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Determination of plasma salbutamol concentrations after
nebulization in a pediatric emergency department

Determinacado das concentracoes plasmaticas de salbutamol pés-nebulizacao
em servico de emergéncia pediatrica
Eloni T. Rotta!, Sérgio L. Amantéa?, Pedro E. Froehlich®, Adriana Becker*

Resumo

Objetivos: Validar parcialmente a metodologia para
determinagdo do salbutamol em plasma humano por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (detecgdo por fluorescéncia). Analisar as
concentracdes plasmaticas de salbutamol em um grupo de pacientes
pediatricos com indicagdo de nebulizagdes em sala de emergéncia.

Método: Estudo transversal, analitico, prospectivo, do tipo série
de casos. Foram selecionados consecutivamente 15 pacientes com
idade entre 12 e 37meses, com diagndstico de crise aguda de asma,
atendidos no Servigo de Emergéncia Pediatrica do Hospital da Crianga
Santo Antonio - Complexo Hospitalar Santa Casa, Porto Alegre,
Brasil. Os pacientes foram tratados conforme a rotina da unidade
para manejo de crise aguda de asma: nebulizagdo (fluxo 6-8 L/min)
com salbutamol (0,15 mg/kg) diluidosem4mL de NaCL 0,9%. A
nebulizacdo era administrada seqliencialmente, emintervalos de 20
minutos, por trés vezes. Concomitantemente as nebulizagbes, todos
os pacientes recebiam prednisolona via oral (1 mg/kg).

Resultados: As concentracdes plasmaticas evidenciaram
grande variabilidade em portadores de crise aguda de asma que
receberam trés nebulizagdes com salbutamol (0,15 mg/kg). Niveis
plasmaticos médios foram de 12,09+10,8 ng/mL, com mediana de
8,9 (1Q25-75% 2,75-17,65) e coeficiente de variagdo da amostra de
92,4%.

Conclusdes: As concentragdes plasmaticas apds inalagéo de
salbutamol apresentam grande disperséo na populagdo pediatrica,
a exemplo de outros estudos. As possiveis causas e implicacbes
relacionadas ao achado permanecem alvo de controvérsias e
avaliagbes complementares.
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Introducao

Os B,-agonistas de curta duragdo, administrados por via
inalatodria, sdo o tratamento de escolha para crise aguda de

Abstract

Objectives: To partially validate the methodology for
determining salbutamol in human plasma through high-efficiency
liquid chromatography and fluorescence detection. To analyze
plasma salbutamol concentrations in a group of pediatric patients
with indication for nebulization in the emergency room.

Method: Analytical, prospective cross-sectional case series.
Fifteen patients aged 12 to 37 months with a diagnosis of acute
asthma crisis were selected at the Pediatric Emergency Service at
Hospital da Crianga Santo Ant6nio - Complexo Hospitalar Santa Casa,
Porto Alegre, Brazil. The patients were treated following the unit’s
routine for the management of acute asthma crises: nebulization with
salbutamol (flow rate of 6-8 L/min) (0.15 mg/kg) suspended in 4 mL
of 0.9% saline solution. Nebulization was administered sequentially,
three times, at 20 minute intervals. All patients were given
prednisolone orally (1 mg/kg) concurrently with the nebulizations.

Results: Plasma concentrations exhibited great variability in
acute asthma crisis patients given three nebulizations of salbutamol
(0.15 mg/kg). The mean level in plasma was 12.09 + 10.8 ng/mL,
with a median of 8.9 ng/mL (IQ25-75% 2.75-17.65). The sample's
coefficient of variation was 92.4%.

Conclusions: Post-inhalation plasma salbutamol concentrations
exhibit great variation in the pediatric population, as seen in other
studies. The possible causes and implications of this finding remain
the subject of disagreements and of further assessments.
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asma na populagdo pediatrica. Tal opcdo é justificada n&do so
por sua eficacia clinica, mas também por uma menor ocorrén-
cia de efeitos adversos, quando comparada a outras rotas de
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administracdo®=3. Dentre os B,-agonistas (terbutalina, salbu-
tamol e fenoterol), o salbutamol tem sido a opgdo terapéu-
tica mais utilizada para tratamento de crises agudas de asma*®.
Embora a farmacodinamica do salbutamol seja bem docu-
mentada, informagGes sobre sua farmacocinética sdo limita-
das devido a dificuldade de se mensurar a droga em
concentracles terapéuticas. Sendo assim, poucos estudos
tém sido delineados procurando determinar os niveis plasma-
ticos da droga, principalmente em criancas®.

Atualmente, a cromatografia liquida € um dos métodos
mais utilizados para analise de drogas em matrizes bioldgi-
cas. Variantes técnicas tém sido descritas procurando esta-
belecer um padrdo para determinagdo do salbutamol em
plasma e urina®-?; no entanto, o limite de deteccdo de alguns
desses métodos ndo é adequado, principalmente nas meno-
res concentragdes plasmaticas (ng/mL), como o que ocorre
no salbutamol administrado por via inalatéria?.

O objetivo do estudo é descrever o processo de validagdo
parcial de um método de cromatografia de alta eficiéncia
(CLAE) com deteccdo por fluorescéncia, proposto por
Hutchings et al.®, adaptado a condicdes locais. A partir des-
sas adequacoes bioanaliticas, procuramos determinar as con-
centracGes plasmaticas de salbutamol em uma série de
pacientes com indicacdo terapéutica de receberem a medica-
cdo por via inalatoria.

Métodos

Validacao parcial da metodologia (CLAE com
deteccao por fluorescéncia)

Equipamento e reagentes

Cromatégrafo liquido, modelo Shimadzu (bomba
LC-10AD, coluna analitica Phenomenex®-Gemini- C18-5u-
150 x 4,60 mm, pré-coluna C18, detector fluorimétrico
Shimadzu-RF551) e um processador de dados Shimadzu CBM
10A. Fase mével (FM) composta de 3% de acetonitrila, 0,5%
de acido ortofosfdrico 85% e 96,5% de agua ultrapura.

O salbutamol foi detectado com excitagao de 275 nm e
emissdo de 309 nm (fluxo de 0,8 mL/min).

Para a validacdo parcial do método, foi utilizado salbuta-
mol padrdo secundario validado. Para extragdo, utilizamos:
Di(2-etilhexil)fosfato (DEHP) (Sigma®) e cloroférmio
(Merck®). O tamp3o fosfato (pH = 7,2) foi utilizado com uma
forca de 0,42 M. A FM utilizou acetonitrila (Vetec®) e acido
ortofosférico (Merck®).

Curva de calibracdo

Para validagdo parcial da técnica, foi necessaria a deter-
minagdo de uma curva de calibragdo, com diferentes dilui-
cOes do farmaco a serem adicionadas em plasma humano
(amostra padrao). As concentragdes utilizadas para determi-
nagdo da curva foram: 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 ng/mL.

Para desenvolvimento da fase analitica, o salbutamol foi
extraido por processo de pareamento i0nico. Este consistiu

Determinagdo do salbutamol em plasma humano

em colocar cada amostra padrao em diferentes tubos de cen-
trifuga contendo 200 pL de tampdo fosfato (pH = 7,2), extra-
ido com a adigdo de 6 mL de uma solugdo de DEHP (0,1 M em
cloroférmio), através de agitacdo (2 minutos em vortex) e
centrifugacdo por 10 minutos. Desses tubos, foram coleta-
das as fases cloroférmio e transferidas para outros tubos de
centrifuga contendo 500 pL de acido cloridrico 0,5 M. O sal-
butamol foi extraido por agitacdo (2 minutos com vortex) e 5
minutos de centrifugagdo. A fase acida foi coletada, e uma
aliquota de 50 pL foi injetada no CLAE para a determinagao
do salbutamol.

Validagao parcial da metodologia

O objetivo de uma validagdo analitica € demonstrar que o
meétodo é apropriado para a determinagdo quantitativa de um
farmaco ou outra substancia’-8. As alteracdes realizadas na
técnica original ocorreram basicamente no sistema cromato-
grafico (modelo de equipamento e de coluna analitica, fluxo,
FM e nos intervalos de excitacdo e emissdo do sistema de
deteccdo).

Para a validacdo parcial do método bioanalitico, foram
determinadas suas caracteristicas de seletividade, lineari-
dade, exatiddo e precisdo”’-8.

O salbutamol foi isolado do plasma com um tempo de
retengdo de 7,8 minutos e, nesse intervalo, ndo sofreu inter-
feréncia com outros picos presentes no plasma controle
(Figura 1). Tal caracteristica documenta a seletividade do
método.

Alinearidade do método foi demonstrada pela construgao
de uma curva de calibragdo com as concentragdes no inter-
valo de 3,125 a 50 ng/mL. A curva forneceu um grafico de
area versus concentragdo, com respectivas equagdes da reta
e coeficiente de determinacdo (R?), assim como suas inclina-
cOes e interceptos.

Os R? obtidos foram iguais ou superiores a 0,98, indi-
cando a linearidade entre a razdo da area do salbutamol e a
concentracdo tedrica deste”’8.

A linearidade do método analitico foi confirmada pela
regressdo linear através do método estatistico ANOVA. Os
resultados evidenciaram ndo haver desvio significativo da
linearidade (p < 0,05).

A precisao foi avaliada pela repetibilidade (precisdo inter-
dia) e pela reprodutibilidade (precisdo intradia) do método,
empregando-se duas amostras definidas como controle de
qualidade nas concentracdes de 7,5 e 20 ng/mL. Os desvios
padrdo relativos (DPR) que caracterizam a precisdo do método
ndo excederam 15%7-8.

A exatidao para essas concentragoes foi avaliada pela rela-
cdo entre as concentracdes médias determinadas e as con-
centrag0es teodricas correspondentes. A legislagéo preconiza
que avariagdo entre o valor real e o tedrico das amostras deve
ser em torno de 15%. Para a concentragdo de 7,5 ng/mL, a
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Figura 1 - Cromatogramas obtidos de plasma: A) branco; B) amostra padrdo contendo 25 ng/mL de salbutamol; C) amostra de

plasma de paciente

variacdo encontrada foi de 85,4 a 113,4%; para a concentra-
caode 20 ng/mL, foide 104,5a 114,6%, demonstrando a exa-
tiddo do método”-8.

Desenho do estudo

Delineou-se estudo transversal, analitico, prospectivo do
tipo série de casos. Foram selecionados consecutivamente,
no periodo de fevereiro a maio de 2006, 15 pacientes com
faixa etaria entre 12 e 37 meses de idade, com diagndstico de
crise aguda de asma, atendidos no Servico de Emergéncia
Pediatrica do Hospital da Crianga Santo Anténio - Complexo
Hospitalar Santa Casa, Porto Alegre, Brasil. O diagndstico cli-
nico foi estabelecido pela equipe médica da unidade, sem
envolvimento dos pesquisadores.

Os pacientes foram tratados conforme a rotina da uni-
dade para manejo de crise aguda de asma: nebulizagao (fluxo
6-8 L/min) com salbutamol (0,15 mg/kg) diluidos em 4 mL
de NaCL 0,9%. A nebulizagdo era administrada seqlencial-
mente, em intervalos de 20 minutos, por trés vezes. Conco-
mitantemente as nebulizagdes, todos os pacientes recebiam
prednisolona via oral (1 mg/kg).

Foram excluidos da amostra pacientes que tivessem rece-
bido qualquer tipo de droga B,- agonista nas 12 horas que
antecediam ao atendimento.

Ap6s 10 minutos do término do tratamento, coletava-se
uma amostra sangliinea de todos os pacientes para determi-
nacao do salbutamol. O material era imediatamente encami-
nhado para o laboratdrio, seu plasma separado por
centrifugagdo, e o material estocado e congelado a-80 °C para
posterior analise.

Todos os pais e/ou responsaveis firmaram consentimento
informado, e o estudo teve aprovacdo do Comité de Etica e
Pesquisa da Instituicao (n° 763/03).

Os resultados obtidos foram expressos por médias e seus
respectivos desvios padrao, nos casos de assimetria por
mediana e percentis 25-75% (1Q25-75%). O coeficiente de

variagdo (CV) da amostra foi calculado a partir da média e des-
vio padrao. Um CV superior a 30% caracterizaria a amostra
como muito dispersa®.

Resultados

Afaixa etdria média dos 15 pacientes atendidos foi de 22,4
meses (£6,8 meses), com mediana de 21 meses (1Q25-75%
19-25).

Na Figura 2, podemos observar a distribuigdo das concen-
tragdes de salbutamol (ng/mL) encontradas em nossa série.
Os niveis plasmaticos médios foram de 12,09+10,8 ng/mL,
com um desvio padrdo de 11,18 e mediana de 8,9 (IQ25-
75% 2,75-17,65).

Ao analisarmos o CV de Pearson encontrado (92,4%),
constatamos forte dispersao nos niveis plasmaticos de salbu-
tamol mensurados®-1°,

Discussao

Os resultados da validagao parcial demonstraram que as
especificagdes bioanaliticas foram atendidas e que o método

40

30 ¢

20

Concentragoes plasmaticas
de salbutamol (ng/mL)

10+ ¢ * * *

N2 de casos

Figura 2 - Concentragdes plasmaticas de salbutamol poés-
atendimento inicial de crise asmatica
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pode ser utilizado com segurancga na quantificagao de peque-
nas concentragdes de salbutamol em plasma humano. Outras
metodologias tém sido descritas, introduzindo modificagGes
no processo de extragdo!?. Pela auséncia de picos interferen-
tes, tal alteracdo ndo se justificou em nossa amostra. O rigido
critério de elegibilidade por nés estabelecidos, excluindo a uti-
lizagdo de outras medicagbes associadas, pode ter contribu-
ido para tal achado.

Ao analisarmos as concentragdes obtidas pos-
nebulizacdo, observamos uma grande variabilidade indivi-
dual, com concentragdes oscilando entre 1,6 e 35,3 ng/mL,
com elevado CV. Tal fato é de extrema importéancia, visto que
todos os pacientes selecionados ndo recebiam qualquer outra
droga B,-agonista ha pelo menos 12 horas e receberam as
mesmas doses de salbutamol, ajustadas em fungao do peso
corporal.

Respostas clinicas favoraveis tém sido descritas com con-
centracdes de salbutamol oscilando entre 20-40 ng/mL!2.
Entretanto, concentraces plasmaticas varidveis tém sido
descritas na dependéncia de doses administradas, com res-
postas igualmente efetivas. Utilizando doses consideradas
padronizadas (0,15 mg/kg administradas em intervalos de 20
minutos), Schuh et al.'3 encontraram concentracdes de
4,4-16 ng/mL (médiade 9,4 ng/mL), ao passo que doses mais
elevadas resultaram em concentragdes de 8,9-40 ng/mL
(média de 24 ng/mL). Cabe ressaltar que tais pacientes apre-
sentavam faixa etaria mais elevada (5-17 anos), o que agrega
potencial fator de confusdo para comparagao dos achados.

Em funcdo de tamanha variabilidade, € possivel inferir que
outros fatores devam interferir nas concentragées plasmati-
cas do salbutamol inalatério na populagdo pediatrica. Nossa
populacdo apresenta dados com grande variabilidade, com
mediana de 8,9 (1Q25-75% 2,75-17,65 ng/mL). Tal achado
poderia se justificar por dados que apontam para uma menor
aceitacdo e maior dificuldade técnica de se administrar medi-
cacdo inalatéria (nebulizagdo) em pacientes de baixa ida-
de'**>, Nosso pequeno nimero amostral ndo nos permitiu
identificar individualmente fatores que pudessem estar asso-
ciados a variabilidade encontrada, o que se constitui em uma
limitagao do estudo.

As concentragdes plasmaticas apds inalacdo de salbuta-
mol apresentam grande dispersdo na populagdo pediatrica, a
exemplo de outros estudos. As possiveis causas e implica-
cOes relacionadas ao achado permanecem alvo de controvér-
sias e merecedoras de avaliagbes complementares
direcionadas para um melhor entendimento da farmacociné-
tica de tal medicacdo quando administrada por via inalatoéria.
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