL), com trés réplicas em cada nivel de concentragéo,
totalizando nove determinagdes. Além disto, foi determinada a precisdo intermediaria (inter-
dias, n = 5), por meio da inje¢do na coluna cromatografica das mesmas trés amostras de soro
em pelo menos cinco dias distintos. Para as medidas de concentragdo, foram usadas curvas-

padrdo dos metabdlitos preparadas em soro isento de metabdlitos.
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A precisdo foi demonstrada pela dispersdo dos resultados, calculando-se o desvio
padrdo relativo (DPR, ou coeficiente de variacdo (CV) da série de medicGes, conforme a

formula abaixo, em que DP € o desvio padrdo e CMD ¢ a concentracdo média determinada.

DPR = ( )X 100

DbP
CMD
De acordo com a FDA (2018), no minimo, 67% dos resultados das replicatas de todos

0s niveis de concentracdo devem estar dentro do intervalo de variacdo de 15% do valor

nominal.
3.6.6 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo, a porcentagem de recuperacao dos analitos de interesse,
metabdlitos 4-MAA, 4-AA, 4-AAA e 4-FAA, foi avaliada ap6s a adi¢do de concentracdes
conhecidas nas amostras de soro isento de metabdlitos. A exatiddo do método foi avaliada em
trés concentracdes e em triplicata, totalizando nove determinacGes, como no ensaio da
precisdo descrito acima (BRASIL, 2017). Em seguida, as concentracfes foram medidas
usando-se a curva padrdo de cada metabolito preparada em soro.

A exatiddo do método foi definida pela razdo percentual da “concentracdo
quantificada pela concentracdo tedrica (ou nominal)”, correspondente a percentagem de
recuperacdo de cada metabodlito da dipirona, conforme férmula abaixo. Idealmente, a
recuperacdo deveria corresponder a 100%, porém, segundo a FDA (2018), os limites de
aceitacdo para a recuperacao sdo de £ 20% do valor nominal (80-120%).

. Concentracao média experimental
Recuperacao = — — X 100
Concentracao teorica

3.6.7 Estabilidade dos metabdlitos em amostra de soro

Os metabolitos 4-MAA, 4-AA, 4-AAA e 4-FAA dissolvidos em soro (1 mg/mL)
foram adicionados a trés amostras de soros obtidas de trés individuos saudaveis em volumes
suficientes para produzir concentragfes nominais de 12,5, 25,0 e 50,0 pg/mL. A concentragéo

dos metabdlitos foi imediatamente quantificada e os resultados foram considerados 100%. Em
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seguida, aliquotas dos soros foram armazenadas nas temperaturas de -20 °C e -80 °C, e a
concentracdo foi novamente verificada apos 15 e 30 dias. Os ensaios foram realizados em
triplicata e as amostras foram consideradas estaveis quando ndo se observou desvio superior a

15% do valor obtido nas amostras recém-preparadas (FDA, 2018).

3.7 ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH — UFSC), sob o numero CAAE:
33933120.8.0000.0121 e parecer: 4.141.744 (Apéndice 1). O estudo seguiu as diretrizes
propostas na resolucdo N° 466, de 12 de dezembro de 2012. Os doadores de sangue
voluntarios participaram do estudo somente ap0s a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESCOLHA DO METODO BIOANALITICO

Com base na pesquisa bibliografica realizada, 12 métodos foram encontrados na
literatura para a identificacdo dos metabdlitos da dipirona. A escolha do método bioanalitico
para a identificagdo e quantificacdo dos metabolitos foi realizada considerando-se 0s seguintes
fatores: disponibilidade ou facilidade de compra dos reagentes no mercado brasileiro e
facilidade de adaptacdo das condi¢Bes experimentais necessarias para a execu¢do do método
no laboratorio. Dessa forma, o método de Hinz et al. (2007) foi o escolhido e algumas
modificagdes foram incorporadas (Quadro 2).

Visando a otimizacdo do método de Hinz et al. (2007), verificou-se a necessidade de
diminuir o tempo de corrida da analise, que era de até 30 min. Para isso, o fluxo da fase movel
de 1,0 mL/min foi aumentado para 1,25 mL/min. Além disto, o pH de 5,6 foi aumentado para
6,2. A concentracdo da fase mével usada por Hinz et al. (2007), de acetato de sédio 30 mM
(pH = 5,6) e acetonitrila (87:13, v/v), foi modificada para acetato de s6dio 50 mM (pH = 6,2)
e acetonitrila (86:14, v/v) conforme descrito por Ergun et al. (2004). Assim, foram obtidas
analises mais rapidas, com tempo final de corrida em torno de 20 min e sem perda da
eficiéncia de separacdo dos metabdlitos. Os tempos de retencdo obtidos foram de 4,3; 4,9;
10,0; 11,2 e 155 min para 0os compostos 4-AAA, 4-FAA, Pl, 4-AA e 4-MAA,
respectivamente. Por fim, Hinz et al. (2007) usaram coluna cromatogréafica de fase reversa
Nucleodur® C18 Pyramid (12,5 cm x 4,0 mm x 3 um; Macherey-Nagel, Diren, Alemanha),
enquanto a coluna de fase reversa TSK-gel ODS-Ts C18 (15 cm x 4,6 mm X 5 um, Tosoh,
Tbquio, Japao) foi usada nesse estudo.

Como pode ser observado no Quadro 2, a maioria dos métodos de preparo de amostras
descritos na literatura, em que houve a identificacdo dos metabdlitos da dipirona a partir de
matrizes complexas, utilizaram técnicas de extracdo para recuperacdo do analito,
principalmente liquido-liquido (ZYLBER-KATZ et al., 1984; DAMM, 1989; AGUNDEZ;
BENITEZ, 1996; HINZ et al., 2007; OJHA; RATHOD; PADH, 2009; AGUIAR et al., 2013;
GIORGI et al.,, 2015; BACHMANN et al., 2020). Assim, optou-se pela extragdo com
hidroxido de sddio e cloroférmio (ZYLBER-KATZ et al., 1984; AGUNDEZ; BENITEZ,
1996; HINZ et al., 2007). Em geral, 0 método adotado no presente estudo mostrou ser
simples, réapido, de baixo custo, menor volume de solventes e menor investimento com

equipamentos.



Quadro 2 — Métodos de CLAE usados para quantificacdo dos metabdlitos da dipirona.
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Fez validacéo? Quais

Publicacéo Método de extragao Matriz Padréo interno Fase movel Fluxo Deteccédo N .
parametros avaliou?
Extracéo liquido-liquido
(cloroférmio e hidréxido de . Sim
ZYLBER-KATZ s6dio), fase organica Plasma 4-propil- 8% metanol em acetato 1,6 mL/min 257 nm Seletividade, linearidade,
et al. (1984) - humano aminoantipirina | de sodio 0,01M, pH 3,0 L x
evaporada e reconstituida em preciséo e exatidao.
metanol
Extracdo liquido-liquido, fase hilris:;g Isopropil-
DAMM (1989) organica evaporada e ! . S — — 265 nm
L . urina aminoantipirina
reconstituida em fase movel h
umana
CARRETERO; Extragdo de fase solida (4gua Sim
VADILLO; e metanol), fase organica Plasma Furosemida SDS 0,1 M contendo 1.0 mL/min 262 nm Linearidade, preciséo,
LASERNA evaporada e reconstituida em humano 2,5% pentanol ' exatiddo e limite de
(1995) fase movel deteccdo
Extragdo liquido-liquido Agua-metanol-
. (cloroférmio e hidroxido . trietilamina-acido Sim
SISNUIJ;I'IEE)EZ(,lg%) de sédio), fase or_génica Urina am:ﬁ?)g:::?p:il;ina acético 1,0 mL/min 254 nm Seleti_vi_d_ade, Iinearid_ade,
evaporada e reconstituida em (70,9:27,7:0,9:0,5, sensibilidade e precisdo
fase movel vIviviv)
ERGUN; Andlise em matriz ndo Solugdo A-metil- Acetato de s6dio 50
FRATTARELLI, bioldgica, por isso ndo tem a de dipirona aminoantipirina mM (pH 6,2) e 1,0 mL/min 265 nm Né&o
ARANDA (2004) etapa de extracéo. sodica acetonitrila (86:14, viv)
Extracgdo liquido-liquido
HINZ et al (clorofc_’>rmio e hidréx_ido Plasma o Acetato de sodio 30 _
(2007) ' de sodio), fase organica humano Antipirina mM (pH 5,6) e 1,0 mL/min 257 nm Néo
evaporada e reconstituida em acetonitrila (87:13, v/v)
fase movel
Extragdo liquido-liquido Sim
OJHA; (hidroxido de aménio e Plasma TR—, Acetonitrila e formato Espectrémetro Linearidade, preciso,
RATHOD; acetato de etila), fase orgénica h prop de amdénio 2 mM (pH | 0,3 mL/min P exatido, limite de
umano antipirina de massas

PADH (2009)

evaporada e reconstituida em
fase movel

3,7) (90:10, viv)

quantificacdo e
estabilidade

(continua)
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Fez validacé@o? Quais

Publicacéo Método de extragao Matriz Padréo interno Fase movel Fluxo Deteccéo N .
parametros avaliou?
Agua-metanol- Sim
omiNGUES. | (SRRSO e
RAMIREZ et al. ' gar Furosemida acético 1,0 mL/min 254 nm P NP
evaporada e reconstituida em de rato : A de quantificagdo e
(2012) . (70,9:27,7:0,9:0.5, -
fase movel estabilidade
VvIVIVIV)
Extragdo liquido-liquido Hipotalamo, Sim
(hidréxido de sodio e fluido cere- Agua e metanol (70:30, R Linearidade, preciséo,
AGUIAR etal. diclorometano), fase organica | broespinal e Moclobemida v/v) contendo 0,5% de | 0,5 mL/min Espectrometro exatiddo, limite de
(2013) - L " . de massas e -
evaporada e reconstituida em plasma de acido acético glacial quantificacéo efeito
fase movel rato matriz e estabilidade
Extracgdo liquido-liquido
GIORGI et al (hidréxido de sodio, acetato de Plasma Acetonitrila e acetato
' etila e diclorometano), fase Metoclopramida | de amdnio 20 mM, pH | 1,0 mL/min 254 nm Né&o
(2015) . de ovelha }
organica evaporada e 5,0 (20:80, v/v)
reconstituida em fase mével
Pa%rglﬁtz:gé%r: > Agua (fases A e C), De acordo Seletividasdlttzn recisdo
BACHMANN et Extracao liquido-liquido Plasma metanol (fase B) com a fase | Espectrometro N » Precisao,
(ISTD) 4-MAA- o . . linearidade, exatid&o,
al. (2020) (metanol) humano metanol e &cido movel varia de massas : .
d3, 4-AA-d3 e 4- f6rmico a 1% (fase D) o fluxo efeito matriz e
AAA-d3 ° estabilidade
Extracdo fase sdlida Sim
YILMAZ et al (hidréxido de sodio e Plasma Acetonitrila e acetato Linearidade, preciséo,
(2021) ' metanol), fase organica de cavalo Metoclopramida | de aménio 75 mM, pH | 1,0 mL/min 254 nm exatidao, limite de

evaporada e reconstituida em
fase movel

5,0 (28:72, viv)

deteccéo e de
guantificacdo

Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 4 apresenta o cromatograma representativo da identificagdo por CLAE dos
metabdlitos da dipirona apés adicdo dos padrdes em amostra de soro, pelo método em

padronizacao.

Figura 4 — Cromatograma representativo dos metabolitos da dipirona adicionados em soro.
1 PDA Multi 1
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30
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Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina (4,3 min); 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina (4,9 min); PI,

padréo interno, antipirina (10,0 min); 4-AA, 4-amino-antipirina (11,2 min); 4-AAA: 4-FAA, 4-AA e 4-

MAA, 4-metil-amino-antipirina (15,9 min).

4.2 VALIDACAO DA METODOLOGIA BIOANALITICA
4.2.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, os cromatogramas obtidos na analise do branco (soro
sem metabdlitos) e dos metabolitos em solvente e em soro estdo representados abaixo (Figura
5). Foi possivel observar a presenca de apenas um interferente na matriz pela comparacao dos
cromatogramas dos padrdes e do Pl na amostra de soro e em agua. Foi verificado, também,
que a eluicdo do interferente ocorreu em tempo de retencdo diferentes dos metabolitos e do
PI1, o que comprova a seletividade do método.

Além disto, foi verificada a similaridade das bandas de absor¢do pela sobreposicédo dos
espectros de absorgdo dos respectivos metabolitos no soro e em agua (Figura 6). O espectro
de absorcdo é um grafico, da absorbancia versus o comprimento de onda, que caracteriza a
presenca do composto. O proprio software LC Solution 1.2 usado para fazer essa comparagao
calculou o fator de similaridade entre os espectros: 1,000, 1,000, 0,997 e 0,994 para 4-AAA,

4-FAA, 4-AA e 4-MAA, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados em
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outros estudos (DOMINGUEZ-RAMIREZ et al., 2012; AGUIAR et al., 2013; BACHMANN

et al., 2020).

Figura 5 — Cromatogramas obtidos pela injecdo de: (A) branco da amostra, (B) metabdlitos
(50,0 pg/mL) e PI (20,0 pg/mL) em agua e (C) metabolitos (50,0 ug/mL) e PI (20,0 ug/mL)
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Picos 1: 4-AAA (4-acetil-amino-antipirina); 2: 4-FAA (4-formil-amino-antipirina); 3: Pl (padrdo interno,
antipirina); 4: 4-AA (4-amino-antipirina) e; 5: 4-MAA (4-metil-amino-antipirina).
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Figura 6 - Espectros de Absor¢do UV-Vis dos metabdlitos da dipirona na amostra de soro
_(linha preta) e em agua (linha rosa) em CLAE.
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Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina e;
4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.
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4.2.2 Linearidade do método na matriz soro

A linearidade do método verificada por meio da medida dos metabdlitos nas curvas-
padrdo preparadas em soro contendo Pl. A razdo “area do metabolito/area do PI” foi usada em
relacdo a concentracdo sérica do metabolito. Os graficos de linearidade com as respectivas
equacOes da reta e os coeficientes de correlacdo (r) estdo apresentados na Figura 7.

Para confirmar o modelo linear proposto na faixa de concentracdo estudada, foi
realizada a analise de regressdo por meio do software Microsoft Excel® para cada um dos
metabdlitos (Tabela 2). As equacles da reta apresentadas foram utilizadas para os calculos de

concentracdo dos metabolitos em todas as analises durante a validagdo do método.

Figura 7 — Linearidade das curvas-padrao dos metabolitos da dipirona em soro,
suas respectivas equag0es lineares e coeficientes de correlagao (r).
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Concentragdes dos metabolitos em todas as curvas: 3,13, 6,25, 12,50, 25,00, 50,00 e 100,00 pg/mL As curvas
representam a média de trés ensaios para cada metabdlito. Abreviaturas: Pl, padrdo interno, antipirina; 20
pa/mL; 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina e; 4-
MAA, 4-metil-amino-antipirina.
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De acordo com os resultados de linearidade dos quatro metabdlitos, o método se
mostrou eficaz em identificar e quantificar os metabolitos presentes na amostra de soro
proporcionalmente as concentracdes estudadas, atendendo o critério minimo de coeficiente de
correlacéo (r) de 0,990, estabelecido na RDC 166/17 (BRASIL, 2017).

Tabela 2 — Equacdes da reta em soro obtidas para os metabdlitos da dipirona.

" ~ Coeficiente de Coeficiente de Significancia da
Metabolito Equacéo da reta ~ N A
correlacdo (r) determinacdo (r?)  regressao linear
4-AAA y =0,0263x — 0,06068 0,9984 0,9969 p < 0,001
4-FAA y =0,0274x — 0,09225 0,9941 0,9970 p < 0,001
4-AA y =0,0073x — 0,02580 0,9972 0,9944 p < 0,001
4-MAA y =0,0125x — 0,00682 0,9976 0,9988 p < 0,001

Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina €;
4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

Além disto, a linearidade foi avaliada por meio da analise dos residuos da regressao
linear. Essa € uma forma de aferir se as amostras se comportam de forma a contribuir para
uma regressdo. Os residuos indicam a diferenca entre o valor real de concentracdo e o valor
estimado pela equacdo da reta, sendo, assim, uma variacdo natural dos dados, aleatoria ou
ndo, que o modelo ndo capturou (ROSSI, 2019).

O gréfico de probabilidade normal dos residuos de concentracdo deve seguir
aproximadamente uma distribuicdo aleatdria ao longo da linha de regressdo. Ao construir 0
grafico de residuos, se a distribuicdo dos pontos ocorrer de forma aleatéria em torno da média
das equacOes da reta, sem observar padrdes especificos, como curva S ou S invertida,
confirma-se que a equacdo da reta € um bom modelo matematico para representar os dados
obtidos experimentalmente. Porém, quando sdo violadas as pressuposi¢des do modelo, 0 uso
da anédlise de regressdo para andlise dos dados pode levar a resultados ndo fidedignos e
confiaveis para deducdo (PIMENTEL; BARROS, 1996).

A Figura 8 apresenta a distribuicdo dos residuos da regressdo linear em relacdo a
concentracdo dos metabolitos da dipirona. Assim, com base visual dos resultados, a
distribuicdo dos residuos ocorreu de forma aleatdria para todas as concentracdes dos
metabolitos. Considera-se, entdo, que os metabdlitos da dipirona aqui avaliados podem ser

matematicamente analisados e quantificados pela regressao linear.
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Figura 8 - Anélise dos residuos obtidos a partir das curvas de regressao linear.
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A linha continua vermelha representa a média das equacdes da reta. Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-
antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina e; 4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

A partir dos resultados apresentados, pode-se afirmar que o método analitico em
validacdo é capaz de obter respostas analiticas diretamente proporcionais as concentracoes
dos metabdlitos da dipirona (4-AAA, 4-FAA, 4-AA e 4-MAA) normalmente encontradas
apo6s a ingestdo de 1 g de dipirona. A afirmacdo € fundamentada pela relacdo linear
comprovada na faixa de 3,13 a 100,00 pug/mL estabelecida para 0 método.

No método por CLAE acoplada a espectrometria de massas descrito por Dominguez-
Rodriguez et al. (2012) também foi observada relacdo linear entre a razdo de area
(metabdlito/Pl), com concentra¢fes-dos metabolitos na faixa de 1 a 100 pg/mL. Aguiar et al.
(2013), por sua vez, reportaram linearidade nas faixas de 0,125 a 150 pug/mL para 4-AAA, 4-
FAA e 4-MAA, e de 0,042 a 50 pg/mL para 4-FAA em método CLAE acoplado a

espectrometria de massas.

4.2.3 Limite de Detecgdo e Limite de Quantificacdo

Os resultados para os limites de deteccdo e quantificacdo, obtidos através de calculo,
s&o mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) do método para quantificacdo dos
metabdlitos da dipirona em soro.

Metabdlito LD (ug/mL) LQ (ug/mL)
4-AAA 0,091 0,304
4-EAA 0,186 0,621
4-AA 2,478 8,260
4-MAA 0,508 1,694

Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina e;
4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

Pode-se observar que o LD e o LQ variaram entre os diferentes metabdlitos da
dipirona, sendo 0s menores limites encontrados para os metabdlitos 4-AAA e 4-FAA (Tabela
3). Diferentemente, no método proposto por Dominguez-Ramirez et al. (2012) o LD foi de
0,1 pg/mL para todos os metabolitos, enquanto o LQ foi de 1 ug/mL. Aguiar et al. (2013)
obtiveram LQ de 0,125 pg/mL para 4-AA, 4-AAA e 4-MAA e de 0,04 pg/mL para 4-FAA.
Por outro lado, Bachmann et al. (2020) encontraram LQ de 0,025 pug/mL para todos o0s
metabolitos. No entanto, os autores utilizaram sistema de CLAE acoplado a espectrometria de
massas, que € um meétodo mais sensivel que a deteccdo por UV utilizada no presente estudo.
De qualquer maneira, os diferentes LD e LQ apresentados nos varios estudos provavelmente
decorrem das diferentes naturezas da matriz, do método de extracdo e do método analitico
utilizado.

A capacidade de detectar e quantificar os metab6ltos na amostra € fundamental na
avaliacdo do método bioanalitico, visto que os limites devem estar de acordo com a
concentracdo esperada dos metabolitos no soro ap6s a ingestdo da dipirona. De acordo com
Levy et al. (1995), a concentragdo maxima (Cmax) dos metabdlitos apds a administracao oral
de 1 g de dipirona foi de 1,6 a 4,4 pg/mL para 4-AAA, 1,8 a 2,5 pg/mL para 4-FAA, 1,5a 2,7
para 4-AA, e 9,7 a 17,3 pug/mL para 4-MAA. Assim, 0 LD e o LQ para eada—um-des 0s
metabdlitos avaliados no presente estudo atendem as necessidades de acordo com as
concentracOes encontradas na literatura, exceto o metabdlito 4-AA, cujo LD foi de 2,478
png/mL (Tabela 3).

4.2.4 Efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz foi conduzida pela comparacgao das inclinagdes de duas

curvas-padréao de cada metabdlito, uma delas preparada em agua e outra em soro (Figura 9).
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Figura 9 — Curvas-padrdo preparadas com os metabdlitos em soro (coloridas) e em &gua

(cinza).
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As curvas representam a média de trés ensaios em &gua e em soro. Para melhor visualizagdo, os desvios-padrdo
ndo foram apresentados. Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-
AA, 4-amino-antipirina e; 4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

Para analisar o efeito matriz na extracdo e quantificacdo dos metabolitos da dipirona
no soro, foi aplicado inicialmente o teste F para avaliar a homogeneidade das variancias dos
coeficientes angulares das curvas. Conforme pode ser visto na Tabela 5 e de acordo com o0s
resultados do teste F (Tabela 4), os metabdlitos 4-AAA, 4-FAA e 4-MAA apresentaram
variancias homogéneas (F calculado inferior ao F critico), indicando — num primeiro
momento — que ndo houve efeito matriz, enquanto o metabdlito 4-AA apresentou variancias
diferentes (F calculado superior ao F critico), ou seja, houve efeito matriz nesse metabdlito
(Tabela 4).

Em seguida, o efeito matriz para todos os metabdlitos foi avaliado pela comparagéo
das médias das inclinagbes das curvas usando-se o teste t de Student para variancias
combinadas (4-AAA, 4-FAA e 4-MAA), e pelo teste t de Student para variancias distintas (4-
AA). Assim, de acordo com o teste t, foi confirmado que ndo houve efeito matriz para os
metabdlitos 4-AAA (p = 0,344) e 4-FAA (p = 0,172), ou seja, a diferenca visual observada se
deveu as flutuacdes aleatorias das medidas e, de fato, para o metabdlito 4-AA houve efeito
matriz (p = 0,013). Entretanto, para o metabolito 4-MAA, o qual apresentou variancias

homogéneas, de acordo com o teste t houve diferenga estatistica entre os coeficientes
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angulares (p = 0,003). Ou seja, ocorreu efeito matriz para os dois metabolitos, 4-AA e 4-

MAA (Tabelas 4 e 5), confirmando a observacdo visual das curvas na Figura 9.

Tabela 4 — Teste F e teste t de Student para analise do efeito matriz com base no
coeficiente angular.

4-AAA 4-FAA 4-AA 4-MAA
F critico a 5% = 19,00
F calculado = 1,68 F calculado = 2,07 F calculado = 53,0 F calculado = 2,27
Néo ha efeito matriz Néo ha efeito matriz Ha efeito matriz Néo ha efeito matriz
t critico a 5% = 2,78
t calculado = 1,07 t calculado = 1,66 t calculado = 8,64 t calculado = 6,64
N&o h efeito matriz N&o h4 efeito matriz H4 efeito matriz H4 efeito matriz

Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina €;
4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

Tabela 5 — Coeficientes angulares das curvas-padrao preparadas em solvente (dgua) e

em SOoro.
Curva-padrao agua Curva-padrao soro
- - - Delta (%)
Metabolitos Coeficientes angulares Coeficiente angulares (média)
4-AAA 17.853 £ 761 17.083 £ 761 -4,31
4-FAA 19.188 + 818 17.814 £1.178 -7,16
4-AA 17.491 £ 279 7.254 £2.0332 -58,62
41-MAA 15.408 + 1.049 8.129 + 1,583 P -47,24

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrdo de nove ensaios para cada curva. P = 0,013; P P =
0,003. Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-
antipirina e; 4-MAA, 4-metil-amino-antipirina.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5, o efeito matriz do soro foi
irrelevante para as medidas dos metabolitos 4-AAA e 4-FAA, com variacdo média entre 0s
coeficientes angulares de -4,3% (p = 0,344) e de -7,2% (p = 0,172), respectivamente. Todavia,
o efeito matriz do soro para os metabdlitos 4-AA e 4-MAA foi altamente expressivo, com
médias de -58,5% (p = 0,013) e -47,2% (p = 0,003), respectivamente.

O efeito matriz é evidenciado em matrizes complexas, onde a intensidade do sinal é
influenciada pela natureza complexa da amostra, e seu impacto na exatiddo e precisdao dos
métodos analiticos é uma preocupacéo crescente na validagcdo de métodos (GUEDES, 2014).
No meétodo em questdo, observou-se que a matriz influenciou principalmente a quantificacéo
dos metabdlitos 4-AA e 4-MAA, onde ocorreu supressdo do sinal analitico, de modo que a

concentracdo sérica desses metabdlitos calculada por meio das curvas-padréo preparadas em
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agua apresentou concentracdo subestimada. Desta forma, o efeito matriz mostrou ser
metabolito-dependente, tendo em vista que ndo houve influéncia nas medidas dos metabolitos
4-AAA e 4-FAA. Assim, para o presente método, sugere-se a quantificacdo dos metabolitos
em amostras de soro desconhecidas por meio da adi¢do de padrdo interno as amostras e as
curvas-padréo preparadas em soro isentos de metabdlitos. Na pratica, a técnica de adicdo do
padrdo interno poderd ser aplicada a todos os metabolitos, pois os quatro metabolitos serdo
medidos numa Unica corrida analitica, e extraidos iguakmente em conjunto de uma amostra de
soro com adi¢do de padrao interno.

Na literatura cientifica sdo poucos os estudos de validagdo de métodos para quantificar
0s metabolitos da dipirona que avaliaram o efeito matriz. No entanto, aqueles que discutiram
esse parametro ndo encontraram diferencas significativas entre a resposta da matriz e do
solvente para nenhum dos metabolitos (AGUIAR et al., 2013; BACHMANN et al., 2020).

Diferentemente do presente estudo, Aguiar et al. (2013) avaliaram o efeito matriz
usando um método de “pico pos-extracdo”, em que amostras de plasma (sem metabolitos)
foram submetidas ao método de extracdo com hidroxido de sédio e diclorometano e, em
sequida, solucdes padrdo de 4-MAA, 4-FAA, 4-AA e 4-AAA e de padrdo interno foram
adicionadas ao sobrenadante. Apds isso, as areas foram comparadas com aquelas obtidas dos
padrGes em solvente (dgua) nos mesmos niveis de concentracdo. Os valores foram expressos
em percentagem e variaram de 3 a 12% (AGUIAR et al., 2013). Por outro lado, Bachmann et
al. (2020) compararam a area dos picos dos metabdlitos apos extracdo de amostras de plasma
adicionadas com padrdes (metabdlitos) e de padrdes em solvente (dgua e metanol), onde o
efeito matriz foi expresso pela razdo de &rea do metabolito em plasma/area do metabdlito em
solvente (agua e metanol). A matriz plasmatica alterou a intensidade do sinal dos metabdlitos
da dipirona em -28,3% a 1,0%, porém os autores desconsideraram esses resultados.

Em geral, para os metabolitos 4-AAA e 4-FAA, as amostras de soro foram
eficientemente extraidas e ndo necessitam purificacdes extensas como indicado pelo menor

efeito matriz observado para esses metabdlitos no presente estudo.
4.2.5 Precisao e Exatidao
A Tabela 6 mostra os valores medios do estudo da precisdo, por meio das analises de

repetibilidade (intra-dia) e da precisdo intermediéria (inter-dias), e da exatiddo (recuperacgéo)

do método.
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Os valores de desvio padrdo relativo (DPR, ou CV) intra-dia variaram, em média,
2,4% para 4-AAA; 2,6% para 4-FAA,; 16,7% para 4-AA e; 12,9% para 4-MAA. A DPR inter-
dia (precisdo intermediaria) foi de 4,6% para a 4-AAA; 1,6% para 4-FAA; 26,1% para 4-AA
e; 18,1% para 4-MAA. De acordo com os resultados médios, uma maior variabilidade foi
evidente na quantificacdo dos metabolitos 4-AA e 4-MAA (Tabela 6).

Segundo o critério estabelecido pela FDA para aceitacdo da precisdo, variagdo maxima
de 15% do valor nominal para, no minimo, 67% dos resultados. Ao analisar os metabolitos
individualmente, a 4-AAA apresentou 68% e a 4-FAA apresentou 91% dos resultados das
amostras com variagdo maxima de 15%. Enquanto a 4-AA e a 4-MAA apresentaram apenas
30% e 22%, respectivamente, de amostras dentro da variacdo permitida de 15%. Dessa forma,
0 método se mostrou preciso somente para os metabolitos 4-AAA e 4-FAA (Tabela 6).

Portanto, com base nos resultados do presente estudo, o método foi preciso para a
andlise de dois dos quatro metabdlitos da dipirona em soro humano. No entanto, a precisao
analitica é mais importante quando se busca monitorar um parametro com dosagens seriadas,
pois a variacdo de resultado deve representar a mudanca do analito no organismo e ndo a
variabilidade intrinseca do método bioanalitico. Para a quantificacdo de um analito em
momento isolado, é mais importante que o método seja exato, ou seja, apresente resultado
préximo do verdadeiro.

Alguns estudos demonstraram métodos para a quantificacdo dos metabolitos da
dipirona mais precisos. O método descrito por Bachmann et al. (2020) apresentou
repetibilidade de 12,7% e precisdo intermediaria de 9,7%, enquanto o de Ojha, Rathod e Padh
(2009) foi de 1 a 11% para repetibilidade e de 5 a 9% para precisao intermediaria. Porém, a
metodologia utilizada nos estudos citados (CLAE acoplada a espectrometria de massas) €
reconhecida pela melhor exatiddo, precisdo na medida de massas, resolucao, faixa dinamica e
reprodutibilidade (MEURER, 2020).

No presente estudo, 0 método de extracdo resultou em recuperacdo geral de 75,6 a
113,1%. A recuperacdo média dos metabdlitos nas diferentes concentracdes, avaliada por
injecGes em triplicata das amostras, foi de 96,5% para 4-AAA, 103% para 4-FAA, 100,7%
para 4-AA e 88,4% para 4-MAA. Apenas um dos metabdlitos, em sua maior concentragdo (4-
MAA, 50 pg/mL), apresentou uma recuperagdo menor que o limite minimo de 80% aceito,
sendo de 75,6%. No entanto, dificilmente as concentragcOes avaliadas sdo encontradas no soro
apos a ingestdo de 1 g de dipirona, sendo de 9,7 a 17,3 ug/mL para a 4-MAA (LEVY et al.,
1995).
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Tabela 6 — Precisdo (repetibilidade e precisao intermediaria) e exatiddao do método para a
quantificacdo dos metabdlitos da dipirona.

Repetibilidade Precisdo intermediaria
(n=3)
Ct Ce DPR Recuperacéo Ce DPR
(Mg/mL) | (pg/mL) (%) (%) (Hg/mL) (%)
12,5 13,8 3,6 110,3 13,4 10,2
25,0 25,2 2,5 100,9 25,3 0,5
4-AAA
50,0 42,2 1,0 84,3 40,6 3,2
Média 2,4 98,5 Média 4,6
12,5 12,6 0,1 100,5 13,9 0,8
25,0 27,4 0,5 109,5 25,7 2,1
4-FAA
50,0 49,4 7,3 98,8 50,0 2,0
Média 2,6 102,9 Média 1,6
125 14,1 20,0 113,1 11,8 22,6
25,0 20,4 23,2 81,4 12,6 32,6
4-AA
50,0 53,8 6,8 107,6 45,8 23,0
Média 16,7 100,7 Média 26,1
12,5 11,3 18,0 90,3 9,0 6,2
25,0 24,8 10,6 99,4 19,5 18,1
4-MAA
50,0 37,8 10,2 75,6 29,1 30,1
Média 12,9 88,4 Média 18,1

Abreviaturas: 4-AA: 4-aminoantipirina; 4-AAA: 4-acetilaminoantipirina; 4-FAA: 4-formilaminoantipirina; 4-
MAA: 4-Metilaminoantipirina; C:: concentracdo teorica; C.: Concentracdo encontrada (média de trés analises em
triplicata); DPR: desvio padréo relativo ou coeficiente de varia¢do (CV).

Considerando o limite de recuperacdo de 20% (80 a 120%), o método para
quantificacdo dos metabolitos apresentou-se exato, com resultados comparaveis aqueles
apresentados por Dominguez-Ramirez et al. (2012), os quais encontraram recuperagao nas
faixas de de 97 a 102% para 4-AAA, e 97 a 103% para 4-FAA, 89 a 100% para 4-AA, e
100 a 108% para 4-MAA, com uma boa precisdo (DPR ou CV < 8%). Bachmann et al.
(2020), que também encontraram recuperacao de 93 a 100% para 4-AAA, 97 a 102% para
4-AA, e 95 a 106% para 4-MAA. No entanto, o primeiro estudo ndo discutiu o efeito
matriz, que pode influenciar na extracdo/recuperacdo, e 0 Segundo ndo encontrou
influéncia significativa da matriz no desempenho analitico do método, como foi visto no
presente estudo para os metabdlitos 4-AA e 4-MAA.
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4.2.6 Estabilidade dos metabdlitos na amostra
Atraveés da andlise da Tabela 7, verificou-se que os metabdlitos da dipirona ndo foram

estaveis em soro quando armazenados em temperatura de -20 °C e -80 °C por 15 e 30 dias.

Tabela 7 — Estabilidade dos metabdlitos da dipirona em soro ap6s 15 e 30 dias de
armazenamento em diferentes temperaturas.

MeabSItos  qgine) | ggmy  gmb | Gomy  geim)
17,4 9,6 (-45%) 7,0 (-60%) 8,0 (-54%) 5,0 (-71%)
4-MAA 27,9 11,9 (-57%)  225(-19%) | 12,9 (-54%) 11,9 (-57%)
46,9 17,0 (-64%) 41,0 (-13%) | 26,0 (-45%) 33,5 (-29%)
6.3 8,0 (27%) 70(11,1%) | 17,6 (179%) 11,0 (75%)
4-AA 11,8 12,0 (2%) 12,0 (2%) | 36,5(200%) 27,1 (130%)
34,4 440 (28%) 53,0 (54%) | 29,0 (-16%) 48,0 (40%)
16,0 16,1 (1%) 15,7 (-2%) 17,3 (8%) 15,0 (-6%)
4-FAA 272 31,0 (14%) 26,4 (-3%) 32,1 (18%) 28,2 (4%)
54,7 67,0 (22%) 57,7 (5%) 72,0 (32%) 56,0 (2%)
128 13,5 (5%) 11,8 (-8%) 13,3 (4%) 11,0 (-14%)
4-AAA 21,0 24,8 (18%) 21,2 (1%) 19,7 (-6%) 21,4 (2%)
39,5 62,5 (58%) 42,9 (9%) 42,0 (7%) 42,0 (7%)

Abreviaturas: 4-AAA, 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA, 4-formil-amino-antipirina; 4-AA, 4-amino-antipirina;
4-MAA, 4-metil-amino-antipirina; Cq1: concentracdo dia 1; Cqis: concentracdo dia 15; Ceso: concentracéo dia 30.
Entre parénteses encontra-se a diferenca percentual considerando Cq como 100%.

Tendo em vista a falta de estabilidade observada apés 15 e 30 dias de armazenamento
das amostras nas diferentes temperaturas, exceto para os metabdlitos 4-AAA e 4-FAA nas
concentracdes de 12,8 e 16,0 pug/mL, respectivamente (Tabela 7), analises adicionais foram
feitas apés 1 a 5 dias das amostras armazenadas a -20° C e -80° C e com a temperatura
adicional de 4 °C (Tabela 8).

Assim, como pode ser visto nas Tabelas 7 e 8 e considerando o limite de variagio
permitida de 15%, o método avaliado ndo permitiu a conservacdo das amostras de forma
refrigerada ou congelada para posterior analise. Desta forma, em estudos in vivo as amostras
deverdo ser avaliadas no mesmo dia da coleta de sangue.

No entanto, a analise da estabilidade pode estar comprometida considerando a
imprecisdo do método abordada previamente. Como visto na Tabela 5, a 4-AA e 4-MAA
foram os metabdlitos que mais sofreram variabilidade entre os dias analisados, concordando
com os resultados anteriores. Além disto, é possivel considerar a possibilidade de eventuais

(bio)-transformagdes dos metabolitos da dipirona in vitro. Essa especulagdo é decorrente da
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observacgdo geral do maior nimero de varia¢des negativas para o metabdlito 4-MAA e maior
ndmero de variagbes positivas nos demais metabolitos, particularmente nos periodos de
armazenamento de 15 e 30 dias (Tabela 7). Porém, estudos adicionais deveréo ser realizados
para a confirmacao de tal ocorréncia.

Curiosamente, Bachmann et al. (2020) verificaram que amostras de plasma contendo
0,5, 1,0 ou 7,5 pg/mL dos quatro metabolitos foram estaveis por pelo menos trés meses na
temperatura de -20 °C. Igualmente, outros estudos também verificaram estabilidade dos
metabolitos por, pelo menos, quatro semanas a -20 °C (DOMINGUEZ-RAMIREZ et al.,
2012; AGUIAR et al., 2013). No entanto, todos esses trabalhos avaliaram a estabilidade de

amostras contendo concentragGes menores que as avaliadas no presente estudo.
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Tabela 8 — Estabilidade dos metabolitos da dipirona em soro em 5 dias de armazenamento em diferentes temperaturas.

4°C -20 °C -80°C
Metabdlitos Ca Ca2 Cas Caa Cas Ca2 Cus Caas Cds Ca2 Cuas Cus Cas
(Mg/mL)

8,6 10% -15% -20% -17% 10% 0% 6% 14% -27% 48% -13% 25%

4-MAA 15,6 -21% 6% 13% -10% 17% 34% 15% 59% -12% -28% -31% -20%
37,8 25% -30% 7% -6% -55% -18% -19% -25% 21% -5% -23% 43%
14,1 16% -12% -22% -45% -20% -45% -23% -12% 14% -42% -18% 13%

4-AA 18,1 -2% -20% 16% 20% -34% -40% -16% -54% -20% -28% 10% -33%
53,1 32% 3% -14% -30% -43% -15% -2% 4% 13% -17% -22% -25%
12,8 45% -1% 21% -11% 16% 12% -3% -59% 3% 41% 2% -25%

4-FAA 24,0 39% 3% 10% -18% 37% -1% -12% -13% 17% 15% -15% 6%
48,8 17% 16% 24% -19% -44% 15% 10% 7% 16% 9% 8% 12%
13,3 30% -7% 22% -9% 11% 0% 1% -56% -6% 34% -6% -29%

4-AAA 24,8 27% -2% 12% -20% 24% -10% -9% -8% 4% -5% -29% 5%
39,1 5% -3% 17% -25% -49% 2% 4% 0% -1% -7% 1% -10%

Abreviaturas: 4-AAA: 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA: 4-formil-amino-antipirina; 4-AA: 4-amino-antipirina; 4-MAA: 4-metil-amino-antipirina; Cq1: concentracdo dia 1;
Ca2: concentragdo dia 2; Cqs: concentracdo dia 3; Cga: concentracdo dia 4; Cgs: concentracdo dia 5. Os valores representam a diferenca percentual considerando Cq1 como

100%.
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5. LIMITACOES E PONTOS FORTES

Como limitacBes metodoldgicas no estudo destaca-se a realizacdo das analises em
momentos diferentes, com grande variagdo de temperatura ambiente entre os periodos de
verdo e inverno, o que pode ter influenciado alguns resultados. Porém, o estudo possui
inimeros pontos fortes, como por exemplo, corrida cromatografica de pouco tempo, método
de extracdo simples e pouco gasto com solventes.

Entretanto, por mais que a metodologia tenha sido rédpida e seletiva, as condicfes
operacionais adotadas para as extracdes e para as analises cromatograficas podem ainda ser
aperfeicoadas, como por exemplo, o emprego de diferentes solventes para as extracdes e para
a fase mdvel na cromatografia e a utilizacdo de coluna cromatografica com fase estacionaria

distinta.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, o0 método escolhido para a quantificacdo dos
metabdlitos da dipirona foi seletivo para os quatro metabdlitos estudados, 4-AAA, 4-FAA, 4-
AA e 4-MAA. Além disto, o método apresentou resposta linear entre as concentracdes
estudadas de 3,13 a 100,00 pg/mL, com coeficientes de correlacdo (r) maiores que 0,99 como
recomenda a RDC 166/17 (ANVISA, 2017).

Para os metabolitos 4-AAA e 4-FAA, ndo houve efeito matriz. Entretanto, a matriz
soro interferiu na quantificagdo dos metabolitos 4-AA e 4-MAA impossibilitando o uso da
equacdo da reta preparada em solvente, necessitando, assim, da técnica de adicdo de padrédo
interno as amostras de soro e curvas padrdo construidas com metabdlitos adicionados em
soros livres de metabolitos. Com base nos resultados, 0 método mostrou ser exato para todos
0s metabdlitos nas concentragdes seéricas usualmente encontradas apds ingestdo de 1g de
dipirona. No entanto, foi preciso apenas para os metabolitos 4-AAA e 4-FAA. De forma
geral, as amostras de soro ndo se mostraram estaveis para analise nos dias subsequentes a

coleta da amostra.

Quadro 3 — Resumo dos resultados para a validacdo do método.

Metabdlitos

Parametros de 4-AAA 4-FAA 4-AA 4-MAA
validacéo

Seletividade

Linearidade

Exatidao

LDeLQ

Precisao

Efeito matriz

Estabilidade Q 0

Abreviaturas: 4-AAA: 4-acetil-amino-antipirina; 4-FAA: 4-formil-amino-antipirina; 4-AA: 4-amino-antipirina;
4-MAA: 4-metil-amino-antipirina

0000
000
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Em concluséo, o método de CLAE validado é adequado para identificar e quantificar
0s metabdlitos da dipirona em soro. Estudos adicionais serdo conduzidos no laboratorio para
avaliar as condi¢bes metodoldgicas e operacionais em estudo de farmacocinética, e, assim,
verificar se os resultados encontrados neste estudo satisfazem as concentragdes séricas reais

dos metabdlitos que serdo encontradas apds ingestdo de 1g da dipirona.
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Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA INTERFERENCIA IN VIVO DA DIPIRONA EM DE TERMINAGOES DE
PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS

Pesquisador: Flavia Martinetio

Area Tomitica:

Versao: 1

CAAE: 33833120.8.0000.0121

Instituigio Proponente: Urvversidade Federal de Santa Catarna
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

Numero do Parecer: 4 141 744

Apresentacso do Projeto:

Intervencio: administracio oral de dipirona 1000mg, pos coleta basal @ mais 4 coletas seriadas (25 25e5
noras apos INQestao)

Tamanho amostral: 10

Critério de Inclusiio: individuos sauddveis de ambos os sexos, com idade entre 18.60 anos.

Critério de Exciusso: hipersensibilidade A dipirona ou a qualquer um dos componentes da formutacdo ou a
outras pirazolonas ou a pirazolidinas, individuos com deficiéncia congénita da glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD), Individuos com doengas crinicas (como diabetes, obesidade e hiperensio),
individuos com funcio da medula dssea prejudicada ou doencas do sistemna hemalopostico, iIndividuos que
tenham desenvolvido broncoespasmo ou outras reagdes anafiiactdides com analgésicos tais como
salicilatos, paracetamol, diciofenaco, ibuprofeno, indometacina, naproxeno, individuos com porfiria hepdtica
aguda intermilente, individuos intolerantes 30 dicodl, corantes e/ou conservantes, mulheres gravidas ou em
lactagho, individuos que fazem uso de tabaco, uso cronico de dlcool ou uso continuo de medicamentos, &
que tenham IMC inferior a 18,5 e igual ou superior a 26.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primanio. avalar a interferéncia in vivo da dipirona em determinagtes de pardmetros bloguimicos
séricos,
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Objetivos secunddrios: a) Avaliar a concentracio sérica dos quatro principais metabdlitos da dipirona (4-
MAA, 4-AA, 4-FAA & 4-AAA) am amostras de soro coletadas de individuos saudaveis 25 50 e 10 horas
apos o consumo de 1000 mg do medicamento; b) Avaliar a interferéncia in vivo da dipirona nas
determinagbes dos pardmetros biogquimicos de rotina em amostras de soro obtidas de individuos sauddveis
em diferentes lempos apds a ingestdo de 1000 mg do medicamento. ¢) Sugerir 0 tempo ideal para
suspensio do uso do medicamento antes da coleta de sangue para a andlise dos referidos pardmetros
avallados.

Avaliagido dos Riscos e Beneficios:

Riscos: de acordo com a bula do medicamento, nio 56 deve ngernr dose masor do que 4000 mg de dpirona
por dia. Assim_ a dose que ofa) sifa) estard Ingerindo encontra-se dentro do permitido

Os possiveis riscos 4 sua integridade fisica 880 relacionados 00 desconforto de engolir dois comprmidos e
206 oventos adversos provistos na bula da dpirona como reacdes alérgicas, distirtsos de pelo (coceira ate
erupcbes cutineas), inchaco, falta de ar, problemas de sangramento, problemas digestivos e distiebios do
sangue. 08 quais podem desenvolver-se imediatamente apds a iIngest3o da dipirona ou horas mals tarde.
Contudo, a tendéncia normal é que estes eventos ocorram na primeira hora apés a administracio. Também
ha o nisco relacionado a coleta de sangue, como dor no local da pungdo e formagso de hematoma. Alem
disto, pode haver desconforto emocional pelo uso do seu lempo ou algum constrangimento

Beneficios: o benefico do voluntirio am particpar da pesquisa & conibuyr para uma adequada onentagio
0o paciente ¢ do médico solicitante, se 0 uso da dipirona pode interfery ou NS0 Nos exames laboratorials
estudados e onentacio sobre o lempo de suspensio prévia (ou ndo) do uso deste medicamento anles da
coleta de sangue para realzacio dos exames, a fim de evitar resultados alerados @ ndo fidedignos A clinica
do paciente.

Comentarios ¢ Consideracdes sobre a Pesquisa:
Projeto de pesquisa para elaboragso de Trabalho de Conclusiio de Curso do Curso de Graduagio em
Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina, sob onentagso da Profa. Dra. Flavia Martinelio.

Consideracoes sobre 0s Termos de apresentacio obrigatoria:

« Apresenta TCLE,

- Folha de rosto assinada eletronicamente pela coordenadora do Curso de Graduagao em Farmaca, Profa.
Dra. Mareni Rocha Fanas, em 150672020,

- Carta de anuvéncia do Laboratono de Pesqusa em Lipideos. Antiodantes e Alerosclerose da
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Universidade Federal de Santa Catarina, eletronicamente assinada pelo responsdvel legal, Prof. Dr. Edson
Luiz da Séva, em 16062020

- Carta de anuéncia do Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina,
eletronicamente assinada pela responsivel legal, Profa. Dra. Lucy Mara Bez B. Parucker, em 16/06°2020

Recomendagoes:

Nada a recomendas

Conclusdes ou Pendéncias o Lista de inadequagtes:

O projeto ndo apresenta pendéncias a'ou inadequactes O TCLE esth adequado
Consideracdes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacio (versdo projeto 22/06/2020 e TCLE 22/08/2020) refere-se apenas
20s aspectos éticos do projeto

Qualguer alleracio nestes documentos deve ser encaminhada para avallagio do CEPSH. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utiizada devers corresponder na integra & versdo vigente
aprovada.

Este parecer fol elaborado baseado nos documaentos abalxo relacionados:
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