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Cuantificacidén de niveles toxicos
de acetaminofén en ninos

El propésito de este trabajo es desarrollar un micrométodo por
cromatografia de liquidos de alta presidn para cuantificar ni-
veles tanto en rango normal como téxico de acetaminofén en
ninos.

La extraccién del farmaco es utilizando una mezcla isopropanol/
cloroformo (5/95), tanto de las muestras de pacientes como de
la validacién, se evaporaron con nitrégenc e inyectaron al
cromatégrafo uiilizande una columna C18 y detectadas al
ultravioleta a 254 nm.

Durante la validacién se observé una precision de 98 + 6.5%
y un coeficiente de variacién < 8.5 como indicador de exacti-
tud. La linearidad fue de 0.9989 entre la concentracién y la
relacion de alturas de los picos. $e analizaron las muestras de
18 pacientes con sospecha de intoxicacién con acetaminofén,
2 de los cuales alcanzaron niveles potencialmente téxicos (ma-
yores de 100 mcg/ml), uno no presenté niveles,

La principal ventaja que ofrece el método propuesto consiste
en que s6lo se requieren 100 mcl de plasma, ademas, el resul-
tado se obtiene en un periodo no mayor a 25 minutos, ya que
los tiempos de retencién de los compuestos son menores a los
10 min. El método puede ser utilizado confiablemente para la
deteccion de este tipo de infoxicaciones.
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The purpose of this work was to develop a micromethed by
high pressure liquid chromatographic to quantified levels as
in normal as toxic range of acetaminophen in children.
The extraction of drug was carried out using isopropanol/
chlorophorm (5/95), as patient as validation samples, then
these were evaporated with nitrogen and injected to
chromatograph equipated with C18 column and ultraviolet
detector at 254 nm.

During validation phase, the preciseness was of 98 + 6.5 %
and coefficient variation < 8.5 as accuracy. Linearity was
near to 0.9989 as rate between concentration with peak
height. Samples of 18 patients under suspect of intoxication
with acetaminophen were analyzed. Tiwo patients reached
potentially toxic levels (greater than 100 meg/ml), one patient
had not levels.

The principal advantage with proposed method is that only
100 md! of plasma is required to be analized, beside, time
consumed for analysis is less than 25 minutes, because
compounds are reteined down to 10 minutes. The method
is reliable as support to detect this kind of intoxications.
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El acetaminocfén (N-acetil-p-aminofenol) es un agente anal-
gésico-antipirético ampliamente utilizado después del aci-
do acetilsalicilico?, el abuso puede ocasionar dafios asocia-
dos con hepatotoxicidad frecuente?, ademas existen repor-
tes de que puede llegar a causar necrosis hepética como
manifestacién principal de su efecto deletéreo. En el caso
de la nefrotoxicidad se tienen indicios en estudios hechos
por Hart en 19968, La dosis indicada en poblacién pediatrica
es de 10 a 15 mg/kg cada 4 a 6 horas. Debido a su riesgo
de intoxicacion se recomienda no exceder una ddsis méxi-
ma diaria mayor de 60 a 65 mg/kg, va que con ésta es
probable alcanzar concentraciones elevadas*s. Asi mismo,
en estudios previos se han observado que los principales
efectos téxicos ocurren con mayor frecuencia en concen-
traciones mayores a los 300 mcg/ml, permaneciendo al
menos por cuatro horas en el organismo. Es comiin que se

presenten situaciones de intoxicacién producidas por la ad-
ministracién de dosis elevadas del medicamento cuando la
fiebre no cede en especial en nifios pequerios.

En las unidades de farmacologia v toxicologia es de vital
importancia contar con métodos analiticos confiables que
garanticen el apoyo en casos de intoxicacién farmacolégica.
En el caso especifico de las unidades pediatricas, se requie-
re disponer de métodos analiticos que ademds de las ven-
tajas que ofrezcan ocupen volimenes sanguineos relativa-
mente pequefios, sobretodo para ser utilizado en los nifios
de bajo peso que generalmente se intoxican por la adminis-
tracién continua del farmaco. Edinboro reporta un métedo
por cromatografia v lo compara con otros métodos de la-
boratorio destacando las ventajas que ofrecen los métodos
de cromatografia®. Otros autores reportan métodos en los
que determinan ademas alguno de los metabolitos del
acetaminofén, con la intencién de investigar algunos efec-

Parametros de validacion de un micrométodo por CLAR
para cuantificar acetaminofén en plasma.
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tos adversos producidos por tales compuestos’®.

Sin embargo, los métodos cromatograficos hasta ahora uti-
lizados tienen como incoveniente el manejar grandes voli-
menes de sangre. Por tal motivo, el propésito del presente
trabajo consistid en desarrollar un micrométodo para cuan-
tificar niveles de acetaminofén para medir concentraciones
téxicas de manera confiable, v una vez validade aplicarlo
en la deteccién y control de niveles de toxicidad en pacien-
tes que asisten a urgencias pediétricas.

Material vy Método

En el estudio se incluyeron las muestras de 18 pacientes
pediatricos que acudieron al Sevicio de Urgencias del Hos-
pital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, de
los cuales se tenfa sospecha de intoxicacién por

acetaminofén. El grupo de edades fluctuaba de entre 0.04 a
17.0 arios, siendo 12 del sexo masculino y 6 del femenino. Se
les tomaron 0.2 ml de sangre para posteriormente centrifugarlas
y almacenarlas hasta su andlisis. Para procesar las muestras
se utilizé un método previamente validado en nuesiro labora-
torio para lo cual se tomaron 100 mcl de plasma con las
concentraciones del acetaminofén, a una concentracién fija
de 100 mcg/mL de 2-hidroxibenzamida como estandar inter-
no (Sl). La extraccidn se realiza utilizando 5 ml de isopropanol/
cloroformo (5/95 v/v), se agita en vortex durante un minuto
para después centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos,

Posteriormente se separa la fase orgénica v se evapora a
sequedad con nitrégeno, para después reconstituir con 100
mcl de fase moévil se inyecton 20 mcl al sistera
cromatogréafico; el cual consistié de una bomba modelo 510,
inyector rheodyne, detector espectrofotométrico modelo 490,
y registrador 746, todos los componentes de la marca Waters

Al

Cromatogramas tipicos que corresponden a un paciente

............................................................................

I: Acetaminofén (A), Estandar interno (SI).
2: Especificidad, Plasma conteniendo AAS, Dipirona, N-acetilcisteina.

Figura 2.
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{Milford, MA, USA). Se utilizé una columna micro-bondapak
C18 de 39 x 300 mm, a un flujo de 1.5 ml/min, de la fase
mavil la cual consistié de una mezcla de agua/metanol/acido
férmico (85:15:0.15 ) con una longitud de onda de 254 nm.
La concentracién de acetaminofén se determiné mediante la
relacién de alturas entre Sl con los picos de acetaminofén. Una
vez estandarizado el método, éste fue validado llevando a cabo
pruebas de linearidad, precisién, exactitud, especificidad v -
mites de cuantificacién.

La linearidad describié una correlacién de 0.9989 entre la con-
centracién y la respuesta obtenida dentro del rango de 5 a 300
mcg/ml. Dicho pardmetro se obtuvo luego de promediar los
datos de tres curvas. De los datos de esta curva promedio, es
posible conocer la cantidad minima cuantificable (CMC), tra-
zando una paralela a una desviacién estandar de la curva,
luego de ese ejercicio mateméatico se encontrd que la CMC es
de 0.5 mcg/ml. Los ensayos para determinar la precisién mos-
traron un rango de variacién de 98 + 6.5 % como promedio de
los andlisis efectuados por triplicado durante tres dias. Como
indicador de la exactitud de esas mismas muestras se obtuvo
un coeficiente de variacion de < 8.5 . Los datos que comple-
mentan los valores de Ja validacién del método se muestran en
la figura 1.

Para la prueba de especificidad de analizaron muestras con
Acido acetil salicilico, dipirona asi como con la N-acetil cisteina,
con el prop6sito de advertir de la posible interaccion con la
prueba principal. No se encontraron interferencias con los picos
tanto de Sl ni con los de acetaminofén. Los tiempos de reten-
¢ién obtenidos durante la fase de estandarizacién del método
fueron de 4 min + 2 seg para el acetaminofén y de 6 min 30
seg 1 2 seg para el S

El cromatograma tipico correspondiente a la muestra de un
paciente se muestra en la figura 2, igualmente se presenta la
prueba de especificidad en dicho cromatograma, Respecto a
las muestras de los pacientes, las concentraciones de
acetaminofén fueron desde los casos en que no se encontraron
niveles de farmaco (0.0 mecg/ml) hasta aquellos pacientes cu-
yos valores ascendieron a méas de 100 mcg/ml. Se observan
dos casos con niveles potencialmente téxicos. Los datos que
indican los valores del resto de los pacientes se presentan en la
cuadro 1.

Varios de estos datos coinciden con el momentc en que se
obtuvo la muestra para medir niveles de acetaminofén.

Las diferentes pruebas requeridas para determinar la
confiabilidad del método propuesto cumplieron con los crite-
rios establecidos, con lo cual se concluye que el método es
confiable para cuantificar niveles de acetaminofén.

En el caso de la exactitud, se considerd el promedio de las
determinaciones en cada punto de los datos de repetibilidad
y reproducibilidad, dicho promedio deberia estar dentro del
=+ 15% del valor de cada concentracién, nuestra variacién
fue < 8.5%.

Una de las principales ventajas del presente trabajo radica
en que el volumen necesario para efectuar el andlisis de las
muestras es de 100 mcl utilizando un método de CLAR, don-
de varios autores han utilizado entre 300 y 500 mcl para
poder efectuar dicha prueba, lo cual pudiera tener ciertos
inconvenientes sobre todo cuando se trabaja con nifios re-
cién nacidos de bajo peso en quienes es inadecuado tomar
vokimenes altos de sangre, quedando ello como limitante.

Una ventaja més sobre otros métodos reportados compren-
de el tiempo en que se obtienen los resultados. Con el pre-
sente trabajo se requiere de un tiempo que oscila entre 20 y
25 minutos debido a que los tiempos de retencién de los
compuestos analizados son menores a los 10 minutos, con
aplicacién clinica eficaz brindando la asistencia oportuna en
las salas de urgencias pediétricas.

Como antes se menciond, se analizaron las muestras envia-
das a laboratorio de farmacologia de aquellos pacientes quie-
nes se sospechaba de intoxicacién por acetaminofén. De los
datos proporcionados por las madres de los pacientes, indi-
caban que va habia transcurrido un perfodo de tiempo de
entre unas horas hasta tres dfas en que se supone ocurrié la
ingesta del medicamento. Ello hace suponer que los niveles
del mismo aparentemente se encontraban en etapa de elimi-
nacion.

La mayoria de los pacientes fueron dados de alta incluso el
mismo dia en que se les tomé la muestra, sélo los pacientes
2 y 4 continuaron su estancia en el hospital, sin embargo,
por los datos complementarios de laboratorio se considerd
no necesario continuar con el monitoreo de niveles de
acetaminofén, aunque tuvieran programada su cita en dias
posteriores.

Archivos de Investigacién Pediderica de México Vol. 2 N° 7 Octubre / Diciembre



N

Cuantificacién de acetaminofén en muestras de plasma de
nifios con sospecha de intoxicacion
Paciente Sexo Edad Peso Concentracién
(afios) (kg) {mcg/ml)
| M 04 1.9 5.94
2 M 0.04 2.9 153.2
3 M 2.0 10.2 10.94
4 M 0.2 2.1 122.6
hY M 0.9 2.8 31.2
6 M 1.2 6.2 2.9
7 F 0.1 8.9 5.7
8 M 0.7 3.2 0.0
9 M 2.6 14.5 1.37
10 F 1.0 10.0 4.5
I F 2.1 12.0 7.2
12 F 2.1 [1.5 46.9
13 F 1.2 6.3 17.5
14 M 3.2 18.3 9.6
15 M 1.1 15.0 5.1
6 F 1.6 6.25 9.5
17 M 17.0 48.0 8.1
18 M I.1 12.0 2.3
Cuadro 1.
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