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

Determinação das concentrações plasmáticas de salbutamol pós-nebulização

em serviço de emergência pediátrica

Eloni T. Rotta1, Sérgio L. Amantéa2, Pedro E. Froehlich3, Adriana Becker4

Resumo
Objetivos: Validar parcialmente a metodologia para

determinação do salbutamol em plasma humano por cromatografia
líquida de alta eficiência (detecção por fluorescência). Analisar as
concentrações plasmáticas de salbutamol emumgrupodepacientes
pediátricos com indicação de nebulizações em sala de emergência.

Método:Estudo transversal, analítico, prospectivo, do tipo série
de casos. Foram selecionados consecutivamente 15 pacientes com
idade entre 12 e 37meses, com diagnóstico de crise aguda de asma,
atendidosnoServiçodeEmergência PediátricadoHospital daCriança
Santo Antônio – Complexo Hospitalar Santa Casa, Porto Alegre,
Brasil. Os pacientes foram tratados conforme a rotina da unidade
paramanejo de crise aguda de asma: nebulização (fluxo 6-8 L/min)
com salbutamol (0,15 mg/kg) diluídosem4mL de NaCL 0,9%. A
nebulização era administrada seqüencialmente, em intervalos de 20
minutos, por três vezes. Concomitantemente às nebulizações, todos
os pacientes recebiam prednisolona via oral (1 mg/kg).

Resultados: As concentrações plasmáticas evidenciaram
grande variabilidade em portadores de crise aguda de asma que
receberam três nebulizações com salbutamol (0,15 mg/kg). Níveis
plasmáticos médios foram de 12,09±10,8 ng/mL, com mediana de
8,9 (IQ25-75%2,75-17,65) e coeficiente de variação da amostra de
92,4%.

Conclusões: As concentrações plasmáticas após inalação de
salbutamol apresentam grande dispersão na população pediátrica,
a exemplo de outros estudos. As possíveis causas e implicações
relacionadas ao achado permanecem alvo de controvérsias e
avaliações complementares.
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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 daCriançaSantoAntônio–ComplexoHospitalarSantaCasa,

Porto Alegre, Brazil. The patients were treated following the unit’s

routine for themanagementof acuteasthmacrises:nebulizationwith

salbutamol (flow rate of 6-8 L/min) (0.15mg/kg) suspended in 4mL

of 0.9%saline solution. Nebulizationwas 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-inhalationplasmasalbutamol 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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Introdução

Os β2-agonistas de curta duração, administrados por via

inalatória, são o tratamento de escolha para crise aguda de

asma na população pediátrica. Tal opção é justificada não só

por sua eficácia clínica,mas tambémpor umamenor ocorrên-

cia de efeitos adversos, quando comparada a outras rotas de
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administração1-3. Dentre osβ2-agonistas (terbutalina, salbu-

tamol e fenoterol), o salbutamol tem sido a opção terapêu-

ticamaisutilizadapara tratamentode crisesagudasdeasma4.

Embora a farmacodinâmica do salbutamol seja bem docu-

mentada, informações sobre sua farmacocinética são limita-

das devido à dificuldade de se mensurar a droga em

concentrações terapêuticas. Sendo assim, poucos estudos

têmsido delineados procurandodeterminar os níveis plasmá-

ticos da droga, principalmente em crianças5.

Atualmente, a cromatografia líquida é um dos métodos

mais utilizados para análise de drogas em matrizes biológi-

cas. Variantes técnicas têm sido descritas procurando esta-

belecer um padrão para determinação do salbutamol em

plasma e urina1,2; no entanto, o limite de detecção de alguns

desses métodos não é adequado, principalmente nas meno-

res concentrações plasmáticas (ng/mL), como o que ocorre

no salbutamol administrado por via inalatória1.

O objetivo do estudo é descrever o processo de validação

parcial de um método de cromatografia de alta eficiência

(CLAE) com detecção por fluorescência, proposto por

Hutchings et al.6, adaptado a condições locais. A partir des-

sas adequaçõesbioanalíticas, procuramosdeterminar as con-

centrações plasmáticas de salbutamol em uma série de

pacientes com indicação terapêutica de receberemamedica-

ção por via inalatória.

Métodos

Validação parcial dametodologia (CLAE com

detecção por fluorescência)

Equipamento e reagentes

Cromatógrafo líquido, modelo Shimadzu (bomba

LC-10AD, coluna analítica Phenomenex®-Gemini- C18-5µ-

150 x 4,60 mm, pré-coluna C18, detector fluorimétrico

Shimadzu-RF551) eumprocessador dedadosShimadzuCBM

10A. Fase móvel (FM) composta de 3% de acetonitrila, 0,5%

de ácido ortofosfórico 85% e 96,5% de água ultrapura.

O salbutamol foi detectado com excitação de 275 nm e

emissão de 309 nm (fluxo de 0,8 mL/min).

Para a validação parcial do método, foi utilizado salbuta-

mol padrão secundário validado. Para extração, utilizamos:

Di(2-etilhexil)fosfato (DEHP) (Sigma®) e clorofórmio

(Merck®). O tampão fosfato (pH = 7,2) foi utilizado com uma

força de 0,42 M. A FM utilizou acetonitrila (Vetec®) e ácido

ortofosfórico (Merck®).

Curva de calibração

Para validação parcial da técnica, foi necessária a deter-

minação de uma curva de calibração, com diferentes dilui-

ções do fármaco a serem adicionadas em plasma humano

(amostra padrão). As concentrações utilizadas para determi-

nação da curva foram: 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 ng/mL.

Para desenvolvimento da fase analítica, o salbutamol foi

extraído por processo de pareamento iônico. Este consistiu

em colocar cada amostra padrão emdiferentes tubos de cen-

trífuga contendo 200 µL de tampão fosfato (pH= 7,2), extra-

ído com a adição de 6mL de uma solução de DEHP (0,1 M em

clorofórmio), através de agitação (2 minutos em vortex) e

centrifugação por 10 minutos. Desses tubos, foram coleta-

das as fases clorofórmio e transferidas para outros tubos de

centrífuga contendo 500 µL de ácido clorídrico 0,5 M. O sal-

butamol foi extraído por agitação (2minutos com vortex) e 5

minutos de centrifugação. A fase ácida foi coletada, e uma

alíquota de 50 µL foi injetada no CLAE para a determinação

do salbutamol.

Validação parcial da metodologia

O objetivo de uma validação analítica é demonstrar que o

método é apropriado para a determinação quantitativa de um

fármaco ou outra substância7,8. As alterações realizadas na

técnica original ocorreram basicamente no sistema cromato-

gráfico (modelo de equipamento e de coluna analítica, fluxo,

FM e nos intervalos de excitação e emissão do sistema de

detecção).

Para a validação parcial do método bioanalítico, foram

determinadas suas características de seletividade, lineari-

dade, exatidão e precisão7,8.

O salbutamol foi isolado do plasma com um tempo de

retenção de 7,8 minutos e, nesse intervalo, não sofreu inter-

ferência com outros picos presentes no plasma controle

(Figura 1). Tal característica documenta a seletividade do

método.

A linearidade dométodo foi demonstrada pela construção

de uma curva de calibração com as concentrações no inter-

valo de 3,125 a 50 ng/mL. A curva forneceu um gráfico de

área versus concentração, com respectivas equações da reta

e coeficiente de determinação (R2), assim como suas inclina-

ções e interceptos.

Os R2 obtidos foram iguais ou superiores a 0,98, indi-

cando a linearidade entre a razão da área do salbutamol e a

concentração teórica deste7,8.

A linearidade do método analítico foi confirmada pela

regressão linear através do método estatístico ANOVA. Os

resultados evidenciaram não haver desvio significativo da

linearidade (p ≤ 0,05).

A precisão foi avaliada pela repetibilidade (precisão inter-

dia) e pela reprodutibilidade (precisão intradia) do método,

empregando-se duas amostras definidas como controle de

qualidade nas concentrações de 7,5 e 20 ng/mL. Os desvios

padrão relativos (DPR)quecaracterizamaprecisãodométodo

não excederam 15%7,8.

A exatidãoparaessas concentrações foi avaliadapela rela-

ção entre as concentrações médias determinadas e as con-

centrações teóricas correspondentes. A legislação preconiza

que a variação entre o valor real e o teórico das amostras deve

ser em torno de 15%. Para a concentração de 7,5 ng/mL, a

482 Jornal de Pediatria - Vol. 83, Nº5, 2007 Determinação do salbutamol em plasma humano - Rotta ET et al.482



variação encontrada foi de 85,4 a 113,4%; para a concentra-

çãode20ng/mL, foi de104,5a114,6%,demonstrandoaexa-

tidão do método7,8.

Desenho do estudo

Delineou-se estudo transversal, analítico, prospectivo do

tipo série de casos. Foram selecionados consecutivamente,

no período de fevereiro a maio de 2006, 15 pacientes com

faixa etária entre 12 e 37meses de idade, comdiagnóstico de

crise aguda de asma, atendidos no Serviço de Emergência

Pediátrica do Hospital da Criança Santo Antônio – Complexo

Hospitalar Santa Casa, Porto Alegre, Brasil. O diagnóstico clí-

nico foi estabelecido pela equipe médica da unidade, sem

envolvimento dos pesquisadores.

Os pacientes foram tratados conforme a rotina da uni-

dadeparamanejo de crise agudade asma: nebulização (fluxo

6-8 L/min) com salbutamol (0,15 mg/kg) diluídos em 4 mL

de NaCL 0,9%. A nebulização era administrada seqüencial-

mente, em intervalos de 20 minutos, por três vezes. Conco-

mitantemente às nebulizações, todos os pacientes recebiam

prednisolona via oral (1 mg/kg).

Foramexcluídos da amostra pacientes que tivessem rece-

bido qualquer tipo de droga β2- agonista nas 12 horas que

antecediam ao atendimento.

Após 10 minutos do término do tratamento, coletava-se

uma amostra sangüínea de todos os pacientes para determi-

nação do salbutamol. Omaterial era imediatamente encami-

nhado para o laboratório, seu plasma separado por

centrifugação, eomaterial estocadoe congeladoa -80ºCpara

posterior análise.

Todos os pais e/ou responsáveis firmaramconsentimento

informado, e o estudo teve aprovação do Comitê de Ética e

Pesquisa da Instituição (nº 763/03).

Os resultados obtidos foram expressos pormédias e seus

respectivosdesviospadrão, nos casosdeassimetria pormedi-

ana e percentis 25-75% (IQ25-75%). O coeficiente de varia-

ção (CV) da amostra foi calculado a partir da média e desvio

padrão. UmCVsuperior a 30%caracterizaria a amostra como

muito dispersa9.

Resultados

A faixa etáriamédia dos15pacientes atendidos foi de22,4

meses (±6,8meses), commediana de 21meses (IQ25-75%

19-25).

Na Figura 2, podemos observar a distribuição das concen-

trações de salbutamol (ng/mL) encontradas em nossa série.

Os níveis plasmáticos médios foram de 12,09±10,8 ng/mL,

com um desvio padrão 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 dispersão nos níveis plasmáticos de salbu-

tamol mensurados9,10.

Discussão

Os resultados da validação parcial demonstraram que as

especificações bioanalíticas foram atendidas e que o método

pode ser utilizado com segurança na quantificação de peque-

nas concentrações de salbutamol emplasmahumano.Outras

metodologias têm sido descritas, introduzindo modificações

no processo de extração11. Pela ausência de picos interferen-

tes, tal alteração não se justificou emnossa amostra. O rígido

Figura 1 - Cromatogramas obtidos de plasma: A) branco; B) amostra padrão contendo 25 ng/mL de salbutamol; C) amostra de
plasma de paciente

Figura 2 - Concentrações plasmáticas de salbutamol pós-
atendimento inicial de crise asmática
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critério deelegibilidadepor nós estabelecidos, excluindoauti-

lização de outras medicações associadas, pode ter contribu-

ído para tal achado.

Ao analisarmos as concentrações obtidas pós-

nebulização, observamos uma grande variabilidade indivi-

dual, com concentrações oscilando entre 1,6 e 35,3 ng/mL,

com elevado CV. Tal fato é de extrema importância, visto que

todos os pacientes selecionados não recebiamqualquer outra

droga β2-agonista há pelo menos 12 horas e receberam as

mesmas doses de salbutamol, ajustadas em função do peso

corporal.

Respostas clínicas favoráveis têm sido descritas comcon-

centrações de salbutamol oscilando entre 20-40 ng/mL12.

Entretanto, concentrações plasmáticas variáveis têm sido

descritas na dependência de doses administradas, com res-

postas igualmente efetivas. Utilizando doses consideradas

padronizadas (0,15mg/kgadministradas em intervalos de20

minutos), Schuh et al.13 encontraram concentrações de

4,4-16ng/mL (média de9,4ng/mL), aopassoquedosesmais

elevadas resultaram em concentrações de 8,9-40 ng/mL

(média de 24ng/mL). Cabe ressaltar que tais pacientes apre-

sentavam faixa etáriamais elevada (5-17anos), o queagrega

potencial fator de confusão para comparação dos achados.

Em funçãode tamanhavariabilidade, é possível inferir que

outros fatores devam interferir nas concentrações plasmáti-

cas do salbutamol inalatório na população pediátrica. Nossa

população apresenta dados com grande variabilidade, com

mediana de 8,9 (IQ25-75% 2,75-17,65 ng/mL). Tal achado

poderia se justificar por dados que apontam para umamenor

aceitação emaior dificuldade técnica de se administrarmedi-

cação inalatória (nebulização) em pacientes de baixa ida-

de14,15. Nosso pequeno número amostral não nos permitiu

identificar individualmente fatores que pudessemestar asso-

ciados à variabilidade encontrada, o que se constitui em uma

limitação do estudo.

As concentrações plasmáticas após inalação de salbuta-

mol apresentamgrande dispersão na população pediátrica, a

exemplo de outros estudos. As possíveis causas e implica-

ções relacionadas ao achado permanecemalvo de controvér-

sias e merecedoras de avaliações complementares

direcionadas para ummelhor entendimento da farmacociné-

tica de tal medicação quando administrada por via inalatória.
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