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RESUMO
O ácido valpróico (VPA) é amplamente usado para tratar epilepsia, convulsões,

distúrbios bipolares e enxaquecas, agindo como depressor do sistema nervoso

central. O VPA é o medicamento antiepiléptico mais comumente utilizado,

porém, sua estreita faixa terapêutica pode levar a sintomas graves de

intoxicação. Seu uso generalizado também aumenta o risco de uso deliberado

para suicídio, com sintomas de intoxicação incluindo letargia, sedação, vômitos

e taquicardia. A toxicidade da sobredosagem pode levar a complicações

graves, como defeitos cardíacos, parkinsonismo e trombocitopenia. O objetivo

deste trabalho foi estudar os métodos de extração de VPA em amostras

biológicas de plasma e desenvolver um método quantitativo para análise de

amostras recebidas pelo Centro de Informação Toxicológica do Rio Grande do

Sul (CIT/RS), provenientes do atendimento de casos de toxicologia de

emergência. Foi aplicado um método de extração utilizando a técnica de

extração em fase sólida híbrida com precipitação de proteínas

(HybridSPE-PPT), seguido por análise por cromatografia líquida acoplada a

espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), o qual se mostrou eficaz

na detecção de VPA em amostras de plasma, com um tempo de execução

cromatográfica de 4 minutos. O método foi validado de acordo com as

diretrizes da Norma ANSI/ASB 036, demonstrando um limite de quantificação

inferior a 20 μg/mL e uma precisão satisfatória (CV<9%). Para confirmar a

aplicabilidade do método, foram analisadas 13 amostras de plasma de casos in

vivo com suspeita de intoxicação por VPA, atendidos pelo CIT/RS.

Palavras-chave: ácido valpróico; cromatografia; hybridSPE; intoxicações; Rio

Grande do Sul.





ABSTRACT
Development of a high-performance liquid chromatography method
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) for diagnosing
acute valproic acid poisoning

Valproic acid (VPA) is widely used to treat epilepsy, seizures, bipolar disorders

and migraines, acting as a central nervous system depressant. VPA is the most

commonly used antiepileptic drug, however, its narrow therapeutic range can

lead to severe symptoms of intoxication. Its widespread use also increases the

risk of deliberate use for suicide, with symptoms of intoxication including

lethargy, sedation, vomiting and tachycardia. The toxicity of overdose can lead

to serious complications such as heart defects, parkinsonism and

thrombocytopenia. The objective of this work was to study VPA extraction

methods in biological plasma samples and develop a quantitative method for

analyzing samples received by Toxicological Information Center of Rio Grande

do Sul (CIT/RS), from emergency toxicology cases. An extraction method was

applied using the hybrid solid phase extraction technique with protein

precipitation (HybridSPE-PPT), followed by liquid chromatography coupled to

tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis, which proved to be effective

in detecting VPA in plasma samples, with a total chromatographic run time of 4

minutes. The method was validated according to the ANSI/ASB 036 guideline,

demonstrating a lower limit of quantification below 20 μg/mL and satisfactory

precision (CV<9%). To confirm the applicability of the method, 13 plasma

samples were analyzed from in vivo cases suspected of VPA poisoning,

attended by CIT/RS.

Keyword: chromatography; hybridSPE; poisonings; Rio Grande do Sul; valproic
acid.
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INTRODUÇÃO

As intoxicações apresentam-se como grave problema mundial de saúde

pública, vitimando aproximadamente 500 mil pessoas/ano segundo a

Organização Mundial da Saúde (OMS). Um estudo realizado com base nos

casos de intoxicação da Rede Nacional de Centros de Controle de Intoxicações

aponta a tentativa de suicídio (41%) e os acidentes individuais (35,3%) como

as principais circunstâncias de intoxicações (MATHIAS et al., 2019). Entre os

agentes tóxicos, destacam-se os medicamentos, principalmente os que atuam

no sistema nervoso central (MAIOR et al., 2017). A cada adulto que se suicida,

pelo menos outros 20 atentam contra a própria vida. No Brasil, ocorrem cerca

de 10 mil mortes por suicídio por ano, com valores estáveis ao longo dos

últimos anos (SANTOS et al., 2021). O estado do Rio Grande do Sul tem

apresentado, historicamente, a maior taxa de suicídio entre as Unidades da

Federação brasileira. Em 2015, foram 10,5 casos por 100 mil habitantes, e em

2016 foram 11,0/100 mil habitantes (FRANCK et al., 2020a,b). Os

medicamentos são os agentes mais utilizados nas tentativas de suicídio

registradas em 2022, com 6.726 casos, representando cerca de 86,2% dos

casos totais de tentativas de suicídio (CIT-RS, 2023).

Em agosto de 1976 foi criado o Centro de Informação Toxicológica do

Rio Grande do Sul (CIT-RS) com o objetivo de prestar assessoria e orientação

frente à ocorrência de acidentes tóxicos. Com o aumento progressivo de casos

de intoxicações, ressalta-se a importância da determinação de agentes tóxicos

envolvidos no processo da intoxicação, para que se proceda o melhor

tratamento e manejo correto do paciente, proporcionando o prognóstico

adequado do mesmo.

De acordo com o Relatório Anual de 2022 do CIT/RS, Brasil, foram

registrados 18.803 casos de intoxicação por medicamentos. Entre eles, a

classe dos anticonvulsivantes foi responsável por 1.036 casos, sendo o ácido

valpróico (VPA) o principal agente desta classe, com 410 casos. Desses casos,

372 foram intencionais, envolvendo tentativas de suicídio/aborto,

violência/homicídio/abuso ou abuso de substâncias ilícitas. No mesmo ano, o

CIT-RS registrou 23 óbitos em 25.524 solicitações atendidas relacionadas a

exposições humanas. Os principais grupos de agentes envolvidos nos registros
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de óbitos foram medicamentos e produtos veterinários (43,5% e 13,0%,

respectivamente). A principal circunstância associada aos registros de óbito

foram as tentativas de suicídio, correspondendo a 69,6% dos casos. Das 10

mortes registradas devido aos medicamentos, três envolveram o uso de VPA.

Atualmente não há um método disponível para a quantificação do VPA no

CIT/RS. Com o aumento dos casos de intoxicações e o número de substâncias

utilizadas, ressalta-se a importância da determinação dos agentes envolvidos

no processo de intoxicação. A partir disso, é possível aumentar a efetividade do

tratamento, diminuir possíveis sequelas, além de evitar medidas terapêuticas

desnecessárias.

O VPA é amplamente utilizado como um fármaco importante para o

tratamento de epilepsia, convulsões, distúrbios bipolares e enxaquecas, os

principais sintomas da intoxicação leve a moderada são letargia, sedação,

vômitos e taquicardia (HERNANDEZ et al., 2017). O VPA atua como depressor

do sistema nervoso central (SNC) na concentração sérica terapêutica. O VPA

eleva os níveis do neurotransmissor inibidor ácido gama-aminobutírico (GABA)

e prolonga a recuperação dos canais de sódio inativados, essas propriedades

são responsáveis pela sua ação depressora geral do SNC, ele também altera o

metabolismo dos ácidos graxos, com comprometimento da beta-oxidação

mitocondrial e interrupção do ciclo da uréia, podendo causar hiperamonemia,

hepatotoxicidade, distúrbios metabólicos, pancreatite, edema cerebral e

depressão da medula óssea (KEARNEY, 2014). Devido ao amplo uso do VPA

como fármaco antiepiléptico, ele tem sido deliberadamente usado para fins

suicidas. A toxicidade da sobredose de VPA em humanos também inclui

defeitos cardíacos, parkinsonismo, trombocitopenia, disfunção plaquetária e

anemia aplásica (JAIN et al., 2015).

O VPA foi o primeiro fármaco antiepiléptico aprovado pela Food and

Drug Administration (FDA) e é considerado o medicamento antiepiléptico mais

comumente usado para tratamento em monoterapia em todo o mundo (GUO et

al., 2019). Quimicamente, o VPA é um ácido graxo ramificado de cadeia curta

com 8 carbonos, composto por dois grupos propil e uma porção de ácido

acético, também conhecido como ácido 2-propilpentanóico, que é líquido à

temperatura ambiente (LEIS et al., 2003; LIPSKA et al., 2021). O medicamento

está disponível em comprimidos, solução injetável, solução oral, grânulos e

18



cápsulas (COSTA et al., 2019). Mais comumente, o VPA é entregue na forma

de seu sal sódico ou como divalproato de sódio (figura 1), um complexo

estável, constituído por proporções iguais de VPA e do sal valproato de sódio

(GROTE & CHEN, 2014).

Figura 1. Estrutura química do ácido valpróico e do divalproato de sódio.

Fármacos anticonvulsivantes, como VPA, fenitoína, primidona e

fenobarbital têm uma faixa terapêutica estreita. A dose terapêutica de VPA está

na faixa de 50 a 100 µg/mL (CHEN et al., 2012). Se o paciente não tomar a

dose diária corretamente, a intoxicação acidental pode ser a consequência. Os

sintomas de tal intoxicação são sonolência ou hiperatividade, confusão, ataxia

ou coma. Após a ingestão de VPA, foi relatada ausência de todos os reflexos

do tronco cerebral, incluindo respostas pupilares ausentes à luz, imitando morte

cerebral (MEYER et al., 2011).

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos diversos métodos analíticos

para o monitoramento terapêutico de medicamentos em matrizes biológicas.

Estes incluem imunoensaios (SUZUKI et al., 2011), cromatografia líquida de

alta eficiência acoplada a detector de ultravioleta (HPLC-UV) (CHEN et al.,

2012; ZHANG et al., 2014) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas (GC-MS) (LEIS et al., 2003; NAMERA et al., 2022). Cada um

desses métodos apresenta suas próprias vantagens e limitações. Os

imunoensaios, apesar de sua facilidade de uso e alta sensibilidade, carecem

de seletividade (GU et al., 2020). Tanto os métodos HPLC-UV quanto GC-MS

oferecem alta sensibilidade, porém a maioria exige derivatização prévia para

converter o analito em um componente detectável, o que aumenta o tempo da

análise (DENG et al., 2006; SHAHDOUSTI et al., 2007; JAIN et al., 2015).
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Sendo assim, é necessário que se desenvolva um método analítico

rápido e sensível, aplicável à rotina de emergência, que proporcione a

detecção e quantificação do VPA em material biológico humano para que se

possa realizar o monitoramento à sua exposição em casos de intoxicação

acidental e tentativas de suícidio.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Desenvolver um método analítico quantitativo para análise de ácido valpróico

(VPA) em amostras de plasma de pacientes oriundos do Sistema Único de

Saúde (SUS), a fim de auxíliar no diagnóstico de casos de intoxicações agudas

e tentativas de suicídio atendidos pelo CIT-RS.

Objetivos específicos
● Comparar diferentes métodos de extração para obtenção dos analitos;

● Validar metodologia analítica para a identificação e quantificação do

VPA;

● Aplicar o método desenvolvido em amostras de casos reais, atendidos

pelo CIT-RS.
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CAPÍTULO I: ARTIGO

Valproic acid extraction methods in human samples using gas
chromatography: a review
O Capítulo 1 consiste de um artigo científico publicado, conforme referência
abaixo, que ocupa as páginas 26 a 34 do texto completo da dissertação
defendida. Este artigo constitui uma revisão de literatura sobre os métodos de
extração de ácido valpróico em amostras biológicas humanas utilizando
cromatografia gasosa.

Blume de Oliveira, J., Pereira dos Santos, B., & Arbo, M. (2024). Valproic acid
extraction methods in human samples for gas chromatography analysis: a
review. Drug Analytical Research, 8(1), 3–12.
https://doi.org/10.22456/2527-2616.138963
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CAPÍTULO II: ARTIGO

Fast determination of valproic acid in plasma samples from poisoning

cases using HybridSPE-precipitation and LC-MS/MS

O Capítulo 2, localizado entre as páginas 36 e 58 do texto completo da

dissertação defendida, foi omitido devido à submissão do manuscrito para

publicação em periódico científico. Este artigo descreve o desenvolvimento e

validação de um método analítico utilizando cromatografia líquida de alta

eficiência acoplada à espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS)

para a determinação de ácido valpróico em amostras de plasma humano,

utilizando fase sólida híbrida com precipitação de proteínas. O método foi

desenvolvido e validado de acordo com as diretrizes da Norma ANSI/ASB 036

Guideline. Para demonstrar sua aplicabilidade, foram analisadas 13 amostras

de plasma de casos suspeitos de intoxicação.

35



36



37



38



39



40



41



42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



DISCUSSÃO

A avaliação quantitativa do VPA em amostras humanas representa uma

atividade de suma importância no contexto clínico, especialmente em situações

de intoxicação. A aplicação de metodologias sensíveis, específicas, de fácil

implementação e alta precisão, como a cromatografia, é essencial para

assegurar um diagnóstico efetivo das intoxicações. Procedimentos de

tratamento de amostras comuns para a determinação do VPA frequentemente

envolvem a etapa de derivatização prévia à análise. Nesse sentido, a

concepção de uma técnica de extração que seja rápida e dispensável de

derivatização surge como uma estratégia fundamental para otimizar o tempo de

análise e os recursos envolvidos.

Foi conduzida uma revisão sistemática da literatura abrangendo o

período de 2001 a 2022, com foco nos principais métodos empregados para a

extração do VPA em amostras biológicas humanas. Esta revisão compreendeu

a análise de 19 estudos que utilizaram a cromatografia gasosa como técnica

para a quantificação do VPA. Entre as metodologias empregadas, observou-se

que os procedimentos de extração mais frequentemente adotados foram a

extração líquido-líquido (LLE), a microextração em fase líquida (LPME) e a

microextração em fase sólida (SPME), juntamente com suas respectivas

variantes.

A partir da revisão da literatura, foi iniciado o desenvolvimento de um

método para a quantificação do VPA em amostras provenientes do SUS. Na

pesquisa de um método eficiente para a quantificação do VPA no plasma, uma

amostra essencial para o monitoramento terapêutico, optamos por empregar a

técnica LC-MS/MS. Este estudo pioneiro utilizou a técnica de HybridSPE-PPT

para extração do VPA, alcançando resultados satisfatórios em relação à

linearidade, precisão, exatidão, seletividade e minimização do efeito matriz.

Para a extração, cada amostra consistia em 100 μL de plasma e 20 μL de uma

solução contendo 5-(p-metilfenil)-5-fenil-hidantoína (padrão interno) em um

microtubo de polipropileno. Posteriormente, foram adicionados 300 μL de

acetonitrila fortificada com ácido fórmico, seguido de agitação e centrifugação.

O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 poços HybridSPE-PPT e

eluído por vácuo. Por fim, 3 μL foram injetados no sistema LC-MS/MS. O

59



método foi validado conforme as diretrizes da Norma ANSI/ASB 036. O método

apresentou uma faixa linear de 20 a 500 μg/mL, abrangendo tanto a faixa

terapêutica quanto concentrações tóxicas. Os ensaios de precisão

demonstraram um CV% abaixo de 9% para todos os níveis de controle de

qualidade (CQ), com precisão dentro das corridas variando de 6,62% a 8,96%

e entre corridas variando de 3,94% a 6,53%. O viés permaneceu dentro do

limite aceitável (-10,43%). A análise de amostras de CQ revelou um efeito

matriz (ME%) positivo, indicando um aumento na ionização. A recuperação do

método HybridSPE-PPT foi superior a 90%, sugerindo uma mínima retenção do

analito na placa. A adoção do HybridSPE-PPT não só proporcionou

sensibilidade ao método, mas, aliada ao baixo tempo de execução

cromatográfica (4 min), mostrou-se uma estratégia eficaz no manejo de

emergências toxicológicas. O método foi eficaz na análise de treze amostras de

plasma de pacientes intoxicados, demonstrando sua utilidade prática e

potencial contribuição para o diagnóstico e tratamento de intoxicações.
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CONCLUSÕES

Neste trabalho, foi desenvolvido e validado um método rápido e sensível

de LC-MS/MS para quantificar o VPA em amostras de plasma. Destaca-se que

este estudo é pioneiro na utilização da técnica HybridSPE-PPT para a extração

do VPA. A implementação deste método não apenas ampliou a sensibilidade

da análise, mas também, aliada ao breve tempo de execução cromatográfica,

revelou-se uma abordagem eficiente para enfrentar situações de emergências

toxicológicas. A eficácia comprovada pela aplicação deste método em casos

reais de intoxicação, atendidos pelo CIT/RS, promete ter um impacto

substancial no diagnóstico e no adequado manejo clínico dos pacientes

afetados.
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