Ano II, Volume II, Numero I

Janeiro — Junho de 2011

1. Graduando em Medicina, Unidade
Académica de Ciéncias Médicas
(UACM). Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS).
Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG).

2. Farmacéutica. Laboratério
Multidisciplinar. Unidade Académica de
Ciéncias da Saude (UACS). CCBS —
UFCG.

3. Professor Adjunto de Farmacologia e
Toxicologia. Unidade Académica de
Ciéncias da Saude (UACS). CCBS —
UFCG.

Correspondéncia: R. Cap. Jodo Alves
de Lira, n.447, ap. 402. Prata. Campina
Grande (PB). CEP: 58400-560.

Email: sjimariz22@hotmail.com

ANALISE DA SALICILEMIA PELO METODO DE TRINDER EM PACIENTES
CARDIOPATAS NO HUAC

Pierre Vansant Oliveira Eugenio’, Luana Pinto de Arruda Sales’, Saulo Rios
Mariz’.

RESUMO

Apresenta-se um estudo clinico laboratorial prospectivo, que objetiva
analisar os niveis de salicilatos presentes no soro de pacientes portadores de
afecgbes cardiovasculares sob tratamento prolongado com acido acetil salicilico
(AAS) para prevencdo de eventos tromboembdlicos. Nessa perspectiva, e
baseados nos valores de referéncia de salicilemia, utilizamos o método
colorimétrico de TRINDER (1954) para determinacao da salicilemia. Observou-
se correlagdo entre as doses ingeridas de AAS e os valores encontrados de
absorbancia, 0s quais apresentaram pequena variancia ao se comparar
diferentes amostras de pacientes sob uma mesma posologia de AAS. Estes
resultados evidenciam que o método € capaz de avaliar a adesédo ao tratamento
e indicar necessidade de reajustes posologicos que resultardo em otimizagdo do
tratamento e promogé&o do uso racional do medicamento.

Palavras-Chaves: salicilatos; dosagem; prevencgao; cardiopatias.

SALICILEMIA ANALYSIS BY TRINDER LABORATY METHOD IN PATIENTS
WITH HEAR DISEASE IN HUAC.

ABSTRACT

We present a Laboratory prospective clinical study, which lends itself to
analyzing the behavior of the level of salicylate present in the serum of patients
with cardiovascular diseases in chronic use of derivatives of salicylate to prevent
thromboembolic events. From this perspective, and based on reference values of
salicilemia, we use the method of Trinder (1954). We observed correlation
between intake of AAS and the values of absorbance found, which showed small
variance when comparing different samples from patients under a same dosage.
The results show that the method is able to evaluate adherence to treatment and
to indicate need for dosage adjustments that will result in an improve of the
treatment and promotion of rational use of this medicine.

Key Words: salicylates; dosage; prevention; heart diseases.
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INTRODUGAO

Os derivados dos salicilatos estao entre os
mais antigos medicamentos que ainda ocupam
um lugar importante na terapéutica moderna. Em
2011 o acido acetilsalicilico (AAS) completa 110
anos e é considerado o medicamento mais
conhecido e vendido no mundo. Possui 540
marcas comerciais distribuidas por todos os
paises, além do fato de que, a cada ano, surgem
estudos sobre novas possibilidades de indicagbes
para esse farmaco.

Como protoétipo dos anti-inflamatorios
nao-esteroidais (AINEs), uma das categorias de
agentes farmacoldgicos mais consumidos pela
populagéo, o AAS é utilizado como analgésico,
inclusive para cefaleias, como antipirético e
também como anti-inflamatério no tratamento da
artrite reumatoide, osteoartrite, febre reumatica e
outras condigbes semelhantes. Também inibe a
agregacao plaquetaria, prevenindo a formagao de
trombos, com varias indicagbes para o combate
de doencas cardiovasculares tais como a
prevencédo do infarto do miocardio, angina
instavel e outros estados de isquemia cardiaca e
eventos tromboticos no cérebro(1).

Muitas das cardiopatias séo de evolugéo
cronica e necessitam de tratamento prolongado,
mas a evolugdo e o prognostico sdo muito
variaveis. Como a terapia dependera do tipo de
doenca e do paciente em si, o diagnéstico correto
e o tratamento adequado s&o fundamentais para
um prognostico mais favoravel. O AAS é um
farmaco muito presente na terapéutica de
cardiopatias pela sua agao de antiagregante
plaquetario e efeito colaborador na prevengéo do
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infarto e da angina. Todavia, variagdes na
concentracdo orgénica do farmaco podem
resultar em intoxicagédo ou efeito subterapéutico.
Como causas relacionadas a esses problemas,
podemos citar: mudangas no regime
farmacoterapico; interagdes medicamentosas
com alteragdes nos parametros cinéticos do
paciente e, ainda, uso prolongado ou em altas
doses do farmaco (2,3).

Com um intuito de prevenir tais riscos
presentes ndo somente com o uso do AAS, mas
de todo e qualquer medicamento, surgiu 0 que se
convencionou chamar de monitorizagao de
drogas terapéuticas (MDT ou, noinglés, TDM). Tal
procedimento consiste em identificar quali e
quantitativamente o farmaco usado, em uma
amostra biolégica do paciente (normalmente no
sangue, plasma ou soro) de modo a verificar se a
concentragéo obtida encontra-se dentro da faixa
terapéutica para determinado farmaco em dada
indicagéo4.

A determinacdo do nivel de salicilato
plasmatico é util para monitorar a adesdo do
paciente ao tratamento além de surgimento e/ou
exacerbacgdo de efeitos biologicos indesejaveis,
posto que, no caso de alteragdo do regime de
dosagem, um pequeno acréscimo na dose podera
provocar um desproporcional aumento da
salicilemia. Dessa forma, o método empregado
nessa pesquisa, por ser simples e de baixo custo,
pode contribuir para solucionar uma lacuna
existente na otimizagdo do uso clinico deste
importante farmaco.

A Salicilemia é o termo usado para se
referir ao nivel de salicilatos, como o0 AAS e acido
salicilico, presentes no fluido sanguineo em geral.
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Na pratica, usa-se como amostras
recomendadas, o plasma ou o soro. Entretanto,
esses farmacos podem ser determinados em
outros fluidos biolégicos como a urina, conforme a
finalidade da analise. A determinacdo dos niveis
de salicilatos pode ser feita por um método
analitico de baixo custo, exatiddo e precisdo
adequadas, a saber, o método de Trinder, o qual
se utiliza da técnica de espectrofotometria na
regido do visivel. Em tal procedimento analitico, a
concentragcdo do acido salicilico (produto de
biotransformacgao do acido acetilsalicilico) esta
diretamente relacionada a intensidade da
coloragédo violeta do complexo formado entre o
salicilato e o ion férrico oriundo do reagente
cromogénico, o cloreto férrico. A quantidade do
complexo formado é diretamente proporcional a
quantidade do analito (acido salicilico) presente
na amostra (sangue), posto que a quantidade de
reagente seja fixa. Esse complexo corado é
quantificado pela medida da absorbancia da luz
em 540 nanOmetros, que atravessa o tubo de
ensaio com a amostra adicionada de reagente,
em comparagdo com uma solugdo-padrao do
analito em concentracdo conhecida, também
adicionada de reagente(5,6).

A eficacia do método de Trinder para
determinagao da salicilemia entre usuarios
crénicos de AAS tem sido comprovada por
estudos diversos. Em um deles, foram
analisadas, pelo método colorimétrico de Trinder
e espectrofluorimétrico de Baselt, 34 amostras de
soro de criangas portadoras de artrite reumatoide
juvenil, em tratamento com aspirina, associado ou
ndo a outros anti-inflamatoérios. Os resultados

foram concordantes, mostrando a eficacia do
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emprego do método de Trinder para a
monitorizagdo terapéutica do AAS (5). Outros
elementos influentes na escolha desse método
sdo: o fato deste ser muito simples, rapido, pouco
oneroso, de facil execugdo e, sobretudo, de
eficacia analitica adequada ao proposito.

Apesar do método de Trinder ja ter sido
publicado e validado para determinagcao de
salicilemia(5), € sabido que as condic¢bes
laboratoriais variam e que, ao implantar-se um
método validado, deve-se proceder aos estudos
de avaliagdo dos parametros de confianga do
procedimento analitico que se propde a empregar
o referido método com determinada finalidade.
Isso, para otimizar, ou seja, encontrar as
condigcbes ideais de execugdo da metodologia
proposta. Portanto, antes do emprego desse
método para a determinagdo da salicilemia em
pacientes cardiopatas do HUAC, procedemos a
otimizacdo do procedimento analitico no
Laboratorio Multidisciplinar (CCBS/UFCG)
através da avaliagao de parametros de confianga,
a saber, exatidao, repetibilidade e
reprodutibilidade (7).

A analise dos resultados aqui expostos foi
apresentada aos prescritores para avaliagéo da
necessidade e/ou viabilidade de proceder-se
reajustes posoldgicos. Espera-se estimular outras
instituicbes a desenvolverem parcerias clinico-
laboratoriais semelhantes de modo a otimizar o
uso do AAS como antiagregante plaquetario em
cardiopatas, colaborando com a promogao do uso
racional desse medicamento.

METODOLOGIA

1
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Este estudo foi conduzido em
conformidade com a Declaragdo de Principios
Eticos e de Boas Praticas Clinicas. Apds
adequacgao e aprovagao por parte do Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Alcides Carneiro (CPE-HUAC), protocolo de
numero 30062010 foi iniciada, no ambulatério de
cardiologia, a selecdo de pacientes. A assinatura
do Termo de consentimento livre e esclarecido foi
obtida de cada participante antes de quaisquer
procedimentos relacionados ao estudo.

Todos os potenciais participantes foram
selecionados entre os pacientes listados a serem
atendidos no ambulatério de cardiologia do
referido servico. Todos os pacientes incluidos
concordaram em preencher um questionario, no
qual foram coletadas informag¢des socio-
econdmicas e dados clinicos relevantes a
pesquisa.

Populagao Estudada

Pacientes elegiveis eram homens ou
mulheres com idade entre 18-85 anos com
historia de afec¢des do sistema cardiovascular
em uso de AAS ha mais de seis meses para
profilaxia de eventos tromboembdlicos. Foram
excluidos pacientes que nao preenchiam os
critérios acima, mulheres que estavam gravidas
ou amamentando.

A partir da coleta de 5mL de sangue de
cada paciente foi extraido o soro necessario para
aplicagdo do método colorimétrico de Trinder. As
amostras foram refrigeradas por até 3 dias antes
de sua analise, sem que houvesse prejuizo no
resultado dos testes.
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Protocolo Analitico

Para melhor preciséo analitica todas as
amostras foram armazenadas e analisadas no
Laboratorio Multidisciplinar do Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude (Lab Multi— CCBS), sendo
utilizados os mesmos equipamentos laboratoriais.
Neste ensaio utilizamos o espectrofotdmetro
Marca Thermo, Modelo Genesys 10Vis, Agitador
tipo Vortex, marca AAKER, modelo QL-901 e a
centrifuga, marca Bio Eng, Modelo BE600O.

Para a produgéo da solugdo padréo de
salicilato (500 mg de acido salicilico / 100 mL)
foram dissolvidos 580 mg de salicilato de sédio em
100 mL de agua destilada, sendo adicionado
cloroférmio como conservante. Essa solugao foi
mantida sobre refrigeragdo por no maximo seis
meses. Para produgéo do reativo cromogénico, foi
realizada a mistura de 40 g de cloreto mercurio
com 40 g de nitrato férrico (Fe(NO3)3.9H20) em
850 mL de agua deionizada; adicionou-se 10 mL
de acido cloridrico concentrado, sendo o volume
de tal solugdo completado para 1 L, com agua
deionizada. Esse reagente pode ser armazenado
a temperatura ambiente por um ano, sem perda
de estabilidade.

Durante a realizagdo da analise foram
usados trés tubos de centrifuga, contendo
respectivamente, 1 mL de soro da amostra do
paciente, 1 mL da solugdo padrédo adicionada ao
branco de soro ou plasma (voluntarios néo
expostos a salicilatos) em concentracéo
correspondente a 20 mg% (controle) e 1 mL de
branco de soro ou plasma (branco de reativos).
Adicionou-se a cada tubo o reagente de Trinder
sob agitacao (Vortex) por alguns segundos, sendo
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posteriormente centrifugado (2.000 rpm / 5 min).
O liquido sobrenadante foi transferido para outros
trés tubos e, a partir dai, lida a absorbancia (540
nm) do produto colorido formado na amostra € no
controle, contra o branco de soro ou plasma.

A concentracao de salicilato presente na
amostra foi calculada com o auxilio de uma curva
de calibracao construida a partir de aliquotas da
solucéo padrao adicionadas ao branco de soro ou
plasma em concentragbes correspondentes a 5,
10, 20, 30 € 40 mg de acido salicilico/ 100 mL. As
leituras espectrofotométricas foram feitas contra o
branco de soro ou plasma. As absorbancias foram
projetadas em ordenadas e a concentracéo
(mg%), em abscissas. O limite de quantificagéo
(LQ) desse método é de 5 mg%. No intervalo
dindmico considerado (5-40 mg%), ele é linear, e
a precisdo mostra coeficientes de variagdo (cv)
quevaode 2,5a8,3%.

Os paréametros de confianga do
procedimento analitico avaliados foram: exatidao,
reprodutibiidade e repetibilidade. A exatiddo é
calculada pelo percentual de inexatiddo dos
resultados das analises em amostras
adicionadas, ou seja, de concentragéo conhecida.
A repetibilidade é obtida pelo calculo do
coeficiente de variagéo percentual (cv%) entre os
resultados (em quintuplicata) de cada
concentragéo (de amostras adicionadas) em uma
mesma corrida analitica. Ao procedermos ao
mesmo célculo de cv%, todavia em diferentes
corridas analiticas, obtivemos o desempenho do
método em termos de reprodutibilidade(7,8). As
correlagbes estatisticas entre todos os
parametros relacionados foram realizados com

auxilio do programa Epiinfo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O grupo analisado era composto por
85,7% de mulheres e 14,3% de homens, com
média de idade de 55,21 anos, sendo 30,8%
localizados na faixa de idade entre 50-59 anos.
Desta populagao 78,6% se consideram brancos,
14,3% pardos e 7,1% negros. No tocante ao nivel
de instrucdo, 14,3% afirmam ser analfabetos,
21,4% dizem possuir ensino médio e 64,3% tém
grau de instrugdo menor ou igual ao ensino
fundamental. Quando comparamos este perfil
populacional com os dados apresentados no
sistema de cadastramento e acompanhamento de
hipertensos e diabéticos, observamos também
um predominio significativo do numero de
mulheres, que perfazem, neste sistema, 64,5% da
populagdo cadastrada enquanto os homens
correspondem a 35,4%. A faixa etaria mais
prevalente neste cadastro municipal é a de 50-59
anos, compativel com o observado em nosso
estudo.

Consoante os procedimentos de afericdo
da presséo arterial, expressos na sexta diretriz
brasileira de hipertenséo (9), e utilizando-se da
classificagdo desta quando aferida de forma
casual no consultério, também presente na sexta
diretriz, foi observado que 42,9% se enquadram
com niveis pressoéricos 6timos, 28,6% como
niveis normais, 14,3% com niveis limitrofes, 7,1%
com hipertensdo em estagio | e 7,1% com
hipertensdo em estagio lll. Os dados observados
mostram um melhor controle de nossa populagéo
quando comparado aos valores observados em
outros ensaios como o de Araujo et al. (2007), no
qual 57% da populagéo se enquadra com niveis
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pressoricos 6timos ou normais, ou o estudo de hipertensao arterial sistémica acometendo 42,9%
Coelho et al. (2005), no qual 56% se enquadram  daamostra.

com niveis presséricos 6timos ou normais Temos que 21,4% deles apresentavam
(10,11,12). A afecgdo do sistema vascular mais  historia prévia de infarto agudo do miocardio e
observada, como descrito na literatura, foi a  28,6% tinham alguma valvulopatia.
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Figura 1. Distribuigao dos pacientes por género (dados nacionais X nosso estudo).
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Figura 2. Distribuigdo dos pacientes por faixa etaria (dados nacionais x nosso estudo).
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Quando analisamos a variavel “posologia
de AAS” utilizada pelos pacientes, observamos
um predominio da utilizagdo da dose de 100mg
pordia, correspondendo a 92,9% da populagdo.

OUTROS; 7%

NOITE; 21%

Desses, 28,6% ingerem o farmaco no periodo da
manha (uso até 12h), 21,4% utilizam a noite (apos
18h) e 42,9% a tarde (ap6s 12h). O tempo médio
de uso do farmaco foi de 7 anos e 6 meses.

MANHA; 29%

Figura 3. Distribuicdo dos pacientes quanto ao horario de uso do medicamento.

Aplicando-se o método de analise
laboratorial de Trinder, obtivemos um grupo de
valores de salicilemia, que devemos caracterizar
para assim podermos delinear os padroes de
distribuicéo da frequéncia destas grandezas.
Primeiramente, as amostras foram testadas para
verificagcdo de sua distribuicdo de probabilidade e
homogeneidade das variancias
(homocedasticidade), através dos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene. As amostras
obtiveram resultados positivos quanto a sua
natureza paramétrica 0 que comprova que as
mesmas se distribuem de forma normal.

Ao se realizar tal delineamento, constata-
se que os dados obtidos da salicilemia, a partir da
amostra selecionada, correspondem a um grande
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namero de elementos com valores proximos a
média de 0,0327A e poucos individuos
apresentando valores extremos, isto € proximos
aos valores de 0,0160A e ao valor de 0,0602,
sendo esses os valores extremos (minimo e
maximo) obtidos nessa populagdo. Pode-se,
portanto, expressar os valores numéricos que
determinam a distribuigdo, na qual, esta a maior
concentracdo de valores individuais de
salicilemia, ou seja, as medidas de tendéncia
central dos niveis soroldgicos de salicilatos. Em
nosso espago amostral estes grandezas sédo de
0,0327A, quando nos referimos a média, de 0,03A
quanto a mediana e de 0,042A ao se tratar de
moda.

Observando os indicadores do grau de

15



16

ANALISE DA SALICILEMIA PELO METODO DE TRINDER EM PACIENTES CARDIOPATAS NO HUAC

variabilidade demonstrada pelas leituras em torno
das medidas de tendéncia central, concluimos
que a diferenga entre cada dado de salicilemiae a
média desta, ou seja, a variancia é de 0,0002,
indicando baixo grau de dispers&o destes valores.
Calculando-se o desvio médio em relagéo a
média do conjunto de dados, obtemos o desvio
padrao de 0,0144, reforcando a hipétese de que a
amostra, representativa da medida de salicilatos
presentes no soro dos pacientes, tem pequeno
grau de disperséo.

Ao se analisar a distribuicdes das
freqUuéncias, dos valores de salicilemia obtidos
laboratorialmente, ndo podemos nos limitar
apenas quanto ao valor médio e a variabilidade.
Deve-se considerar também a sua forma de
distribuicdo, que pode ser simétrica ou
assimétrica. Assim, uma das caracteristicas mais
importantes de uma distribuigdo de frequéncias é
a simetria ou a falta dela. Em nosso caso
observamos que a média, mediana e a moda
apresentam valores diversos, caindo em pontos
diferentes da distribuigdo, diz-se assim que a
distribuicdo de frequéncias de leituras da
salicilemia, pelo método de Trinder é assimétrica.

A proximidade obtida nos valores de
salicilemia em nossa populagdo decorre da
posologia utilizada, que é a de 100mg diarios em
cerca de 92,9% da populagéo, o que mostra ser o
método de Trinder capaz de manter correlagédo
com os niveis ingeridos. No tocante a fatores
clinicos que possibilitassem alteracdes
significativas na salicilemia dos pacientes, foi
considerada a possibilidade de que o tempo da
ultima dose utilizada e a area de superficie
corporal do paciente, poderiam promover esta
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alteragdo, ndo entanto estas variaveis ndo foram
capazes promover alteragdo estatisticamente
significativa nas amostras avaliadas.

CONCLUSAO

A observacgdo do estudo clinico
laboratorial sugere que a determinagéo do nivel
de salicilato plasmatico, pelo método de Trinder, é
util para monitorar a adesao do paciente ao
tratamento farmacoterapico na prevencao de
eventos tromboemboliticos em cardiopatas. Isso
€ relevante ao se considerar que pequenas
alteragcdes farmacocinéticas podem gerar
mudangas clinicas desproporcionais gerando
risco de intoxicacdo ou efeito subterapéutico.
Dessa forma, é possivel afirmar que o
procedimento analitico experimentado nessa
pesquisa, por ser simples e economicamente
pouco oneroso, pode contribuir para solucionar
uma lacuna existente na otimizag&o do uso clinico
deste importante farmaco.
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