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RESUMO

A determinacéo das concentracGes plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina (MQ)
e carboximefloquina (CMQ) foram estudadas em criancas e adultos com malaria por
Plasmodium falciparum ndo complicada no estado do Amapa. Os pacientes adultos receberam
esquema oral de MQ 20 mg/kg dividido em dois dias e artesunato 4 mg/kg/dia durante trés
dias. Para as criancas a dose de MQ seguiu o esquema preconizado pelo manual de
terapéutica da malaria. As concentragdes eritrocitarias de MQ e CMQ foram quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia no terceiro dia de tratamento (D3) e o0s teores
plasmaticos foram mensurados no terceiro e quadragésimo segundo dia apés a instituicdo da
terapia (D3 e D42). A concentracdo media de MQ e CMQ no plasma de criancas em D3
foram 1,84 + 0,83 pg/mL e 1,44 + 0,70 pg/mL, e a eritrocitaria 5,26 + 1,46 pg/mL e 1,18 +
0,65 pg/mL. Em D42 as concentragbes plasmaticas foram 0,45 £+ 0,11 pg/mL e 0,51 + 0,10
pg/mL, respectivamente. A relacdo entre as concentragdes eritrocitarias e plasmaticas de MQ
e CMQ foram 2,86 + 1,27 e 0,75 £ 0,26. Nos individuos adultos, as concentracfes de MQ e
CMQ no plasma foram 2,43 + 1,13 pg/mL e 1,10 £ 0,38 pg/mL, e as eritrocitarias 5,51 + 1,92
pg/mL e 1,08 £ 0,35 pg/mL, respectivamente. A concentracdo plasmatica em D42 foram 0,54
+ 0,15 pg/mL e 0,58 + 0,93 pg/mL, respectivamente. A relacdo heméacia:plasma para MQ foi
3,03 £ 1,56 e para CMQ 1,12 £ 0,29. O coeficiente de correlagdo entre as concentragdes
plasmaéticas e eritrocitarias de MQ nas criancas foi 0,035 e nos adultos 0,0436. Para CMQ o
coeficiente de correlacdo foi 0,8722 nas criancgas e 0,5155 nos adultos. O maior acimulo de
MQ no eritrécito nos permite enfatizar a importancia do mecanismo de difuséo simples para a

entrada do farmaco na célula em fungéo das suas caracteristicas fisico-quimicas.

Palavras-chaves: mefloquina, carboximefloquina, monitorizagdo, malaria.



ABSTRACT

The determination of plasmatic and erythrocyte concentrations of mefloquine
(MQ) and carboxymefloquine (CMQ) were studied in children and adults with malaria by
Plasmodium falciparum not complicated in the Amapa state. The adult patients received oral
outline of MQ 20 mg/kg divided in two days and artesunate 4 mg/kg/day for three days. For
children the dose of MQ followed the schedule recommended by the manual of malaria
therapy. Concentrations of MQ and CMQ in erythrocytes were quantified by high
performance liquid chromatography on the third day of treatment (D3) and plasma levels were
measured in the third and second fortieth day after the institution of therapy (D3 and D42).
The average concentration of MQ and CMQ in plasma of children in D3 were 1.84 + 0.83
pg/mL and 1.44 £ 0.70 ug/mL, and in erythrocytes 5.26 + 1.46 ug/mL and 1.18 + 0.65 pg/mL.
In D42 the plasma concentrations were 0.45 £ 0.11 pg/mL and 0.51 + 0.10 pg/mL,
respectively. The relationship between plasma and erythrocytes concentrations of MQ and
CMQ were 2.86 £ 1.27 and 0.75 £ 0.26. In adults, concentrations of MQ and CMQ in plasma
were 2.43 + 1.13 pg/mL and 1.10 £ 0.38 pg/mL, and in erythrocytes 5.51 + 1.92 pg/mL and
1.08 + 0.35 pg/mL, respectively. The plasma concentrations in D42 were 0.54 + 0.15 ug/mL
and 0.58 £ 0.93 ug/mL, respectively. The relationship erythrocyte:plasma for MQ was 3.03
1.56 and 1.12 £ 0.29 to CMQ. The correlation coefficient between plasma and erythrocytes
concentrations of MQ in children was 0.035 and adults 0.0436. For CMQ the correlation
coefficient in children was 0.8722 and in adults 0.5155. The higher accumulation of MQ in
the red blood cells allows us to emphasize the importance of the simple diffusion for the entry

of the drug in the cell because of their physical and chemical characteristics.

Keywords: mefloquine, carboxymefloquine, monitoring, malaria.
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1. INTRODUCAO

1.1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

A maléria é uma das doencas parasitarias mais severas do mundo, representando
um grave problema de salde publica pela alta incidéncia e elevadas taxas de morbidade e
mortalidade (GREENWOOD et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2005), 3,2 bilhGes de pessoas
vivem em zonas de risco de transmissdo da doenca, em 107 paises e territorios situados,
principalmente, na Africa, Asia e América Latina (Figura 01) (CDC, 2005). Nestas regides,
estima-se que ocorram entre 300 a 500 milhdes de casos clinicos por ano, que seriam
responsaveis por 700 mil a trés milhdes de mortes anuais (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA,
2005).

Em 2001, a incidéncia mundial da malaria nas &reas de alto risco foi de 396
milhdes de casos, dos quais mais de 80% ocorreram no continente africano, ocasionando a
morte de 1.123.000 pessoas, principalmente criancas (HAY et al., 2004).

A Africa tropical, regido situada ao sul do deserto do Saara, € a mais afetada, onde
se estima que ocorram 90% das mortes atribuida a malaria. A eficiéncia do mosquito vetor
(Anopheles gambiae) e a predominancia do Plasmodium falciparum e, consequentemente, a
possibilidade das manifestacdes graves da doenca, aliados a falta de programas de controle
eficientes de combate a infeccdo, sdo os fatores que contribuem para as altas taxas de
incidéncia e mortalidade nesta area (CDC, 2005).

Nas Américas e Caribe, 38% da populacdo de 21 paises moram em areas de

transmissdo da malaria, com média de 1,3 milhdes de casos por ano (COURA et al., 2006).



AN l _ Areas onde ocorre transmissdo da malaria o %
i\\é A Areas com risco limitado /
> —— Nenhuma maléria

Figura 01: Distribuigdo global do risco de transmisséo da maléria, 2006.

Fonte: WHO, 2007.

Em 2002, o Brasil foi responsavel por aproximadamente 40% dos casos
registrados nas Américas (WHO, 2005), com mais de 99% na Amazodnia Legal, composta
pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso
e Maranhdo (BRASIL/MS/FNS/SVS, 2003). No entanto, a malaria ndo se apresenta
distribuida uniformemente em toda a regido, haja vista a existéncia de determinadas areas
com baixa transmissdo ou isentas da doenca (Figura 02) (SOUZA et al., 1997).

Cerca de 10% da populacdo da Amazonia Legal, aproximadamente 2,4 milhdes de
pessoas, vivem em dareas de alto risco de transmissdo da maldria, correspondendo a 90
municipios considerados prioritarios (BRASIL/MS/SVS, 2007).

Nesta regido, a malaria € a mais expressiva das endemias, favorecida pelas

condic@es climaticas com hidrografia abundante, altas temperaturas, elevada umidade relativa



do ar e alto indice pluviométrico, os quais favorecem a manutencdo dos criadouros e a

proliferacdo dos vetores (BRASIL/MS/FNS/SVS, 2005).
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Figura 02: Mapa da transmissdo da maléaria no Brasil, 2006a.

Fonte: BRASIL/MS/SVS, 2007.

Desde 1970, quando cerca de 52.000 casos de malaria foram registrados no Brasil,
a infeccdo vem aumentando gradualmente, principalmente no norte do pais, propiciada pela
ocupacdo desordenada da regido uma vez que, o desenvolvimento intensificado da Amazénia
nas décadas de 70 e 80 acelerou o processo migratorio, atraindo moradores de outras partes do
pais devido aos programas de colonizacdo agréria, construgdo de estradas e hidrelétricas,
projetos agropecuarios e extracdo da madeira e minérios (NEVES, 1998; COURA et al.,
2006).

A incidéncia da malaria aumentou de tal modo que, na década de 90, o numero de

casos ultrapassou 500.000, alcangando 632.813 notificacbes no ano de 1999 (IPA 31,9).



Destacaram-se, pela intensidade de transmissao, os estados do Para, Amazonas e Rondonia,
responsaveis por 76% dos casos relatados (BRASIL/MS/FNS, 2001).

Devido a elevada incidéncia e seus efeitos debilitantes, a malaria é a doenca que
mais contribui para o comprometimento da satde do homem na Amaz6nia, com consideravel
impacto econémico regional por reduzir a capacidade produtiva da populacdo acometida
(BRASIL/MS/FNS/SVS, 2006a).

Buscando solucionar o problema, o Brasil colocou em pratica estratégias para
prevenir a mortalidade e aliviar as perdas sociais produzidas pela doenca. Provavelmente
devido a intensificacdo dos programas de controle, em 2001 foi observado o maior declinio na
ocorréncia da malaria nos ultimos 40 anos, com 388.277 casos registrados (IPA 18,8) em
nove estados amazonicos (BRASIL/MS/SVS, 2004). Infelizmente, a transmissdo da doenca
voltou a subir em 2003, com 404.806 notificacdes (TAUIL, 2005) se mantendo elevada em

2004 (IPA 19,9/ 1.000 habitante) (Figura 03).
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Figura 03: Casos de malaria de acordo com a espécie de parasita, no periodo de 1970 a 2005.

Fonte: COURA et al., 2006.



Na Amazonia Legal as infec¢bes causadas pelo Plasmodium vivax prevalecem e,
em 2006, foram registrados cerca de 369.000 casos, correspondendo a 73,4 % das notificactes
(BRASIL/MS/SVS, 2007a). Entretanto, no periodo de 1999 a 2005 houve um aumento na
proporcdo dos casos de malaria falciparum de 19,2% para 25,7%, representando um
incremento total de 33,9% (Figura 04). O Amapa foi o estado que mais contribuiu (189,9%)
para essa situacdo (BRASIL/MS/SVS, 2006b). Em 2006 houve diminuicdo desse numero no
estado (7,4%), mesmo assim, a propor¢do dos casos por P. faciparum foi de 25,4%

(BRASIL/MS/SVS, 2007b).
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Figura 04: Proporc¢éo dos casos de malaria por P. falciparum, Amazonia Legal, 1999 a 2005.

Fonte: BRASIL/MS/SVS, 2006a.

O Amapa registrou 24.087 casos de malaria em 2006, com aumento de 5,6% em

comparacdo a 2005, correspondendo a 4,5% do total de casos da Amazoénia Legal. Os



municipios que mais contribuiram foram: Mazagéo, Porto Grande, Pedra Grande do Amapari,
Calcoene, Santana, Oiapogue e Macapa (BRASIL/MS/SVS, 2007b).

Além destes, Tartarugalzinho, Ferreira Gomes e Serra do Navio merecem destaque
por apresentarem alta incidéncia de malaria (IPA > 50/1.000hab.) (BRASIL/MS/SVS, 2007b).

Dentre as principais dificuldades para o controle da doenca, ndo s6 no Brasil como
nas outras areas do mundo, destacam-se: o aumento acelerado das populacdes nas areas
endémicas, as migracGes para as areas de transmissdo, a degradacdo ambiental que causa
desequilibrio ecolégico, o desmatamento e formacdo de novos criadouros para o vetor,
caréncia de politicas e estratégias adequadas para o controle da infeccdo e o advento da
resisténcia do plasmadio, em especial o P. falciparum, as drogas antimaléricas e do vetor, aos

principais inseticidas (TOSTA; MUNIZ-JUNQUEIRA, 2005; VITTOR et al., 2006).

1.2. VETORES NA MALARIA

Os vetores responsaveis pela maléria sdo Artropodes, da ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae e do género Anopheles (NEVES, 1998).

Este género se caracteriza por pequenos insetos medindo cerca de 4-5 mm de
envergadura, apresentam porte delgado e pernas longas, sendo 0os machos geralmente menores
que as fémeas. O corpo é revestido por escamas formando manchas brancas e negras nas asas
e nos palpos. As fémeas sdo vetores naturais da maléria pois necessitam de sangue para 0
amadurecimento dos ovos, enquanto os machos se alimentam do néctar e sucos vegetais
(REBELO, 2001). No mundo existem cerca de 400 espécies descritas, contudo somente 60
séo vetores da malaria (SOUZA et al., 1997).

No Brasil, as principais espécies transmissoras pertencem a dois subgéneros:

Nyssorhyncus, destacando-se as espécies A. (N.) darlingi, Root, 1926, A. (N.) aquasalis,



Curry, 1932 e A. (N.) albitarsis, Arribalzaga, 1878; e o subgénero Kerteszia, com as
principais espécies A. (K) cruzzi, Dyar; Knab, 1908 e A. (K) bellator, Dyar; Knab, 1908
(DEANE, 1986).

A. (N) darlingi é um importante transmissor da malaria no Brasil (LOPES, 1978),
sendo considerada a especie de maior importancia epidemioldgica, especialmente na
Amazonia Brasileira, pela abundancia, ampla distribuicdo, alto grau de antropofilia e
endofagia e capacidade de transmitir diferentes espécies de plasmodios (CONN; POVOA,
2006).

Outras espécies, apesar de serem transmissores de menor importancia, também
devem ser consideradas na disseminacdo da doenca em vérias cidades do Brasil. A.
(Nyssorhynchus) albitarsis, é o principal vetor do parasita da malaria humana no estado de
Roraima (POVOA et al., 2006). Em Belém, no periodo de 1993 a 1999, foram identificadas
10 espécies: A. albitarsis, A. aquasalis, A. braziliensis, A. darlingi, A. evansae, A. galvaoi, A.
nuneztovari, A. oswaldoi, A. strodei e A. triannulatus (POVOA et al, 2003), sendo A.
aquasalis a espécie de maior densidade e distribuicdo no municipio (SILVA et al., 2006). Em
Macapé e no interior do estado do Amapa, A. aquasalis, A. marajoara e A. albitarsis sdo
importantes vetores (POVOA et al, 2001; CONN et al., 2002).

A prevaléncia e a periodicidade da malaria sdo influenciadas pelas caracteristicas
ambientais: temperaturas entre 20 e 30 °C e umidade relativa acima de 60% s&o ideais para a
criagcdo de anofelinos e desenvolvimento dos parasitas no seu interior (TAUIL, 2005). Na
regido amazonica é observada sazonalidade na transmissdo da doenga, com maior nimero de

casos no periodo de junho a setembro (BRASIL/MS/SVS, 2006a).



1.3. AGENTES ETIOLOGICOS DA MALARIA

A malaria é causada por protozoarios intracelulares obrigatorios pertencentes ao
filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiidae, subordem Haemosporinae, familia
Plamodiidae e género Plasmodium (LAINSON, 1992).

Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 172 espécies de plasmodios que
podem infectar varios animais incluindo aves, répteis e mamiferos (LEVINE, 1988). Destas,
apenas quatro sdo causadoras da malaria humana: P. malariae Laveran, 1881, P. vivax Grassi;
Feletti, 1890, P. falciparum Welch, 1897, e P. ovale Stephens, 1922 (SOUZA et al., 1997).

O P. vivax é o mais prevalente no mundo, ocorrendo nos paises tropicais e
subtropicais e estd associado a chamada febre tercé benigna. Assim com o P. vivax, o P. ovale
também pode desencadear a febre terca benigna e esta presente em algumas areas da Africa
Tropical e, ocasionalmente, em alguns paises da Asia como Filipinas, Nova Guiné e Vietn,
ndo existindo no Brasil (SOUZA et al., 1997).

O P. falciparum é encontrado comumente nas zonas tropicais, predominando nos
paises africanos ao sul do Saara e nas regides tropicais e subtropicais das Américas e do
Sudeste Asiatico. Esta associado a chamada febre ter¢cd maligna. Por fim, o P. malariae, de
incidéncia mais baixa, restrito as pequenas areas das regides tropicais e temperadas e produz a
febre quarta benigna (BRUCE-CHWATT, 1985).

Dentre as espécies de plasmadios que podem infectar o homem, o P. falciparum é,
sem duvida, a mais severa, sendo responsavel pelas graves complicacdes da maléaria
(insuficiéncia renal, edema pulmonar, hipoglicemia, acidose metabolica, dificuldades
respiratdrias, dentre outras) e a maioria das fatalidades associadas a doenga (MILLER et al.,

2002).



1.4. CICLO BIOLOGICO DA MALARIA HUMANA

O ciclo biologico do plasmddio (Figura 05) se processa em dois hospedeiros. No
homem, considerado intermediario, ocorre reproducdo assexuada por esquizogonia e, no
mosquito, hospedeiro definitivo, é do tipo sexuada por esporogonia (REBELO, 2001).

O ciclo se inicia quando a fémea do mosquito Anopheles, infectada pelo
plasmddio, ao exercer a hematofagia, inocula a forma infectante, chamada esporozoito, na
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Os esporozoitos migram pela circulagédo
periférica e alcancam os hepatdcitos. Nesse estagio o parasita esta recoberto pela proteina
circunsporozoito (CS) e pela proteina adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP),
responsaveis por mediar o processo de invasao nas células do figado e a formacéo do vacuolo
parasitéforo (PRUDENCIO et al., 2006; MILLER et al., 2002).

Neste vactolo o esporozoito se diferencia em trofozoito pré-eritrocitico, que se
multiplica por reproducdo assexuada do tipo esquizogonia dando origem aos esquizontes
teciduais e, posteriormente, merozoitos. Essa fase primaria do ciclo é chamada pré ou exo-
eritrocitica ou tissular (CDC, 2006a).

Nas infecges causadas pelo P. ovale e P. vivax algumas formas exoeritrociticas,
denominadas hipnozoitas, podem permanecer latentes no figado por meses ou anos, e
parecem ser responsaveis pelas recidivas tardias da doenca, observadas nas infeccdes
causadas por estas duas espécies (FERREIRA, 2005).

A segunda fase do ciclo € denominada eritrocitica e se inicia quando 0s merozoitos
tissulares, liberados na corrente sanguinea, invadem os eritrocitos, estabelecendo a infec¢édo
(MARSH; KINYANJUI, 2006). A sequéncia de invasdo nas hemacias €, provavelmente,
similar para todos os plasmodios. O parasita se adere a superficie dos globulos vermelhos

através das glicoproteinas presentes na sua membrana celular e induz a formagdo de um



vacuolo derivado da membrana plasmatica do eritrécito. O parasita penetra no interior deste
vacuolo infectando a hemacia (MILLER et al., 2002).

Os merozoitos se desenvolvem por esquizogonia eritrocitaria e sofrem maturacoes
morfologicamente distintas, a saber: formas em anel, trofozoitos e esquizontes. Os eritrocitos
se rompem liberando os parasitas na circulagdo sanguinea que invadirdo novos globulos
vermelhos reiniciando o ciclo (CDC, 2006a).

Apds sucessivas geracdes de merozoitos sanguineos, uma propor¢do dos parasitas
assexuados se diferencia em estagios sexuados, o0s microgametdcitos (masculino) e
macrogametocito (feminino) (REBELO, 2001).

A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea do mosquito Anopheles, durante o
repasto sanguineo em um individuo infectado, ingere gametocitos machos e fémeas que irdo
evoluir no interior do inseto dando origem ao ciclo sexuado ou esporogdnico (CDC, 2006a).

No intestino médio do mosquito, fatores como temperatura inferior a 30 °C, pH e
baixa pressdao de CO,, estimulam a gametogénese, poucos minutos apés a ingestdo do sangue.
Os microgametdcitos, por exflagelagdo originam oito microgametas que fertilizardo o
macrogameta gerando 0 ovo ou zigoto. Estes, apds 18 a 24 horas, tornam-se alongados e
maveis e sdo denominados oocinetos, que atravessam a matriz peritréfica alcancando a parede
géstrica do intestino médio, onde se encistam na camada epitelial do 6rgdo dando origem ao
oocisto (REBELO, 2001).

Inicia-se entdo, o processo de divisdo esporogbnica para formar os esporozoitos
que, liberados na hemolinfa, se disseminam pelo corpo do inseto e alcangam as glandulas
salivares (WHITTEN et al., 2006). A partir dai, as fémeas se tornam infectantes
(FERREIRA, 2005). O inseto, ao exercer nova hematofagia, inocula os esporozoitos com a

saliva, iniciando um novo ciclo (REBELO, 2001).
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Figura 05: Esquema do ciclo bioloégico da malaria humana e indicacdo do local de acdo da

mefloquina.

Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/malaria/biology/life_cycle.htm. Acesso, outubro de 2006.

1.5. TRATAMENTO DA MALARIA POR P. FALCIPARUM NAO COMPLICADA

No tratamento da maléria, o objetivo fundamental é abolir o ciclo de reprodugdo
sanguinea do parasita responsavel pela doenca, suas manifestagdes clinicas agudas e eventuais
complicacdes. Dentre os varios medicamentos utilizados se destaca a mefloquina, um

esquizonticida sanguineo que age nas formas eritrociticas do parasita (BOULOS, 2005).



Esse farmaco foi desenvolvido em 1971 por Ohnmacht e colaboradores do
programa Walter Reed Institute for Medical Research, com o objetivo de combater cepas de
P. falciparum resistentes a cloroquina (SALLES; SALLES, 2000). Foi introduzido na
Tailandia em 1984, sendo utilizado em dose Unica de 15 mg de base/kg de peso corporal
(SIMPSON et al., 2000).

A eficacia do tratamento monoterapico, mesmo apos o aumento da dose para 25
mg/kg, declinou rapidamente e, em 1994, a taxa de cura nos pacientes tailandeses caiu para
aproximadamente 50%. No mesmo ano foi implantado um novo esquema terapéutico
utilizando mefloguina (25 mg/kg) e artesunato por trés dias, combinacdo que se caracterizou
por uma resposta rapida, altas taxas de cura e menor potencial de transmissao (PRICE et al.,
1999).

H& muitos anos, a associacdo quinina e doxiciclina vem sendo utilizada no Brasil
para o tratamento da malaria falciparum ndo complicada. Entretanto, avaliacGes recentes deste
esquema apontaram eficacia inferior a 90%, abaixo do recomendado pela Organizagdo
Mundial de Saude. Estudo realizado no estado do Pard, mostrou problemas na adesdo a este
esquema, indicando que cerca de 75% das pessoas complementavam o esquema terapéutico
proposto (BRASIL/MS/SVS, 2007a).

Pela soma das evidéncias acumuladas, no segundo semestre de 2005, por
intermédio da Rede Amazénica de Vigilancia da Resisténcia as Drogas Antimalaricas
(Ravreda), foi implantado no Brasil novo esquema terapéutico para o tratamento da maléria
por P. falciparum, com drogas associadas a derivados da artemisinina. Neste sentido, a
associacdo mefloquina e artesunato vem sendo avaliada nos estados de Rondbnia, Roraima,
Amapa, Para e Acre, e os resultados obtidos até 0 momento apontam para eficacia proxima a

100% (BRASIL/MS/SVS, 2007a).



O cloridrato de mefloquina, comercialmente conhecido como Lariam (Roche®) e
Mephaquin (Mepha®), é distribuido no Brasil sob supervisdo da Fundacéo Nacional de Salude
e esta disponivel em comprimidos contendo 274 mg de cloridrato de mefloquina, equivalente
a 250 mg de mefloguina-base, ndo sendo disponivel para administracdo parenteral
(BRASIL/MS/ENS, 2001).

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, a mefloquina é recomendada na
dose de 15-20 mg/kg em adultos e ndo deve ser utilizada em criancas menores de 6 meses de

idade ou pesando menos de 15 kg (Figura 06) (BRASIL/MS/FNS, 2001).

Grupos Etérios Mefloquina
Comprimido 15-20 mg/kg
Menor de 6 meses *
6 a 11 meses Ya
1a2anos Y2
3 a4 anos 1
5 a6 anos leY%
7 a8 anos le¥%
9 a 10 anos 2
11 a 12 anos 2e%
13 a 14 anos 3
15 ou mais 4

Figura 06: Dose de mefloquina de acordo com a idade.

Fonte: Adaptado de BRASIL/MS/FNS, 2001.

1.6. ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA MEFLOQUINA

1.6.1. Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas da mefloquina

A mefloquina é um derivado 4- quinoleina-metanol ou 4-hidroximetilquinoleina,

quimicamente relacionada a quinina (TAVARES, 1996). A molécula apresenta conformacao



relativamente estavel, com um anel conjugado bi-heterociclico e radical trifluorometil (CF3)
nas posicdes C14 e C21 do anel quinolinico (Figura 07). A presenca destes radicais confere
lipossubilidade e contribui para a sua elevada e prolongada atividade antimalarica
(WARHURST et al., 2003; SKORSKA et al., 2006).

Esta presente no mercado como uma mistura racémica de igual proporcéo, cujas
propriedades farmacocinéticas sao estereoespecificas (ASHLEY et al., 2006). Estudos in vitro
sugerem que (+)-mefloquina apresenta maior atividade antimalarica que (-)-mefloquina contra
algumas cepas de P. falcipraum (SKORSKA et al., 2006).

A base de mefloquina apresenta a nomenclatura quimica (R*,S*)-(+)-a-2-
piperidinil-2,8-bis(trifluorometil)-4-quinolinometanol, férmula molecular Ci7H16FsN2O e
peso molecular de 414.78 Kda. E um p6 cristalino branco ou levemente amarelado, pouco
soltvel em agua, facilmente solivel em metanol e solivel em acetato de etila e etanol; possui
ponto de fusdo de 259 a 260 °C e constante de dissociacdo (PKa) de aproximadamente 9.0

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2006).

Figura 07: Estrutura quimica da mefloquina.

Fonte: Adaptado de GREEN et al. (1999).



1.6.2. Indicac0es terapéuticas

A mefloquina é empregada no tratamento da malaria ndo complicada causada por
P. falciparum, na malaria complicada causada por cepas de P. falciparum e P. vivax
suscetiveis e para quimioprofilaxia nas areas com elevado risco de transmissdo de P.
falciparum resistente a cloroquina (SALLES; SALLES, 2000; KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 1998). Apresenta, também, atividade contra formas assexuadas intra-

eritrociticas de P. malariae e P. ovale (PANISKO; KEYSTONE, 1990).

1.6.3. Farmacocinética da mefloquina

1.6.3.1. Absorcéo

A mefloquina administrada via oral apresenta meia-vida de absorcdo de
aproximadamente 2 horas (SCHWARTZ et al., 1982). A biodisponibilidade oral absoluta de
mefloquina ainda ndo foi determinada uma vez que, a formulacdo intravenosa ndo esta
disponivel. No entanto, a biodisponibilidade do comprimido comparado a solucéo oral é cerca
de 85% (LARIAM, 2004).

Estudo com voluntérios saudaveis indicou que a ingestdo de mefloquina na
presenca de dgua ou de alimentos, eleva significativamente a velocidade e a quantidade do
farmaco absorvido, aumentando a biodisponibilidade em até 40% (CREVOISIER et al.,
1997). Em contraste, Dao et al. (2005), observaram que uma refeicdo gordurosa ndo parece
aumentar a biodisponibilidade do farmaco em paciente com malaria falciparum ap6s dose
unica de 15 mg/Kg.

Segundo Ashely et al. (2006), a malaria aguda em criancas estd associada a
reducdo da absorcdo de mefloquina, e a ingestdo conjunta de alimentos ndo corrige esta

situacdo. No mesmo estudo, a administracdo do farmaco na convalescenca aumentou a



biodisponibilidade, o que pode ser creditado ao fato do paciente estar afebril e com fungdes
gastrintestinais normais.

Foi demonstrado em individuos saudaveis que a mefloguina apresenta pico de
concentracdo plasmatica entre 0,05 e 0,11 pug/mL apo6s 6 a 24 horas (média de 17 h) da
ingestdo de dose Unica do farmaco de 250 mg. Nos pacientes com malaria falciparum néo
complicada o pico de concentracdo plasmatica é duas a trés vezes maiores, isto €, de 0,112 a
0,209 pg/mL, o que pode estar associado a contracdo no volume de distribuicdo aparente total
(KARBWANG; WHITE, 1990). A ingestdo de 250 mg de mefloquina semanalmente produz
concentracdes plasmaticas maximas de 1000 a 2000 pg/L ap6s 7 a 10 semanas de tratamento
(LARIAM, 2004).

A ocorréncia de émese, até uma hora apds administracdo do medicamento, tem
influéncia nas concentracdes sanguineas e pode resultar em falha terapéutica (KARBWANG;

NA-BANGCHANG, 1994).

1.6.3.2. Distribuicao

Em adultos saudaveis, o volume de distribuicdo aparente, ap6s dose Unica de 250
mg, € aproximadamente 20 L/Kg, indicando uma extensa distribuicdo tecidual e prolongada
atividade (KARBWANG; WHITE, 1990). A mefloquina apresenta alta capacidade de ligacédo
as proteinas plasmaticas (>98%) e se distribui intensamente ndo s6 nos tecidos, como também
nos fluidos organicos, sendo detectada em altas concentracbes nos pulmdes, figado, rins,
masculos, tecido adiposo e eritrécitos (SALLES; SALLES, 2000). Entretanto, o volume de
distribuicdo é significativamente menor nos pacientes com maléaria severa (JUMA; OTEGO,

1989).



O elevado volume de distribuicdo pode ser justificado pelo fato da mefloquina
apresentar tropismo pelos lisossomos, podendo se acumular nos lipidios presentes nestas
estruturas intracelulares (GLAUMANN et al., 1992).

Mulheres gravidas apresentam maior volume de distribuicdo sanguinea do farmaco
em virtude da expansdo do liquido intracelular e da ligacéo tecidual aumentada, necessitando
de doses maiores de mefloquina para alcancar niveis sanguineos semelhantes aqueles
observados nas ndo gravidas (NA-BANGCHANG et al., 1994).

A mefloguina atravessa a barreira hematencefalica estereoseletivamente
(BAUDRY et al.,, 1997) e uma pequena quantidade (11%) pode atravessar a barreira
placentaria e chegar ao feto (BARZAGO et al., 1994). E secretada pelo leite materno em

concentracgdes inferiores aquelas mensuradas no plasma (EDSTEIN et al., 1988).

1.6.3.3. Biotransformacao

Evidéncias indicam que a mefloquina é biotransformada pela subfamilia 3A do
citocromo P-450. Este achado deve ser considerado na poliquimioterapia da maléaria uma vez
que, outros medicamentos podem interferir na biotransformagdo deste medicamento
(FONTAINE et al., 2000). Fatores genéticos ligados ao citocromo P-450 (polimorfismo) e
fatores ambientais (dieta, estado nutricional, processos inflamatérios e infecciosos) também
podem influenciar no comportamento desse sistema enzimatico e, conseqlientemente, na
farmacocinética do farmaco (GUZMAN; CARMONA-FONSECA, 2006).

A mefloquina origina em humanos produtos de biotransformagéo carboxilados e
hidroxilados. O principal metabdlito é a carboximefloquina que, diferentemente do composto
original, ndo apresenta centros quirais (Figura 08) (KARBWANG; NA-BANGCHANG,
1994). Em voluntarios saudaveis os niveis plasmaticos do metabdlito carboxilado aparecem

no plasma 2 a 4 horas apds dose Unica oral e a sua concentragdo plasmatica maxima pode



exceder, em cerca de 50%, a do farmaco original apds duas semanas (SCHWARTZ et al.,
1982).

Estudos in vitro demonstraram auséncia de atividade antimalarica da
carboximefloquina, porém sua determinacdo plasmatica é importante para o acompanhamento

do tratamento (HAKANSON et al., 1990).
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Figura 08: Carboximefloguina — principal metabdlito da mefloquina.

Fonte: Adaptado de GREEN et al. (1999).

1.6.3.4. Excrecéo

A meia-vida de eliminacdo da mefloquina é prolongada, permanecendo no
organismo humano entre 10 a 40 dias (média de 21 dias) em adultos, porém tende a ser mais
curta em crian¢as (BRASIL/MS/FNS, 2001). Ja a carboximefloquina foi estimada em 26 dias,
sendo excretada de forma mais lenta que o farmaco original (ASHLEY et al., 2006).

Esta caracteristica cinética pode diferenciar entre varias populagdes étnicas.
Verificou-se, por exemplo, que a meia vida de eliminacdo é mais demorada nos caucasianos

quando comparados aos africanos e tailandeses (PALMER et al., 1993).



Ressalta-se que a meia vida prolongada se constitui na principal desvantagem do
uso da mefloquina em monoterapia nas areas endémicas uma vez que, o individuo pode se
reinfectar em um momento que apresenta niveis plasmaticos sub terapéuticos, o que podera
favorecer o desenvolvimento de cepas resistentes (BRASIL/MS/FNS, 2001).

A excrecdo ocorre principalmente pela via fecal, pois o farmaco apresenta
secrecdo biliar e substancial circulacdo entero-hepatica (SCHWARTZ et al., 1982). Pequena
quantidade de mefloquina inalterada é excretada pela urina. Baseado em um estudo com
voluntéarios africanos, Schwartz et al. (1987), observaram que ap06s dose Unica de 250 mg, a
excrecdo urinaria semanal da droga inalterada e seu principal metabdlito representa cerca de
9% e 4,2% respectivamente. Em torno de 3 a 4% de mefloguina é secretada pelo leite
materno, seguida de uma dose equivalente a 250 mg de base livre (LARIAM, 2004).

Nos pacientes com malaria por P. falciparum ndo complicada a meia vida de
eliminacdo é mais curta (média de 13 dias), possivelmente pela diminuicdo da recirculacdo

entero-hepatica (LOOAREESUWAN et al., 1982; KARBWANG; NA-BANCHANG, 1994).

1.6.4. Interacdo farmacocinética entre mefloquina e artesunato

A influéncia do artesunato na cinética da mefloquina foi investigada, apresentando
resultados aparentemente inconsistentes (DAVIS et al., 2007). De acordo com Karbwang et
al. (1994), as concentracdes de mefloguina em vinte pacientes tailandeses com malaria por P.
falciparum estavam diminuidas na presenca de artesunato. Em contraste, Hung et al. (2004),
ndo observaram nenhuma interacdo entre estes dois antimalaricos em relacdo a tolerancia,
eficacia e farmacocinética. De maneira semelhante, a mefloquina nédo altera a cinética do

artesunado quando as drogas sdo administradas conjuntamente (DAVIS et al., 2007).



1.6.5. Mecanismo de acdo da mefloquina

A mefloquina é um potente esquizonticida sangiiineo de acdo prolongada que atua
nos estagios intra eritrociticos assexuados do plasmodio, particularmente as formas trofozoita
e esquizonte do P. falciparum e do P. vivax (GUSTAFSSON et al., 1987). O farmaco
interrompe a esquizogonia eritrocitaria abolindo as manifestac6es clinicas. Possui acdo rapida,
com regressdo da parasitemia em cerca de trés dias (TAVAREZ, 1996). O tratamento deve ser
acompanhado de Primaguina uma vez que o farmaco ndo tem acdo sobre os estagios hepaticos
iniciais do plasmddio, os gametocitos maduros do P. falciparum e as formas tissulares
latentes do P. vivax (BRASIL/MS/FNS, 2001).

O mecanismo de acdo dos quinolinometanois ndo é bem conhecido, entretanto,
pode envolver ligacdo direta ao grupo heme e inibicdo da heme polimerase (FOLEY;
TILLEY, 1998).

O plasmddio, no interior da hemécia, se alimenta de pequenas particulas de
hemoglobina que é degradada no compartimento acidico do parasita, conhecido como vacuolo
digestivo, por uma série de proteases, chamadas plasmecinas, originando um composto téxico
do grupo heme denominado ferriprotoporfirina IX (Fe (Ill) PPIX) (EGAN; MARQUES,
1999).

A heme polimerase é utilizada pelo parasita para catalisar a reacdo de
detoxificacdo da Fe (lI1) PPIX, formando um composto inerte, ndo toxico, denominado
hemozoina ou pigmento malérico, que tem por unidade basica a p-hematina (SULLIVAN et
al., 1998).

Acredita-se que a principal anormalidade estrutural produzida pela mefloquina no
P. falciparum seja o aumento dos vactolos alimentares, alterando seu processo digestivo

provavelmente por se unir a hematina, ou por inibicdo da heme polimerase, que impediria a



polimerizacdo do heme com crescente acumulo de Fe(l11)PPIX no vacuolo digestivo (ORJIH
etal., 1994).

O mecanismo preciso de acdo toxica da Fe(I1I)PPIX livre ndo esta completamente
esclarecidas, mas se acredita que possa resultar da sua atividade peroxidativa que atuariam
promovendo danos nas membranas e outros componentes do plasmddio (SUGIOKA,
SUZUKI, 1991).

Outra hipotese € que a Fe(I11)PPIX possa lisar o parasita através de um mecanismo
colbido-osmdtico, possivelmente pela inibicdo da manutencdo do gradiente de céations
(EGAN; MARQUES, 1999).

Apesar da suposicdo de que a acao antiparasitaria esteja associada a inibicdo da
heme polimerase, a mefloquina, a exemplo da quinina, ndo se concentra tdo intensamente no
parasita, quando comparado a cloroquina, sugerindo-se que outros mecanismos possam estar
envolvidos (FOLEY; TILLEY, 1998).

De fato, acredita-se que a cloroquina, por ser uma base fraca diprotonada, se
concentra cerca de 1000 a 5000 vezes no interior do vacuolo, ao passo que a mefloquina, por
ser uma base fraca monoprotonada, acumula-se no vaclolo apenas cerca de 70 vezes,
concentragéo insuficiente para inibir a polimerizagdo do heme (FOLEY; TILLEY, 1998).

Segundo Slater (1993) e Raynes et al. (1996), a mefloquina inibe a polimerizagao
do heme in vitro, com similar ou menor eficiéncia que a cloroquina. No entanto, é sabido que
este farmaco inibe o crescimento parasitario de forma mais potente que a cloroquina, levando
estudiosos a sugerir a existéncia de sistemas de transportes especificos para sua penetragdo no
eritrocito infectado ou de outros locais de ac¢do no parasita (FOLEY; TILLEY, 1998).

Segundo Berman et al. (1994), a mefloquina, por ser altamente lipossoluvel,
associa-se especificamente a um polipeptidio denominado apo-Al, presente nas lipoproteinas

de alta densidade (HDL). Eritrocitos infectados tendem a se ligar as particulas de HDL



circulantes para obtencdo do suprimento de lipidios, o que facilitaria a passagem e o acumulo
do farmaco no eritrocito infectado, transferido pelas translocases e os fosfolipidios através das
proteinas de transferéncias de lipidios (FOLEY; TILLEY, 1998).

Desneves et al (1996), demonstrou que a mefloquina pode interagir com uma
proteina presente na membrana do eritrocito, chamada estomatina cuja funcdo estd
relacionada a reorientacdo dos fosfolipidios. Estudos sugerem que a mesma possua alta
afinidade por esta proteina, facilitando sua absorcdo pelo eritrocito e contribuindo para longa
meia vida no organismo (SCHWARTZ et al., 1982).

Atualmente os estudos sdo dirigidos para a caracterizacdo molecular das proteinas
nas quais a mefloquina se liga, buscando identificar a localizacdo destas no interior da célula e
as regides onde se acumula, para desvendar novos locais de acdo deste farmaco (FOLEY;

TILLEY, 1998).

1.6.6. Efeitos adversos

A mefloquina é geralmente bem tolerada por criangas e adultos, no entanto pode
ocasionar rea¢des adversas como distdrbios gastrintestinais, cardiovasculares, dermatolégicos
e neuropsiquiatricos (WOOLTORTON, 2002).

Embora seja dificil distinguir os sinais e sintomas associados a ingestdo de
mefloquina daqueles atribuidos a doenca em si, os eventos adversos mais frequentes séo:
tontura, ndusea, vomito, diarréia e dor abdominal, os quais podem ocorrer em cerca de 40%
dos pacientes e, em geral, sdo leves ou moderados, auto-limitados e ndo requerem tratamento
especifico (PALMER et al., 1993; WOOLTORTON, 2002). O vomito e a diarréia séo,
provavelmente, dependentes da dose e podem interferir com o resultado do tratamento,

especialmente nas criangas, haja vista influenciarem as concentragfes sanguineas de



mefloquina e, consequentemente, na resposta ao tratamento (KARBWANG; NA-
BANGCHANG, 1994).

Outras reacdes adversas sdo: labirintite, anorexia e transtornos neuropsicoldgicos
tais como dor de cabeca, sonoléncia e distarbios do sono (insénia e sonhos anormais)
(KOLLARITSCH et al., 2000).

Ha relatos de esofagite e trés casos na literatura de pneumonite ap6s o uso de
mefloquina (BRASIL/MS/FNS, 2001; SOENTJENS et al., 2006). Disturbios cardiovasculares
como hipotensdo, hipertensdo, sincope, angina pectoris, taquicardia, bradicardia, extra sistoles
e outras alteracdes na conducdo cardiaca podem ser observados (FONTEYNE et al., 1996).

A mefloquina ocasiona efeitos dermatoldgicos de gravidade variavel nos viajantes
saudaveis e nos pacientes com malaria, 0s quais sdo, na maioria das vezes, auto-limitados e
raramente requerem tratamento. Prurido, urticaria, edema, alopécia, exantemas, vasculite
cutanea, sindrome de Stevens-Johnson, necrose epidermal toxica ja foram relatados em 4 a
10% dos pacientes que utilizaram o farmaco por curto periodo de tempo, e em 30% ap6s o
uso profilatico prolongado (SMITH et al., 1999).

O principal temor em relacdo ao uso de mefloquina s&o as manifestacfes
neuropsiquiatricas graves como: psicose, encefalopatias e convulsdes. Ocorrem em proporcao
de um para 215 pacientes que a utilizam para o tratamento da malaria e, em cerca de 1 para
13.000 individuos saudaveis que a utilizaram na profilaxia da malaria (WOOLTORTON,
2002).

Outros possiveis efeitos sdo polineuropatias motora e sensorial (incluindo
parestesia, tremor e ataxia), confusdo mental, depresséo, ansiedade, crise de panico, mudancas
de humor, reagdes paranoicas, fadiga, alteracdes visuais, alucinacfes e, raramente, suicidio

(CRAIG; STITZEL, 1996; WATT-SMITH et al., 2001; SANJEEYV et al., 2006).



Estes efeitos sdo bem tolerados por jovens do sexo masculino. Ja as mulheres séo
menos tolerante a mefloquina, possivelmente, pelo menor peso corporal e volume de
distribuicdo (KOLLARITSCH et al., 2000). Estudo realizado por Schwartz et al. (2001),
sugere que o0s niveis sanguineos de mefloquina ndo se correlacionam com os efeitos adversos
severos observados ap0s seu uso.

Para os pacientes que apresentam algum disturbio psiquiatrico, deve ser prescrito
um esquema terapéutico alternativo, como a associacdo doxiciclina e quinina
(WOOLTORTON, 2002).

Alteracdes laboratoriais como diminuicdo do hematdcrito, elevacdo passageira das
transaminases, leucopenia e trombocitopenia podem, possivelmente, ser atribuidas ao uso do
farmaco (LARIAM, 2004). De acordo com Rendi-Wagner et al. (2002), pacientes também
podem apresentar aumento significativo de sodio, cloreto, calcio, bilirrubina, gama
glutamiltransferase e LDH.

A carboximefloquina contribui apenas com pequena parte dos efeitos adversos por
possuir volume de distribuicdo aparente menor que o farmaco original (SCHWARTZ et al.,
1982).

Ressalta-se que como a mefloquina apresenta meia vida longa, ha possibilidade
destes efeitos persistirem ou ocorerrem varios dias ap6s o término do tratamento (MARTIN et

al., 1993).

1.6.7. Efeitos toxicos
A mefloquina demonstrou ser teratogénica em ratos e camundongos em dose de
100 mg/kg/dia. Em coelhos, uma dose de 160 mg/kg/dia foi embriotoxica e teratogénica, e

uma dose de 80 mg/kg/dia foi teratogénica, mas ndo embriotoxica (LARIAM, 2004).



Ainda ndo ha estudos adequados e bem controlados envolvendo mulheres
gravidas. No entanto, a experiéncia clinica atual ndo revelou a existécnia de efeito
embriotoxico ou teratogénico em humanos (LARIAM, 2004). Entretanto, foi demonstrado
aumento na ocorréncia de abortos espontdneos nas usuarias de mefloguina
(SCHLAGENHAUF, 1999). Assim, como 0 uso seguro de mefloguina durante o primeiro
trimestre de gravidez ainda nédo foi totalmente estabelecido, 0 Ministério da Saude do Brasil
(2001), recomenda a administragdo, com seguranga, apenas no segundo e terceiro trimestres

de gestacéo.

1.6.8. Contra-indicacdes

A mefloguina ndo deve ser prescrita como medicacdo profilatica em: pacientes que
tenham antecedentes de convulsdo, depressao ativa, historia recente de depressao, ansiedade
generalizada, psicose, esquizofrenia ou outras desordens psiquiatricas; naqueles com histdria
de hipersensibilidade a mefloquina e compostos relacionados como quinina e quinidina, ou a
algum excipiente contido na formulacéo; pacientes que tenham recebido tratamento recente
com quinina ou halofantrina, devido ao risco de convulsdes ou cardiotoxicidade ou que
tenham recebido tratamento com mefloquina nos dltimos 21 dias e naqueles que apresentem
arritmias cardiacas ou exercam tarefas que exija boa coordenacdo e discriminacdo espacial
(tripulantes de aeronaves, operadores de maquinas, motoristas, dentre outros)

(BRASIL/MS/ENS, 2001; LARIAM, 2004).

1.7. CONCENTRACCES DE MEFLOQUINA NOS COMPARTIMENTOS SANGUINEOS.
Segundo Tajerzadeh e Cutler (1993), a afinidade e a concentracdo de mefloquina

nos compartimentos sanguineos apresentam resultados controversos. Algumas pesquisas



apontam uma propor¢do plasma e eritrocito proximo de 1, enquanto outros indicam uma
extensiva acumulacao nos eritrocitos.

Antimalaricos como a mefloquina, que contém anfifilicos catidnicos na sua
composicao, se acumulam em elevados niveis nos lisossomos, interagindo com fosfolipidios
presentes na membrana dos eritrocitos (GINSBURG; KRUGLIAK, 1988). Por outro lado, a
mefloquina também apresenta alta afinidade pelas proteinas plasmaticas, a qual se liga em
torno de 98% (SALLES; SALLES, 2000).

Vidrequin et al (1996), examinaram a estereoespecificidade cinética dos isbmeros
da mefloguina in vitro, e observaram que a entrada do farmaco no eritrocito ocorre
rapidamente, através de um mecanismo passivo associado a sua alta ligacdo a membrana.
Quando plasma foi adicionado ao meio, a passagem pela membrana eritrocitaria diminuiu,
provavelmente, devido a forte ligacéo as proteinas plasmaticas.

Segundo Rozman et al. (1978), ap6s administracdo oral de hidrocloridrato de
mefloquina marcado com C14 em ratos fémeas, a concentracdo do farmaco nos eritrécitos foi
aproximadamente cinco vezes maior que no plasma.

No interior do eritrdcito, a mefloquina se acumula, principalmente, no vacuolo
parasitoforo e no citoplasma do parasita (ADOVELANDE et al, 1994). O farmaco também
pode se ligar a hemoglobina, mas com menor afinidade. No entanto, devido a alta
concentracdo desta proteina, este pode ser um compartimento importante na célula vermelha.
A troca de farmaco entre hemoglobina e a membrana do eritrécito € rapida e pode ter um

papel importante na biodisponibilidade da droga ao parasita (GEORGE et al., 1984).



1.8. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas o aparecimento e a propagacdo de parasitas resistentes a
grande parte dos antimalaricos disponiveis, a reducdo dos investimentos financeiros na sintese
de novos quimioterapicos e as dificuldades para producdo de vacinas eficazes, constituiram

um desafio & terapéutica antimalarica (CRAVO; ROSARIO, 2002).

Na auséncia de novos medicamentos, grande parte da producéo cientifica atual se
destina a busca por novas estratégias para o aperfeicoamento das politicas de tratamento e
controle da doenca. Um importante instrumento é a monitorizagdo das concentracdes
plasmaticas dos medicamentos visando maior conhecimento da cinética dos diversos
antimalaricos, objetivando alcancar o tratamento 6timo, isto €, o efeito terapéutico rapido com

reduzido riscos de toxicidade (MELLO, 2004).

Neste sentido, o conhecimento da disposicdo de mefloguina nos dois
compartimentos sanguineos (plasma e hemacia) € de fundamental importancia para uma
melhor avaliagdo, uma vez que a distribuicdo da droga nas diferentes fracGes sanguineas pode

influenciar diretamente a concentracdo do medicamento no sitio de acgéo.

Atualmente a maioria das informagdes sdo derivadas de pesquisas utilizando teste
in vitro ou amostras de animais e voluntarios adultos saudaveis. A extrapolacdo direta destes
resultados para pacientes com malaria causada por P. falciparum deve ser feita com cautela
haja vista que, foi demonstrada diferenca entre alguns aspectos farmacocinéticos da
mefloquina em  voluntarios saudaveis e pacientes com maléaria falciparum
(LOOAREESUWAN et al, 1982; KARBWANG et al, 1987; JUMA; OGETO, 1989). Alem
disso, eritrocitos de animais ndo sdo iguais aos dos seres humanos e a distribuicdo da droga

nas fragdes sanguineas também difere entre eles (HINDERLING, 1997).



Como a quimioterapia deverd permanecer por muito tempo, um importante
instrumento no controle desta doenca, € fundamental monitorar in vivo as concentracdes
plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina e seu metabolito em pacientes com malaria
falciparum, a fim de se observar o comportamento cinético destas substancias em grupos
étnicos diversos, somado a auséncia de estudos na populacdo brasileira referente a associagédo

mefloquina e artesunato.



2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
Determinar as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina e

carboximeflogquina em pacientes com malaria por Plasmodium falciparum ndo complicada.

2.2. ESPECIFICOS

e Validar a metodologia analitica para determinacdo de mefloquina e

carboximefloquina por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Determinar as concentragdes plasmaticas (D3 e D42) e eritrocitarias (D3) de

mefloquina e carboximefloquina em adultos e criangas com malaria por P. falciparum;

e Auvaliar se as concentracdes plasmaticas de mefloquina encontram-se acima da

concentracdo inibitéria minima para P. falciparum;

e Estabelecer a relagcdo entre as concentragbes plasmaticas e eritrocitarias de

mefloquina e carboximefloquina nas criancas e nos adultos;

e Correlacionar os niveis plasmaticos e eritrocitarios de mefloquina e carboxi-

mefloquina nas criangas e nos adultos com malaria por P. falciparum;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA DE ESTUDO
O estudo foi realizado no estado do Amapa, localizado ao norte da regido

Amazonica. Esta area é considerada de alto risco para transmissdo da malaria falciparum,

sendo uma das principais contribuintes para a sua ocorréncia no ano de 2006 (Figura 09)

A,

(Brasil/MS/SVS, 2007h).
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Figura 09: Estratificacdo nos municipios do Amap4, 2006.

I Estrato 1 PR = 50 (ate imcol - §
Estrate 2: IP& 10 - 43 imédio risez) - 4

I Estrate 3: IPA < 10 (i rzco) - 4
Semueasss IPA =0

Fonte: Brasil/MS/SVS, 2007b.

3.2. CASUISTICA

No periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006 foram selecionados 39
pacientes atendidos no Centro de Referéncia em Doencas Tropicais (CRDT) — Macapa/AP, de
ambos os sexos, com idades entre 08 e 74 anos, residentes e domiciliados no estado do

Amapa e seus arredores, com diagnéstico de malaria por P. falciparum, confirmado através



do exame da gota espessa. Todos 0s pacientes que participaram do estudo ainda ndo haviam

iniciado o tratamento e a adiministracao foi supervisionada pelo projeto RAVREDA.

3.2.1. Fatores de excluséo
Foram excluidos do estudo, pacientes que apresentaram doenca crbnica ou
infecciosa concomitante, portadores de malaria vivax, mista ou falciparum grave, aqueles que
apresentaram historico de hipersensibilidade a mefloquina, gestante, lactantes e que
recusaram assinar o Termo de Consentimento e/ou discordaram de qualquer etapa do estudo.
Todos os voluntarios que aceitaram participar do estudo responderam a ficha de
inclusdo e acompanhamento do paciente, para avaliacdo do perfil da resposta terapéutica dos

medicamentos utilizados no tratamento da malaria sem complicacdes no Brasil.

3.3. ESQUEMA TERAPEUTICO

Todos os pacientes seguiram esquema terapéutico alternativo para o tratamento da
malaria falciparum ndo complicada, empregado recentemente na regido. Pacientes adultos
tomaram doses fixas de Artesunato 4,0 mg/Kg em DO, D1 e D2, e 2 comprimidos de 250 mg
de Cloridrato de Mefloquina, correspondendo a 20 mg/Kg via oral durante o primeiro dia
(D1) e 2 comprimidos no segundo dia (D2). Pacientes com idade inferior a 15 anos seguiram
o0 esquema de mefloquina apresentado na Figura 06 (BRASIL/MS/FNS, 2001) e mantiveram a

mesma dose de artesunato.

3.4. AMOSTRAS
O universo amostral foi composto por 39 pacientes dos quais foram obtidos

amostras de sangue para analise no estudo.



Na avaliacdo da correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de
mefloquina (MQ) e carboximefloquina (CMQ), foram selecionados 29 pacientes (22 adultos e
07 criangas).

Para determinacdo do quimioterapico e seu metabdlito foram coletados 10 mL de
sangue venoso em tubo de vidro contendo heparina como anticoagulante. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 4.000 rpm para separar o plasma das hemécias e foram
imediatamente armazenadas em tubos tipo eppendorf a -5 °C até processamento
(KAPETANOVIC et al., 1983). Nos eritrocitos foi adicionado 1,0 mL de glicerolato e
armazenados em tubos eppendorf a - 5 °C até processamento.

A coleta foi realizada antes da administracdo da droga (DO0), trés dias (D3) e
quarenta e dois dias (D42) apds a instituicdo da terapia. Em seguida, as amostras foram
transferidas para Belém e analisadas no Laboratério de Toxicologia do Instituto de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal do Pard — UFPA.

3.5. PROCEDIMENTO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE MEFLOQUINA E
CARBOXIMEFLOQUINA

As determinacGes de MQ e CMQ foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), segundo metodologia descrita por Bergqvist et al. (1988) e Green et

al. (1999), com modificagdes.

Para garantir que o método analitico empregado gerasse resultados confiaveis e
seguros, foi realizada a validacdo da técnica, seguindo-se 0s principais parametros propostos
pelas agéncias regulamentadoras (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003; Food and
Drug Administration, 2001) para analise de farmacos em fluidos biolégicos, como: tempo de
retencéo, limite de deteccdo e de quantificacdo, linearidade, recuperacéo, curva de calibracao,

precisdo, interferente, estabilidade e robustez.



3.5.1 Reagentes e solucdes de referéncia

O padréo de mefloquina foi adquirido da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St Louis,
Mo), de carboximefloquina foi gentilmente cedido pelo CDC (Center for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA doado por Walter Reed Institute for Medical Research) e quinidina
(Padréo Interno) foi obtido da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St Louis, Mo). Hidroxido de sédio
2,0M foi adquirido da Labsynth (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda, Sdo Paulo). O
acido orto-fosforico 50% da Vetec (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro) e trietilamina
da Merck (Merck, Hohenbrunn, Alemanha). Todos os reagentes foram preparados em agua
ultrapura. Os solventes utilizados foram de grau cromatografico, o metanol foi obtido da
J.T.Baker (Mallinckrodt Baker Inc. Philipsburg, NJ) e o éter metil terc butilico da Vetec

(Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro).

3.5.2. Preparacao das solugdes-padréo
3.5.2.1 Solucdes estoque

As soluces estoques de MQ em concentracdo de 1,0 mg/mL, CMQ de 46 pg/mL
e do padrdo interno (quinidina) de 1,0 mg/mL, foram preparadas pela dissolucdo dos

respectivos sais em volume apropriado de metanol.

3.5.2.2 Solugdes de trabalho

As solucgdes estoque de MQ, CMQ e QI foram diluidas em metanol, a fim de obter
concentragdes de 25 pg/mL; 25 pg/mL e 21 pg/mL, respectivamente.

Todas as solucGes padrdes foram acondicionadas a — 5 °C e protegidas da luz em
frasco ambar, envolto em papel aluminio durante o processo.
3.5.3. Aparelhos e equipamentos

A andlise cromatogréfica foi realizada em cromatégrafo liquido VARIAN®

composto de modulo de bombeamento isocratico ProStart 300, injetor manual reodine com



loop de 20ul, detector duplo canal Ultravioleta e Visivel ProStar 220. A aquisicdo dos dados
foi realizada em software Star Chromatography Workstation® .

A coluna foi uma X-terra® RP18 com 5 pum e 4.6 x 150 mm. Também foram
utilizados: ultra-som, Q-335D, Quimis®; agitador de tubos vortex, Q-220B1, Quimis®;
centrifuga, 2K15, Sigma Laborzentrifugen®; peagametro digital PHS-EB, Phtek®; balanca,
VL-1mg, Acculab®; geladeira, 280L, Consul®; estufa- Quimis®; pipetas autométicas 200,

1000 e 2000 pl e vidrarias comuns de laboratorio.

3.5.4. Condicdes cromatograficas

A fase mdvel consistiu de uma mistura isocratica de metanol e solucédo aquosa de
trietilamina 0,01 M (60:40, v/v) pH 5,5, ajustado com &cido orto-fosforico a 50%. A solucéo
preparada foi submetida a filtracdo e desgaseificacdo em ultra-som por 10 minutos antes do
uso. O fluxo utilizado foi 1,0 mL/min e comprimento de onda de 222 nm (BERGQVIST et

al., 1988; GREEN et al., 1999).

3.5.5. Procedimento de extracdo de mefloquina e carboximefloquina da matriz bioldgica

Para extracdo de MQ e CMQ do plasma sanguineo ou do concentrado de hemécias
foi utilizada uma aliquota de 250puL de cada amostra, que foi transferida para tubo de ensaio
de capacidade de 5mL com rosca de teflon. A seguir, foi adicionado 50 pL do padrao interno
e 50 uL de hidroxido de sodio 2,0 M. Foi agitado em vortex por 30 segundos e adicionado 2,0
mL de éter metil terc butilico (MTBE). A solucéo foi levada ao homogeneizador durante 10
minutos e em seguida centrifugada por 10 minutos a 2500 rpm (BERGQVIST et al., 1988;
GREEN et al., 1999).

A fase organica (sobrenadante) foi tranferida para tubo tipo eppendorf e evaporada

em banho-maria a 55°C. O residuo foi ressuspendido com 100 pL da fase mdvel, agitado em



vortex por 30 segundos, e um volume de 50 pL foi injetado no cromatdgrafo, seguindo-se as
condicdes instrumentais descritas em 3.5.4 (BERGQVIST et al., 1988; GREEN et al., 1999).

O fluxograma do procedimento analitico encontra-se descrito na Figura 10.

AMOSTRA
250uL

» 50pL de quinidina 21 pg/mL
(Padréo interno)

50uL de NaOH 2,0 M
Agitar vortex 30 seg.
2,0 mL de éter metil terc butilico

Homogeneizar por 10 min

vV Vv VY VvV VY

Centrifuaar a 2500 rom por 10 min

FASE AQUOSA FASE ORGANICA

» Evaporar em banho-maria 55°C

» 100pL de fase movel

» Agitar vortex 30 seg.

A 4
CLAE*%
*&Volume injetado: 50uL.

Figura 10: Fluxograma do procedimento analitico para determinacdo de mefloquina e
carboximeflogina.



3.5.6. Determinacdo das concentracdes de mefloquina e carboximefloquina
As concentracdes de MQ e CMQ foram determinadas a partir da relagcdo entre as
areas dos picos dos referidos farmacos e do padrdo interno, que foi plotado na curva de

calibracdo, para obtencdo das concentracdes de interesse.

3.6. VALIDACAO DO METODO
Apls a definichio do método de extracdo e da padronizacdo das condicOes
cromatograficas para determinacdo da MQ e CMQ, procedeu-se a validacdo do método para

garantia da confiabilidade e seguranca dos resultados obtidos.

3.6.1. Tempo de retencao

O tempo de retencdo da MQ, CMQ e do padréo interno (PI) foi determinado
através da injecdo no cromatografo de 50uL das solugdes padrdes, em concentracdo de 5,0
pg/mL, CMQ de 5,0ug/mL e Pl de 2,1pug/mL, em triplicata, seguindo as condigdes

cromatograficas previamente descritas no item 3.5.4.

3.6.2. Limites de deteccéo e de quantificagdo

O limite de deteccdo foi determinado por meio de diluigdes sucessivas das
solucBes de trabalho da MQ e CMQ. Foram realizadas dez inje¢des de cada solucdo diluida
no cromatografo. O limite de deteccdo foi considerado trés vezes o desvio padrdo da linha de
base (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

O limite de quantificacdo da MQ e CMQ foi determinado fortificando amostras de
plasma nas concentragdes de 1,25; 0,5 e 0,25 pug/mL de cada substancia, as quais foram
submetidas ao procedimento de extracdo descrito em 3.5.5. As relacdes das areas das

substancias de interesse e do padrdo interno nas diversas concentracdes foram empregadas



para obtencdo dos coeficientes de variacdo. O limite de quantificacdo foi considerado aquele

que apresentou coeficiente de variacao igual ou inferior a 15% (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.6.3. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada empregando-se concentracdes crescentes das
solucdes de trabalho de MQ e CMQ, em intervalo de 0,25 pg/mL a 10 pg/mL que juntamente
com o padréo interno, foram transferidas para tubos eppendorf e injetadas, em volume de 50
uL, no cromatografo. As injecdes foram feitas em quintuplicata. As relacdes das areas de cada
substancia e do padrao interno (MQ/P1 e CMQ/PI) foram plotadas no eixo das ordenadas e as
respectivas concentracdes nas abscissas. A equacdo da reta foi obtida pelo método dos
minimos quadrados e expressa por y=a + bx, onde o coeficiente angular (a) é a inclinacdo da
reta em relacdo aos eixos e o coeficiente linear (b) é a intersecdo da reta com o eixo y. Ja a
faixa linear de trabalho foi determinada por intermédio do coeficiente de correlacdo de

Pearson (r) (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.6.4. Curva de calibracédo

Para a elaboracdo da curva de calibracdo foram utilizados plasma e eritrocito
brancos de referéncia, obtidos a partir de diversas amostras oriundas do Laboratério de
Anédlises Clinicas da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Pard, coletadas de
pacientes que relataram ndo estar fazendo uso de qualquer medicamento.

A curva foi construida utilizando o plasma previamente enriquecido com MQ e
CMQ nas concentracdes de 0,5 pg/mL a 10 pg/mL. No caso dos eritrocitos, foram utilizadas
amostras de hemacias fortificadas com as substancias de interesse nas concentragdes de 0,5
pg/mL a 5,0 pg/mL. A seguir, foram agitadas em vdrtex por 3 minutos, e submetidas ao

procedimento de extracdo descrito em 3.5.5 (ANVISA, 2003; FDA, 2001).



Os ensaios foram realizados em quintuplicata e as relagdes das areas de cada
substancia de interesse e do padrdo interno foram projetadas no eixo da ordenada e as
concentracdes na abscissa. A regressdo linear foi feita para obtencdo da equacédo da reta e 0
coeficiente de Pearson (r) foi calculado para estabelecer a correlagdo entre as concentracdes
dos farmacos e as respectivas relagdes das areas do analito e do padréo interno (ANVISA,

2003; FDA, 2001).

3.6.5. Recuperacéo absoluta
A recuperacdo absoluta da MQ e da CMQ que avalia a eficiéncia da extracdo dos
analitos de interesse, foi obtida utilizando amostras enriquecidas com solugdes de MQ e de
CMQ nas concentracdes de 0,5 pg/mL a 5,0 pg/mL. As areas de MQ e CMQ obtidas apds
extracdo (item 3.5.5) foram comparadas com aquelas resultantes da injecdo direta no
cromatografo das solucbes padrbes nas respectivas concentracbes (ANVISA, 2003; FDA,
2001).
Os resultados foram expressos em porcentagem da area da amostra extraida em
relacdo aquela da solucdo injetada, que representa 100%. Os ensaios foram realizados em

quintuplicata (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.6.6. Preciséo intraensaio e interensaio

A preciséo intraensaio foi determinada, analisando-se amostras de plasma
fortificadas com MQ e CMQ, em concentra¢des de 0,5 a 5,0 ug/mL. A andlise foi realizada
em quintuplicata para cada concentracdo e submetida a extracdo conforme descrito em 3.5.5.
Foram calculados os valores do coeficiente de variagdo para cada dia de analise (ANVISA,

2003; FDA, 2001).



O estudo de precisdo interensaio foi realizado analisando amostras de plasma
fortificadas com MQ e CMQ nas concentracdes de 0,5 a 50 pg/ mL de plasma, em
quintuplicata por trés dias consecutivos. No calculo da preciséo interensaio foram obtidos os
valores do coeficiente de variacdo das concentragcfes durante os trés dias de estudo (ANVISA,

2003; FDA, 2001).

3.6.7. Interferentes

Para identificar a possivel interferéncia de outros quimioterapicos administrados
no tratamento da malaria, as solucdes padrdes de quinina, doxiciclina e cloroquina, em
concentracdes terapéuticas, foram submetidas a técnica cromatografica nas condicdes
padronizadas descritas no item 3.4.4, aguardando-se um tempo de desenvolvimento de vinte

minutos (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.6.8. Estabilidade da mefloquina e carboximefloquina

A estabilidade da MQ e CMQ foi avaliada empregando-se amostras de plasma
enriquecido com concentracfes de 5,0 e 2,5 pg/mL de MQ e CMQ, em quintuplicata. Para
realizacdo do estudo de estabilidade em funcdo do tempo de andlise, as amostras foram
congeladas a — 10 °C por 24 horas e entdo submetidas a descongelamento durante 12 horas
sobre a bancada de trabalho, na temperatura média de 27 °C. Na avaliacdo da estabilidade
durante ciclos de congelamento, as amostras foram congeladas por 24 horas, em seguida
descongeladas a temperatura ambiente e depois novamente submetidas a — 10 °C por 12 horas.

Este ciclo foi repetido duas vezes. Por fim, os analitos foram quantificados e os valores



comparados aqueles obtidos no dia de preparacdo das amostras. Ressalta-se que o padrédo

interno foi adicionado no momento da realizacao das analises (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.6.9. Robustez

A robustez da técnica foi analisada para se determinar possiveis alteracGes que
podem ocorrer quando o meétodo é transferido para outros laboratorios ou realizado por
analistas e equipamentos diferentes. Foram avaliados: alteracdes na concentracdo do solvente

organico e pH da fase movel (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliacdo das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de MQ e CMQ
obtidas nas amostras foram utilizados testes estatisticos paramétricos e ndo paramétricos. Na
comparagdo das concentragcdes de MQ e CMQ nos diferentes dias foi utilizado teste t de
Student. Para determinar a correlacdo entre os teores destes analitos nas amostras de
eritrécito e plasma foi empregada a correlagdo de Pearson (r). Na validacdo da técnica foi
realizada andlise estatistica descritiva e de variancia (ANOVA) para o teste de estabilidade.
Os dados foram analisados no programa de estatistica Bioestat 4.0 (AYRES et al, 2005)

EXCEL® e INSTAT®. O nivel de significancia aceito foi de 5%.

3.8. ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi desenvolvido com amostras biologicas coletadas para as pesquisas

associadas ao projeto RAVREDA, aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto



Evandro Chagas (Anexo I). O estudo foi realizado em conformidade com os preceitos da
Declaracdo de Helsinque, do Codigo de Nuremberg e das Normas de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude. Cada paciente, candidato
ao presente estudo, assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aceitando

participar da pesquisa e teve sua identidade mantida em sigilo (Anexo II).



4. RESULTADOS

4.1. VALIDACAO DO METODO
4.1.1. Tempos de retenc¢éo da mefloquina, carboximefloguina e quinidina.

Os tempos de retencdo das solugbes padrbes de MQ, CMQ e PI, segundo
condigBes previamente padronizadas, estdo apresentados na Tabela 01 e o cromatograma esta

ilustrado na Figura 11.

TABELA 01: Tempo de retencdo das soluces padrdes de MQ (25 pg/mL), CMQ (25
pg/mL) e PI (21 pg/mL), segundo condicBes cromatograficas previamente
padronizadas.

Farmaco n Retencéo
(min)
Quinidina (A) 3 2,6
Carboximefloquina (B) 3 3,3
Mefloquina (C) 3 5,8

n=numero de determinacdes
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Figura 11: Cromatograma das solugdes padroes de mefloquina (25 pg/mL) (C),
carboximefloquina (25 pg/mL) (B) e quinidina (21 pg/mL) (A), segundo
condicbes cromatograficas previamente padronizadas.



4.1.2. Limite de deteccéo

O limite de deteccéo para MQ e CMQ foi 0,20 pg/mL.
4.1.3. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo para MQ e CMQ foi 0,25 pg/mL.

4.1.4. Linearidade

A linearidade da resposta do detector frente as diversas concentracdes de MQ e
CMQ esta apresentada na Tabela 2 e 3 e as representagdes graficas nas Figuras 12 e 13,

respectivamente.

A equacdo da reta foi Y= - 0,1449 + 0,4346X e coeficiente de correlacdo de

0,9969 para MQ e Y=-0,1759 + 0,8032X e coeficiente de correlacdo de 0,9984 para CMQ.

TABELA 2: Linearidade da mefloquina

Mefloquina n Relacéo das areas
pg/mL Amostra/Padrao interno
10,0 5 4,218
5,0 5 2,109
2,5 5 0,713
1,25 5 0,330
0,5 5 0,164
0,25 5 0,068

n=numero de determinacdes



Relagdo de Area

Linearidade Mefloquina

r=0,9969

- Y=-0,1449 + 0,4346 X

Concentracao (pg/mL)

Figura 12: Linearidade da mefloquina.

TABELA 3: Linearidade da carboximefloquina

Carboximefloquina n Relacdo das areas
pg/mL Amostra/Padrao interno
10,0 5 7,993
5,0 5 3,663
2,5 5 1,616
1,25 5 0,788
0,5 5 0,371
0,25 5 0,175

n= numero de determinagdes
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Figura 13: Linearidade da carboximefloquina.

4.1.5. Curvas de calibracdo

As curvas de calibracdo de MQ e CMQ estdo apresentados na Tabela 4 e 5 e
ilustradas nas Figuras 14 e 15. Para MQ a equacéo da reta foi Y= - 0,0716 + 0,2424 X e 0
coeficiente de correlacdo igual a 0,9957. J& para CMQ a equacdo da reta foi Y= - 0,2169 +

0,6516x e o coeficiente de correlacdo (r) de 0,9977.

TABELA 04: Curva de calibracdo da mefloquina no plasma.

Mefloquina n Relacédo das areas
pg/mL Amostra/Padrao interno
10,0 5 2,298
5,0 5 1,285
2,5 5 0,499
1,25 5 0,143
0,7 5 0,135
0,5 5 0,050

n= numero de determinacfes
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Figura 14: Curva de calibracdo da mefloguina no plasma.
TABELA 05: Curva de calibragdo da carboximefloquina no plasma.
Carboximefloquina n Relacdo de areas
pg/mL Amostra/Padréao interno
10,0 5 6,172
5,0 5 3,343
2,5 5 1,398
1,25 5 0,445
0,7 5 0,224
0,5 5 0,117

n= numero de determinac6es
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Figura 15: Curva de calibracdo da carboximefloquina no plasma.

As curvas de calibracdo de MQ e CMQ nos eritrdcitos estdo apresentadas na Tabela 6
e 7 e ilustradas nas Figuras 16 e 17. Para MQ, a equacéo da reta foi Y=-0,0035 + 0,0144 X e
o coeficiente de correlacdo (r) de 0,9915. J& CMQ, a equacdo da reta foi Y= - 0,0411 +

0,1410X e coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9904.

TABELA 06: Curva de calibracdo da mefloquina nos eritrocitos.

Mefloquina n Relacédo das areas
pg/mL Amostra/Padrao interno
5,0 5 0,0670
2,5 5 0,0375
1,25 5 0,0107
0,5 5 0,0042

n= numero de determinacfes
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Figura 16: Curva de calibracdo da mefloquina nos eritrocitos.

TABELA 07: Curva de calibragéo da carboximefloquina nos eritrécitos.

Carboximefloquina n Rela¢do das areas
pg/mL Amostra/Padréo interno
5,0 5 0,653
2,5 5 0,354
1,25 5 0,0869
0,5 5 0,0460

n= numero de determinac6es
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Figura 17: Curva de calibracao da carboximefloquina nos eritrocitos.

4.1.6. Recuperacao absoluta da mefloquina e carboximefloquina

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados da recuperagédo absoluta de MQ e CMQ,

nas diversas concentracOes avaliadas.

TABELA 08: Recuperacdo absoluta da mefloquina e carboximefloguina

Mefloquina n  Recuperacdo Carboximefloquina n Recuperacao
Hg/mL (%) Hg/mL (%)
5,0 5 92,66 5,0 5 102,1
2,5 5 97,62 2,5 5 109,2
1,25 5 93,54 1,25 5 94,32
0,5 5 94,41 0,5 5 92,44

n= numero de determinacdes



4.1.7. Estudo da preciséao

As Tabelas 9 e 10 mostram os resultados obtidos nos ensaios de precisdo. Pode
ser observado que os coeficientes de variagcdo para MQ e CMQ mantiveram-se abaixo de 15%

aceitavel para analise de farmacos em fluidos biol6gicos.

TABELA 09: Precisdo intraensaio e interensaio da mefloquina expressa como coeficiente de

variacao.
Mefloquina n Coeficiente de n Coeficiente de Variacao
pg/mL Variagao INTERENSAIO
INTRAENSAIO (%)
(%)
5,0 5 3,83 15 8,51
2,5 5 10,55 15 12,14
1,25 5 13,75 15 12,44
0,5 5 8,98 15 15,29

n= numero de determinac6es

TABELA 10: Precisdo intraensaio e interensaio da carboximefloquina, expressa como
coeficiente de variagéo.

Carboximefloquina n Coeficiente de n Coeficiente de Variagao
pg/mL Variagao INTERENSAIO
INTRAENSAIO (%)
(%)

5,0 5 3,13 15 4,87
2,5 5 5,39 15 6,75
1,25 5 2,49 15 5,02
0,5 5 13,51 15 13,61

n= numero de determinacbes

1.8. Interferentes

A Tabela 11 mostra o tempo de retencdo da MQ, CMQ e de outros farmacos

antimalaricos.



TABELA 11: Tempo de retencdo dos farmacos de interesse, de acordo com as condicdes
cromatograficas padronizadas para determinacdo de mefloquina e

carboximefloquina.

Farmaco Tempo de retengdo
(minutos)

Mefloquina 5,8
Carboximefloquina 3,3
Quinidina 2,6
Doxiciclina NE
Cloroquina NE
Quinina 2,8

N.E: Nao eluiu nas condi¢des cromatogréaficas padronizadas

4.1.9. Estabilidade
De acordo com a Tabela 12, pode-se verificar a estabilidade da MQ e CMQ apds

trés ciclos de congelamento a -10 °C e a temperatura ambiente por um periodo de 12 horas.

TABELA 12: Estabilidade da mefloquina e carboximefloquina no plasma ap6s ciclos de

congelamento e a temperatura ambiente.

Concentragéo n Amostra Ciclos de Temperatura Valores
(ug/mL) recente congelamento ambiente de p*

Mefloquina
5,0 5 1,09 1,06 1,28 0,30
2,5 5 0,45 0,58 0,46 0,13
Carboximefloquina
5,0 5 3,41 3,53 3,51 0,97
2,5 5 1,25 1,18 1,03 0,31

*Analise pelo teste ANOVA com nivel de significancia de 5% (p< 0,05).
n= numero de determinac6es



4.1.10. Robustez

Para avaliacdo da robustez do procedimento foram variados o pH da fase movel
em 6,0, 5,5 e 5,4 e a concentracdo do solvente organico,metanol, nas propor¢des de 50:50

(v/v) e 60:40 (v/v). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 13.

TABELA 13: Avaliacéo da robustez do método por CLAE — alteracGes no valor de pH e na
propor¢do dos solventes, de acordo com as condi¢cBes cromatograficas

previamente padronizadas.

Variacao

=]

Quinidina

Tempo de Reten¢do (min)

Carboximefloquina

Mefloquina

Agua : MeOH

(50:50, viv)

0,01% trietilamina
pH= 6,0 (H3PO4 50%)

Agua : MeOH

(40:60, viv)

0,01% trietilamina
pH=5,5 (H3PO4 50%)

Agua : MeOH

(40:60, viv)

0,01% trietilamina
pH= 6,0 (H3PO4 50%)

Agua : MeOH

(40:60, viv)

0,01% trietilamina
pH= 5,4 (H3PO4 50%)

4,0

2,6

2,7

2,2

7,7

3,3

3,8

3,3

11,7

5,8

6,3

6,0

n= namero de determinacdes.



4.2 RESULTADOS DA DETERMINACAO DE MEFLOQUINA E
CARBOXIMEFLOQINA NAS AMOSTRAS ANALISADAS.

4.2.1. Caracteristicas Epidemiologicas dos Participantes

No periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006, 39 pacientes portadores de
malaria por P. falciparum ndo complicada adquirida no estado do Amapa e proximidades
foram incluidos no estudo. Destes, nove eram criancas (23,1%) e 30 adultos (76,9%).

A idade média das criancas foi 11,6 £ 1,8 anos, com intervalo de 08 a 14 anos,
destes 55 % eram do sexo masculino e 45% do sexo feminino.

Os adultos apresentaram idade media de 31,2 £ 13,6, com intervalo de 16 a 74

anos, sendo constituido por 66,6% de homens e 33,4% de mulheres.

4.2.2. Determinacdo das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina e
carboximefloquina nas criancas.

Os resultados da determinacdo de MQ e CMQ nas 09 amostras de plasma das
criangas em DO, D3 e D42 encontram-se na Tabela 14 e a relacdo entre os teores plasmaticos
e eritrocitarios de MQ e de CMQ em D3 na Tabela 15. Ressalta-se que, em todos 0s
participantes deste grupo ndo foram detectadas MQ e CMQ em DO.

As concentracfes plasmaticas de MQ em D3 variaram de 0,70 a 3,29 pg/mL, com
média de 1,84 + 0,83 pg/mL. Em D42 foi detectada MQ em trés pacientes (33,3%), cujos
valores variaram de 0,36 a 0,584 pg/mL, com média de 0,45 + 0,11 pg/mL. O emprego do
teste t (Student) demonstrou diferenca estatistica significativa entre os teores plasmaticos
médios de MQ nos dias D3 e D42 (p = 0.0013).

Os teores plasméaticos de CMQ em D3 variaram de 0,77 a 2,75 pg/mL, com

concentracdo média de 1,44 + 0,70 pug/mL. Apds quarenta e dois dias foi observada CMQ em



04 pacientes (44,4%), cuja concentracdo media foi 0,51 + 0,10 pg/mL, com intervalo de 0,36
a 0,59 pg/mL. O emprego do teste t (Student) demonstrou diferenca estatistica significativa
entre os teores de CMQ nos dias D3 e D42 (p = 0.005).

A média das relagdes entre as concentracfes plasmaticas de MQ e CMQ foi 1,55 +
0,89 em D3, diminuindo para 0,83 £ 0,20 em D42.

Nas sete amostras dos eritrdcitos coletadas em D3, os teores de MQ variaram de
4,2 a 8,2 pg/mL, com media de 5,26 + 1,46 pg/mL. A CMQ foi detectada em quatro
pacientes (57,14%) que apresentaram teor médio de 1,18 + 0,65 pg/mL, variando de de 0,35 a
1,78 pg/mL.

A média da relacdo entre as concentraces eritrocitarias de MQ e CMQ em D3 foi
5,85 +4,45.

Foi observada diferenca estatistica significativa em D3 entre os teores médios de
MQ no plasma e nos eritrécitos das criangas (t= 5,0610, p= 0,0003), o que néo foi observado
em relacdo a CMQ (t= 0,5535, p= 0,599). A média da relacdo entre as concentracdes

eritrocitarias e plasmaticas de MQ foi 2,86 + 1,27, ao passo que para CMQ foi de 0,75 + 0,26.



TABELA 14: Concentracdes plasméaticas de mefloquina (ug/mL) e carboximefloguina
(ug/mL) em DO, D2 e D3, nas criangas com maélaria por P. falciparum néo

grave, oriundas do Amap4, no periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006.

Participantes ldade Mefloquina Carboximefloquina
(Mg/mL) (Mg/mL)

DO D3 D42 DO D3 D42

4 08 ND 0,702 0,415 ND 0,771 ND

8 13 ND 2,225 ND ND 0,785 0,360

16 11 ND 1,820 0,584 ND 1,119 0,597

18 12 ND 3,299 ND ND 2,752 ND
24 14 ND 2,176 ND ND 0,889 ND
27 13 ND 1,53 ND ND 2,428 ND
30 10 ND 0,881 ND ND 1,457 ND
37 12 ND 1,297 0,365 ND 1,426 0,535
38 12 ND 2,640 ND ND 1,340 0,576
Média 11,6 0 1,84 0,45 0 1,44 0,51
DP 1,8 0 0,83 0,11 0 0,70 0,10
CV (%) 15,45 0 45,59 25,24 0 49,02 20,85
Minimo 08 0 0,702 0,365 0 0,77 0,360
Maximo 14 0 3,299 0,584 0 2,75 0,59

ND= Nao Determinado; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de Variagéo.



TABELA 15: Concentragdes plasmaéticas e eritrocitarias de mefloquina (ug/mL) e
carboximefloquina (ug/mL) e suas respectivas relagdes, nas criangas com
malaria por P. falciparum ndo complicada em D3, oriundas do Amapa, no

periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006.

Pacientes Concentragéo de Relagdo MQ Concentragéo de Relacdo CMQ
MQ (ug/mL) (eritrocito: CMQ (ug/mL) (eritrocito:
Plasma) plasma)
Hemacia  Plasma Hemacia Plasma
08 4,26 2,226 1,91 0,354 0,785 0,450
16 6,072 1,820 3,29 0,979 1,119 0,74
18 4,54 3,299 1,37 ND 2,752 -
24 8,28 2,176 3,8 ND 0,889 -
27 4,385 1,53 2,86 1,781 2,428 0,733
30 4,38 0,881 4,97 1,610 1,457 1,105
38 4,92 2,640 1,83 ND 1,340 -
Média 5,26 2,08 2,86 1,18 1,53 0,75
DP 1,46 0,77 1,27 0,65 0,76 0,26
CV (%) 27,92 37,46 44,44 55,07 49,47 35,46
Minimo 4,2 0,88 1,37 0,354 0,78 0,450
Maximo 8,2 3,29 4,97 1,78 2,75 1,105

ND= Ndo Determinado; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de Variacéo.



A correlacéo entre as concentragcdes de MQ no plasma e nos eritrécitos, constantes
na Figura 18, apresentou coeficiente de Pearson (r) igual a 0,0584 (p=0.8962). Ja para CMQ,

demonstrada na Figura 19, o referido coeficiente foi 0,8722 (p=0.1281).

Correlagdao entre as concentragies plasmaticas e
eritrocitarias de MQ em criancas
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Figura 18: Correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias
de mefloquina nas criancas com malaria por P. falciparum néo
complicada.
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Figura 19: Correlacdo entre as concentracfes plasmaéticas e eritrocitérias
de carboximefloquina nas criangas com malaria por P. falciparum néo

complicada.

4.2.3. ConcentracOes plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina e carboximefloquina nos
adultos.

Os resultados da determinacdo de MQ e CMQ no plasma dos pacientes adultos em
D0, D3 e D42 encontram-se na Tabela 16 e a relacdo entre os teores plasmaticos e
eritrocitarios de MQ e de CMQ em D3 na Tabela 17. De maneira semelhante aos resultados
obtidos nas criancas, ndo foram detectados MQ e CMQ em DO.

As concentracfes plasmaticas de MQ em D3 apresentaram valores de 0,77 a 5,1

pg/mL, com média de 2,43 + 1,13 pg/mL. Em D42 a MQ estava presente no plasma de 11



pacientes adultos (36,6%), com concentracdo média de 0,54 = 0,15 pg/mL, variando de 0,33 a
0,765 pg/mL.

Ja os teores de CMQ em D3 nestes mesmos pacientes variaram de 0,58 a 2,36
pg/mL, com valor médio de 1,10 £ 0,38 pg/mL. Em D42 16 pacientes (53,3%) apresentaram
teor médio de CMQ de 0,58 + 0,93 pg/mL, variando de 0,39 a 0,77 pg/mL.

Foi observada diferenca estatistica significativa entre os teores plasmaticos médios
de MQ entre os dias D3 e D42 (t= 8,8033, p< 0,0001), bem como de CMQ nos mesmos dias
(t= 7,2408, p<0,0001).

A meédia das relacGes entre as concentracdes de MQ e CMQ em D3 foi 2,3 £ 1,07,
diminuindo para 0,85 + 0,37 em D42,

As concentracdes eritrocitarias de MQ e CMQ em D3 foram determinadas em 22
participantes do estudo. Os teores eritrocitarios de MQ variaram de 2,1 a 9,89 pug/mL, com
concentracdo média de 5,51 + 1,92 pg/mL. A CMQ foi detectada em 45,54% dos pacientes,
que apresentaram concentracdo média de 1,08 + 0,35 pg/mL, variando de 0,72 a 1,68 pg/mL.

Foi observada diferenca estatistica significativa entre os teores médios de MQ no
plasma e nos eritrécitos (t= 7, 3401, p< 0,0001), o que nao foi observado em relagdo a CMQ
(t= 10,1727, p=0,8640). A média da relacdo entre as concentragdes eritrocitarias e plasmaticas
de MQ foi 3,03 £ 1,56, ao passo que para CMQ foi de 1,12 + 0,29.

A média da relacdo entre as concentraces eritrocitarias de MQ e CMQ em D3 foi
5,32 +2,73.



TABELA 16: Concentracdes plasméaticas de mefloquina (ug/mL) e carboximefloguina
(ug/mL) nos adultos com maléria por P. falciparum, oriundas do Amapa, no

periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006.

Participantes ldade Concentracéo de MQ Concentracdo de CMQ
(Hg/mL) (Hg/mL)
DO D3 D42 DO D3 D42
1 40 ND 2,53 ND ND 0,83 0,56
2 74 ND 2,42 0,74 ND 1,36 0,705
3 38 ND 1,74 ND ND 1,05 ND
5 o7 ND 1,55 ND ND 1,50 ND
6 20 ND 1,30 0,34 ND 0,90 0,58
7 22 ND 1,31 0,53 ND 0,72 ND
9 22 ND 2,15 0,70 ND 2,36 0,57
10 30 ND 4,15 ND ND 1,39 0,68
11 39 ND 1,94 ND ND 0,86 ND
13 30 ND 1,08 ND ND 0,58 0,52
15 31 ND 1,74 ND ND 0,88 0,48
17 54 ND 0,77 0,765 ND 1,11 0,50
19 18 ND 3,22 ND ND 1,82 ND
20 22 ND 2,40 ND ND 0,82 ND
21 32 ND 2,05 ND ND 1,22 0,56
22 52 ND 5,10 0,49 ND 1,47 ND
23 33 ND 4,28 0,33 ND 1,43 ND
25 23 ND 2,92 ND ND 0,91 ND
28 31 ND 1,55 0,70 ND 1,12 0,77

29 23 ND 1,03 ND ND 0,98 ND




32 22 ND 2,21 0,45 ND 0,69 0,95
33 20 ND 4,94 ND ND 0,98 ND
34 25 ND 2,93 ND ND 1,65 0,39
35 16 ND 2,83 ND ND 1,09 ND
36 20 ND 3,14 ND ND 0,94 0,58
39 21 ND 1,43 0.49 ND 0,86 0,61
40 17 ND 4,03 0.44 ND 0,79 0,67
41 34 ND 2,20 ND ND 0,83 0,50
42 42 ND 2,33 ND ND 1,02 ND
43 28 ND 1,87 ND ND 1,04 ND
Média 31,2 0 2,43 0,54 0 1,10 0,58
DP 13,6 0 1,13 0,15 0 0,38 0,93
CV (%) 43,63 0 46,69 28,63 0 34,23 16,06
Minimo 16 0 0,77 0,33 0 0,58 0,39
Maximo 74 0 51 0,76 0 2,36 0,77

ND= Nao Determinado; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de Variacéo.

TABELA 17: Concentracbes plasmaticas e eritrocitarias de mefloquina (ug/mL) e

carboximefloquina (ug/mL), e suas respectivas relagdes nos adultos com
maléria por P. falciparum ndo complicada em D3, oriundos do Amap4, no

periodo de agosto de 2005 a agosto de 2006.

Pacientes Mefloquina Relacéo Carboxi-mefloquina Relacao
(ug/mL) eritrocito: (ng/mL) eritrocito:
plasma plasma
Hemécia Plasma Hemécia Plasma
01 2,25 2,53 0,89 0,84 0,83 1,01
05 6,03 1,55 3,89 ND 1,50 -




06 6,93 1,30 5,30 ND 0,90 -
07 7,66 131 5,84 0,922 0,72 1,28
09 6,57 2,15 3,05 ND 2,36 -
11 5,91 1,94 2,84 1,192 0,86 1,38
13 3,75 1,08 3,47 0,724 0,58 1,24
15 5,20 1,74 2,98 ND 0,88 -
17 2,10 0,77 2,72 1,681 1,11 1,51
19 4,00 3,22 1,24 ND 1,82 -
20 5,79 2,40 2,41 ND 0,82 -
21 5,46 2,02 2,70 ND 1,22 -
22 7,41 5,10 1,45 1,24 1,47 0,84
25 4,90 2,92 1,67 ND 0,91 -
28 4,22 1,55 2,72 1,66 1,12 1,48
29 6,77 1,003 6,57 0,76 0,98 0,77
34 2,74 2,93 0,93 ND 1,65 -
35 5,26 2,83 1,85 0,78 1,09 0,71
36 4,98 3,14 1,58 ND 0,94 -
39 5,93 1,43 3,86 ND 0,86 -
41 9,89 2,20 4,49 ND 0,83 -
43 8,19 1,87 4,37 1,07 1,04 1,02
Média 5,51 2,13 3,03 1,08 1,11 1,12
DP 1,92 0,97 1,56 0,35 0,41 0,29
CV (%) 34,85 45,55 51,56 32,70 37,39 26,20
Minimo 2,1 0,77 0,89 0,72 0,58 0,71
Maximo 9,89 5,1 6,5 1,68 2,36 1,51

ND= Nao Determinado; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de Variacéo.



A correlacgéo entre as concentracdes de MQ no plasma e nos eritrocitos de adultos,
demonstrada na Figura 20, apresentou coeficiente de Pearson (r) de 0,0436 (p=0,8450). Ja

para CMQ, na Figura 21, o coeficiente de Pearson (r) foi 0,5155 (p=0,1250).
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Figura 20: Correlagdo entre as concentracfes plasmaéticas e eritrocitérias

de mefloguina nos adultos com malaria por P. falciparum ndo complicada.
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Figura 21: Correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias
de carboximefloquina nos adultos com malaria por P. falciparum néo

complicada.



5. DISCUSSAO

Apesar da redugdo mundial no numero de casos diagnosticados nos ultimos cinco
anos, a malaria por Plasmodium falciparum continua sendo um importante problema de saude
publica nos paises emergentes. Neste sentido, as diversas agéncias regulamentadoras
governamentais atuam de maneira incessante na busca de novas estratégias para o tratamento
e controle da doenca, tais como o uso de mosquiteiros impregnados com praguicidas de longa
acao residual e baixa toxicidade para humanos, a associacdo medicamentosa e a

monitorizacao das concentracdes dos antimalaricos nas amostras biolégicas (LIMA, 1992).

A monitorizacdo de antimaléricos nos fluidos biol6gicos constitui um fator
fundamental para otimizacdo dos esquemas terapéuticos, quer seja evitando ou detectando
precocemente concentraces toxicas ou sub terapéuticas, que podem levar ao insucesso do
tratamento, investigando as reagOes adversas dose-dependente e suas conseqiiéncias na
aderéncia do paciente a terapia e, fundamentalmente, caracterizando os casos de resisténcia,
uma vez que a resposta terapéutica associa-se a concentracdo do farmaco no sitio de acdo

(LIMA, 1992; DUA et al., 1993).

Portanto, a interpretacdo das falhas terapéuticas requer o conhecimento das
concentracdes séricas ou eritrocitarias dos antimalaricos, pois varios fatores comportamentais,
farmacotécnicos e farmacocinéticos (absorcdo, distribuicdo, biotransformacdo e excrecao)
comprometem a resposta do farmaco, contribuindo para o surgimento da resisténcia (LIMA,
1992; WHITE, 2004).

Como exemplo, estudo realizado em um hospital de Nice na Franga, entre abril de
1996 a dezembro de 2000, envolvendo 95 pacientes portadores de malaria falciparum nas

formas grave e ndo complicada, demonstrou que 82% destes responderam satisfatoriamente



ao tratamento, nos demais foram caracterizadas sérias reacfes adversas ao esquema proposto
ou concentracdes plasmaticas sub terapéuticas (DELLAMONICA et al., 2002).

Neste sentido, merece destaque a importancia dos estudos de cinética dos
antimalaricos realizados em criancas, tanto pela escassez dos dados referentes a relacdo entre
as concentracGes dos antimalaricos nos diversos compartimentos sanguineos in vivo, nos
diferentes grupos etarios (STEPNIEWSKA; WHITE, 2008), quanto pela gravidade que a
malaria falciparum pode assumir nesse grupo de risco (PRICE et al., 1999).

Outra estratégia de acdo adotada para contornar problemas regionais de resisténcia
em diversos paises, consiste na utilizacdo das associagdes medicamentosas que originaram
multiplos esquemas terapéuticos, objetivando maior eficacia e controle das cepas resistentes
de P. falciparum (SOUZA et al., 1997).

Dentre os quimioterapicos utilizados no tratamento da malaria falciparum,
destaca-se a MQ, que ganhou notoriedade no final do século passado em virtude de seu
sucesso clinico, o que foi corroborado por estudos realizados na regido amazonica, que
demonstraram altas taxas de cura e eficacia deste medicamento (CERUTTI JR. et al., 1999;
MAGILL et al., 2004; CALVOSA, 2005).

Entretanto, farmacos apresentando meia vida de eliminacdo prolongada como a
MQ, por serem excretados lentamente, poderdo no decorrer do tempo, acarretar concentragoes
sub terapéuticas e, apesar de alcancar o propdsito inicial de cura, pode constituir uma potente
forca seletiva para o aparecimento da resisténcia (WATKINS; MOSOBO, 1993), haja vista a
pressao da droga ser um pré-requisito de selecdo critico e essencial para o desenvolvimento
da resisténcia (TALISUNA et al., 2004).

Neste sentido, a emergéncia de cepas de P.falciparum resistentes a MQ, em
algumas partes do sudeste asiatico como na Tailandia e Miaamar, preocupou a comunidade

cientifica com a possibilidade de ocorréncia de casos ndo-trataveis, resultando na proposicéo



de diversas associacdes da MQ, dentre estas, com os derivados da artemisinina que ja tomava
parte da politica de tratamento da doenca em diversos paises desta regido desde 1994
(WHITE, 2004).

A combinacdo dos derivados da artemisinina com a MQ demonstrou ser
rapidamente efetiva em curto periodo de tempo, em face da potente atividade antimalarica dos
primeiros. O artesunato produz resposta inicial rapida, bem como previne as falhas
terapéuticas nos pacientes infectados com cepas resistentes a MQ, fato associado a dréastica
diminuicdo da biomassa infectante, o que reduz a transmissao da doenca e a probabilidade da
emergéncia de mutantes resistentes a MQ no decorrer do tratamento (WHITE, 1992;
LOOAREESIJWAN et al., 1992).

Vaérios estudos que avaliaram a combinacdo de um derivado da artemisinina e MQ
comprovaram a seguranca e a eficacia dessa associacdo no tratamento da maléria falciparum
resistente a outros antimalaricos (PRICE et al., 1997; SIMPSON et al, 1999; ASHLEY et al.,
2006; BHATT et al., 2006).

Na Amazonia Legal, o uso de mefloquina/artesunato no tratamento das infec¢fes
por P. falciparum foi implantado em alguns estados nos ultimos anos e vem sendo
acompanhado pela Rede Amazénica de Vigilancia da Resisténcia as Drogas Antimaléricas,
objetivando avaliar a manutencdo da eficacia e a seguranca dessa associacdo
(BRASIL/MS/SVS, 2007).

A disseminagdo dessa associacdo nos paises da Amazénia Legal associada a
auséncia de estudos referentes a monitorizacdo dos niveis sanguineos de MQ na presenca de
artesunato nos pacientes com maldria falciparum oriundos desta regido, levou a realizagédo
deste estudo, que objetivou a determinacdo das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de

MQ e CMQ em pacientes com malaria falciparum residentes no estado do Amapa, de modo a



fornecer parametros que auxiliem na otimizacdo dos esquemas terapéuticos adotados

atualmente.

Na determinacdo das concentracfes sanguineas de antimalaricos objetivando a
monitorizacdo terapéutica, varias metodologias tém sido empregadas, e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) €, sem davida, a ferramenta mais utilizada nos estudos
farmacocinéticos, devido a alta sensibilidade e especificidade (KARBWANG; WHITE,

1990).

O primeiro método para quantificacdo de MQ em amostras de sangue total, plasma
e urina por HPLC, apds extracdo com acetato de etila, foi desenvolvido por Grindel, Tilton e
Shaffer (1977). Posteriormente, Bergqvist et al. (1988) validaram um procedimento de analise
simultanea de MQ e CMQ em amostras de plasma e sangue total por HPLC, empregando
sulfato de zinco e acetonitrila para desproteinizacdo e éter metil terc butilico para extracédo
liquido-liquido. Ja Green et al. (1999) realizaram a analise do farmaco e de seu principal
metabolito em amostras de sangue total adsorvidas em papel de filtro utilizando extracdo em

fase solida e HPLC em fase reversa.

O método validado neste estudo permitiu a analise cromatografica simultanea de
MQ e CMQ em amostras de plasma e eritrocitos, apds extracdo liquido-liquido, apresentando
consumo reduzido de solventes organicos, adequada pré-concentracdo dos analitos, excelente
separacdo dos componentes enddgenos e boa recuperacdo. Vale ressaltar ainda, a vantagem da
utilizacdo de coluna tradicional de fase reversa (C18) e a deteccdo por ultravioleta, bastante

empregadas nos laboratérios analiticos (Figura 10).

Para garantir a confiabilidade e seguranca dos resultados obtidos, foi realizada a
validagéo do procedimento nas condi¢des do Laboratdrio de Toxicologia da UFPA, através da

determinacdo dos seguintes parametros: tempo de retencdo, limite de deteccdo e



quantificacdo, linearidade, curva de calibracdo, recuperacdo, precisdo, interferentes,

estabilidade e robustez (SHAH et al., 2000; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

De acordo com as condi¢bes cromatograficas padronizadas, a MQ, CMQ e
Quinidina (padréo interno) demonstraram boa separacéo, eluindo em 5,8; 3,3 e 2,6 minutos,

respectivamente (Tabela 01 e Figura 11).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram 20 ng/mL e 25 ng/mL
respectivamente, utilizando detector UV com comprimento de onda de 222 nm, apresentando,
portanto, 6tima sensibilidade para monitorizacdo terapéutica destes analitos e corroborando
com o estudo de Oliveira et al. (2008) que demonstraram que MQ e CMQ apresentam

absor¢do méxima proximo a 222 nm.

Na avaliacdo da linearidade do método foram empregadas solucbes padrdes de
MQ e CMQ, no intervalo de 0,25 a 10 pg/mL. Os dados apresentados nas Tabelas 2 e 3
evidenciaram linearidade satisfatoria no intervalo das concentracfes analisadas, com
coeficientes de correlagdo de Pearson superior a 0,996 para ambos analitos (Figuras 12 e 13).

As curvas de calibracdo no plasma obtidas conforme 3.6.4, apresentadas nas
Tabelas 4 e 5, indicam que a correlacdo entre as concentracbes de MQ e CMQ e as
respectivas relaces das areas dos analitos e do padrdo interno (MQ/Pl e CMQ/PI) foram
lineares no intervalo das concentragdes analisadas (0,5 a 10 pg/mL). Os coeficientes de
correlagé@o de Pearson foram superiores a r=0,995 para ambos os analitos (Figuras 14 e 15).

O mesmo foi observado para as curvas de calibragdo de MQ e CMQ nos
eritrocitos, apresentados nas Tabelas 6 e 7. Os coeficientes de correlacdo foram superiores a

0,99 para ambos analitos (Figura 16 e 17).



A recuperacdo da MQ nas diversas concentracdes estudadas (Tabela 8) variou de
92,66% a 97,62%, e a da CMQ de 92,44% a 109,2%, valores de acordo com os limites
aceitaveis pela legislacdo vigente (ANVISA, 2003).

Os valores da precisao intraensaio e da interensaio para MQ e CMQ apresentados
nas Tabelas 09 e 10, demonstraram que o método validado apresenta elevada precisdo, visto
que os coeficientes de variacdo se mantiveram igual ou abaixo de 15%, aceitaveis, portanto,
para analise de farmacos em fluidos biologicos (ANVISA, 2003).

Os dados da Tabela 11 demonstram que o método apresentou boa seletividade
frente aos outros antimalaricos, devido a auséncia de interferentes nos tempos de retencdo dos

analitos estudados (ANVISA, 2003).

A MQ e a CMQ foram estaveis quando estocadas a temperatura ambiente ou
expostas a ciclos de congelamento, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre as
médias das areas dos analitos em diferentes condi¢des (p> 0.05), conforme apresentado na
Tabela 12. Estes dados estdo de acordo com o estudo de Tonnesen (2001) que ndo observaram
degradacdo do farmaco em fluidos bioldgicos quando as amostras foram submetidas a

diversos ciclos de congelamento ou mantidas a temperatura ambiente.

O método validado mostrou-se sensivel a variacdo da composicao de solventes da
fase movel, com significativo aumento nos tempos de retencdo dos farmacos de interesse,

conforme apresentado na Tabela 13.

As amostras de sangue foram coletadas em D3 e D42. A primeira reflete o pico de
concentracdo plasmatica segundo o esquema proposto e, D42 refere-se ao fato da MQ ser
eliminada lentamente do organismo e varios estudos indicarem que o acompanhamento do

paciente ap6s o tratamento deveria ser estendido até este dia ou mais, a fim de avaliar o



sucesso terapéutico e identificar casos de recrudescéncia (TER KUILE et al, 1995; WHO,

2002; FRYAUFF et al., 2007).

Todos os participantes do estudo apresentaram evolucao clinica favoravel e foram
curados segundo critérios oficiais, bem como ndo foi observado casos de recrudescéncia da

infeccdo apos 42 dias.

A auséncia de MQ em DO demonstra que 0s mesmos nao fizeram uso prévio da
mesma, confirmando informagdes obtidas na avaliagdo clinica inicial.

Ressalta-se que o uso ndo supervisionado de antimal&ricos na Amazénia é comum
em virtude da politica de distribuicdo dos medicamentos na regido, refletindo-se na
exacerbacao de reacOes adversas ou no tratamento incorreto, 0 que propicia o surgimento de
cepas resistentes.

Os teores médios de MQ e CMQ nas amostras de plasma dos individuos adultos
obtidos neste estudo em D3, conforme Tabela 16, foram 2,43 + 1,13 pug/mL e 1,10 = 0,38
pg/mL respectivamente, corroborando os achados de Ashley et al. (2006) em cinqlienta
pacientes tailandeses com maléria falciparum que utilizaram esquema terapéutico semelhante
ao deste trabalho, nos quais a concentracdo plasmatica maxima de MQ em D3 foi 2,202
pg/mL, com intervalo de 0,915 a 3,730 pg/mL. J& Nosten et al. (1991) obtiveram, em 360
pacientes que receberam 4,0 mg/kg de artesunato e 15 mg/kg de MQ ap6s 24 horas,
concentracdo plasmatica média de MQ de 2,509 pg/mL, variando de 0,871 a 6,04 pg/mL. Em
relacdo a CMQ nos individuos adultos, Franssen et al. (1989) analisaram 10 voluntarios
caucasianos saudaveis que receberam 500 ou 750 mg de MQ seguida por 500 mg apos 8

horas. Os niveis sanguineos medios de CMQ foi de 1,340 £ 0,208 pg/mL.



Em D42 a presenca de MQ foi caracterizada em 36,6% dos pacientes adultos, com
concentracdo média de 0,54 + 0,15 pg/mL. Ja a CMQ foi observada em 53,3% dos pacientes
com teor médio de 0,58 £+ 0,93 pg/mL.

Os teores plasmaticos médios de MQ e CMQ de criangas obtidos em D3 foram de
1,84 £ 0,83 pg/mL e 1,44 + 0,70 pg/mL respectivamente (Tabela 14). Dados semelhantes
foram obtidos por Slutsker et al. (1990) em criancas na Malasia avaliando a cinética da MQ
em monoterapia de 15 ou 25 mg/Kg do medicamento. As concentracdes plasmaticas médias
de MQ no segundo dia de tratamento foram 1,04 e 1,42 pg/mL respectivamente. No sétimo
dia de tratamento tais valores médios reduziram para 0,67 e 0,71 pg/mL, respectivamente
(SLUTSKER et al., 1990).

Nosten et al. (1991), analisaram MQ no sangue total de doze criancas tailandesas,
com idade entre cinco e dez anos, recebendo dose unica de 15 mg/Kg do medicamento em
monoterapia. A concentracdo plasmatica média em D2 foi 2,03 + 0,83 pg/mL, variando de
0,99 a 3,77 pg/mL. Ja Price et al. (1999) analisando MQ em amostras de plasma de 120
criancas, com idade de 4 a 15 anos, fazendo uso de artesunato 4mg/kg durante trés dias e 25
mg/kg de MQ, encontraram teor plasmatico médio de 1,75 pg/mL com variacdo de 0,42 a
3,05 pg/mL.

Em relacdo a CMQ, Hatin et al. (1992) observaram que criancas senegalesas
menores de um ano de idade tratadas com dose oral de 12,5 mg/Kg, alcancaram niveis
plasméticos médios de 0,407 pug/mL. J& no estudo de Fryauff et al. (2007), criancas com idade
entre 6 e 24 meses fazendo uso de MQ 20 mg/kg no Gana, apresentaram niveis plasmaticos de
0,229 pg/mL. Para justificar os baixos valores encontrados o autor considera a possibilidade
da formulacdo de MQ desenvolvida naquele pais ter alterado a quimica da droga e/ou

subsequentemente a sua biodisponibilidade.



Em D42 a MQ foi detectada em 33,3% das criangas, com concentracdo media de
0,45+ 0,11 pg/mL e a CMQ em 44,4% dos pacientes com teor medio de 0,51 + 0,10 pg/mL.

Foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os teores médios de
MQ nos dias D3 e D42 e de CMQ nos mesmos dias, tanto em crian¢as como em adultos, o
que caracteriza o perfeito seguimento do esquema terapéutico proposto, corroborado pela
auséncia de outros antimalaricos nas amostras dos pacientes e pela presenca de CMQ em
maior proporcdo nas amostras em D42. Ressalta-se que, apesar da auséncia de acéo
esquizonticida sanguinea, a determinacao dos niveis plasmaticos de CMQ é importante para a
avaliacdo da aderéncia do paciente ao tratamento ou a profilaxia proposta (TODD et al.,
1997).

Este perfil obtido em D3 e D42 apresentou comportamento similar aqueles
encontrados anteriormente (KARBWANG; WHITE, 1990; FRYAUFF et al., 2007), nos quais
a concentracao de MQ e CMQ foi significativamente maior nos primeiros dias, diminuindo ao
longo do tempo, com aumento das concentracbes de CMQ em relagdo a MQ.

Todos o0s pacientes, adultos e criangas, apresentaram niveis terapéuticos de MQ em
D3 superiores a concentracdo inibitoria minima para cepas de parasitas sensiveis, cujo valor é
500 ng/mL (WHITE, 1997). Ressalta-se que em D42, 11,1 % das criancas e 16,6% dos
adultos apresentaram concentracdo plasmatica superior a inibitdria minima. Sabe-se que a
concentracdo sanguinea de MQ é um fator determinante para a resposta terapéutica, uma vez
que a eliminacdo dos parasitas depende da exposicdo destes a concentragdes acima daquela
considerada concentracdo inibitéria minima (SIMPSON et al., 1999; HUNG et al. 2004).

Analisando a cinética da MQ associada ao artesunato em 360 pacientes no Vietnd,
Hung et al. (2004) demonstraram que a concentragdo plasmatica de MQ em D28 foi superior

a 500 ng/mL em 28% dos pacientes com cura completa, 45% com recrudescéncia tardia e em



10% naqueles com recrudescéncia precoce. O tempo médio de recrudescéncia foi 42 + 11
dias, com intervalo de 20 a 64 dias (SIMPSON et al., 2000).

A média das relacGes entre as concentracGes plasmaticas de MQ e CMQ em D3 foi
de 2,3 + 1,07 e 1,55 + 0,89 nos adultos e nas criancas, respectivamente. Esta relacédo se inverte
em D42, predominando CMQ com relagdo de 0,85 e 0,89 para adultos e criangas,
respectivamente. Dados semelhantes foram obtidos por Fryauff et al. (2007) ao analisarem 0s
teores de MQ e CMQ em criangas africanas com idade de 6 a 24 meses, perceberam que 0S
niveis de CMQ foram inferiores aos de MQ em D2, e associaram este fato ao pico de
concentracdo plasmatica da MQ neste periodo. Por outro lado, quando o estado de equilibrio é
alcancado, tal relacdo muda e a CMQ passa a ter concentracao superior ao da MQ (ASHLEY
et al., 2006).

Tal achado justifica-se tanto pela meia vida de eliminacdo da CMQ ser superior ao
da MQ sendo, portanto, excretada mais lentamente, quanto pelo fato da concentracdo
plasméatica maxima de CMQ ser alcancada apds cerca de duas semanas do inicio do
tratamento (ASHLEY et al., 2006). Ressalta-se que a meia vida terminal da MQ é dose
independente nas concentracdes terapéuticas normalmente utilizadas (SIMPSON et al., 2000).

A concentracdo média de MQ nos eritrocitos em D3, nas criangcas com malaria
falciparum ndo complicada foi 526 + 1,46 pg/mL e a média das relacbes entre as
concentracOes eritrocitarias e plasmaticas correspondentes foi 2,86 + 1,27 (Tabela 15). Nos
pacientes adultos a concentracéo eritrocitaria media de MQ foi 5,5 £ 1,92 pg/mL, e a média
das relacdes entre as duas fracdes sanguineas foi 3,03 + 1,56 (Tabela 17).

Tais dados corroboram o estudo realizado por Mu et al. (1975), que demonstraram
em experimentos conduzidos in vitro, empregando sangue humano adicionado de MQ em
concentracdes de 50 a 1000 mg/mL, uma relacdo entre as concentracdes eritrocitarias e

plasmaéticas de cerca de 2 para 1.



O acumulo da MQ nos eritrécitos também foi relatado por Rozman et al (1978)
apos administracao via oral de hidrocloridrato de mefloquina marcado com C14 em ratas, nas
quais a concentracao eritrocitaria foi aproximadamente cinco vezes superior a plasmatica.

No eritrécito, a MQ se concentra principalmente no parasita e, em menor
proprocéo no citosol e na membrana da célula hospedeira. Ressalta-se que, apesar dos baixos
teores, a presenca de MQ na membrana e no citoplasma do eritrocito infectado desempenha
um papel importante na disponibilidade do farmaco ao parasita (ADOVELANDE et al.,
1994).

Este acimulo é de particular interesse uma vez que, o farmaco exerce sua acao
contra as formas assexuadas do parasita presentes no interior do eritrécito (ROZMAN et al.,
1978; TAJERZADEH; CUTLER, 1993; VIDREQUIN et al., 1996), alem de explicar o uso
profilatico e os efeitos a longo prazo da terapia (ADOVELANDE et al., 1994).

Sabe-se que a MQ tem alta afinidade por componentes do plasma, ligando-se as
proteinas plasmaticas em aproximadamente 98%, principalmente a alboumina e o polipeptideo
apo-A da lipoproteina de alta densidade (HDL) (DESNEVES et al., 1996). Por outro lado, por
ser um farmaco extremamente lipofilico, apresenta alta afinidade pelos fosfolipidios presentes
na membrana eritrocitaria, podendo se acumular nessa regido (GINSBURG; KRUGLIAK,
1988).

Para seu crescimento e reproducdo, o P. falciparum necessita de suprimento
externo de nutrientes essenciais, visto que os eritrocitos maduros sdo células desnucleadas e
inativas sob o ponto de vista metabdlico. Para isso, o parasita modifica radicalmente as
propriedades da membrana plasmatica eritrocitaria, através da insercéo de proteinas que criam
uma via de maior permeabilidade para absor¢do de nutriente essenciais, como os lipidios das
particulas de HDL circulante (DESNEVE et al., 1996; FOLEY; TILLEY, 1997; LANZER et

al., 2006).



A ligacdo especifica da MQ ao HDL € importante para a passagem do farmaco
pela membrana dos eritrocitos infectados, facilitando sua transferéncia pela mesma via de
entrada dos fosfolipideos endogenos (DESNEVE et al., 1996; FOLEY; TILLEY, 1997,
LANZER et al., 2006).

Além disso, o parasita no eritrécito infectado promove 0 aumento na composi¢do
dos fosfolipideos da célula, associado, provavelmente, ao seu metabolismo lipidico,
aumentando a exposicdo do P. falciparum a MQ, uma vez que a mesma se intercala na
bicamada lipidica, resultando no maior acumulo do farmaco nesta regido (ZIDOVETZKI et
al., 1990; SHALMIEV; GINSBURG, 1993).

A CMQ ndo apresentou acumulo consideravel nos eritrocitos, uma vez que a
média das relacGes entre as concentracdes eritrocitarias e plasmaticas correspondentes foi
0,75+ 0,26 e 1,12 £ 0.29 nas criangas e nos adultos respectivamente.

A CMQ, por ser um produto de biotransformacdo, perde a sua caracteristica
lipofilica, reduzindo seu acumulo nos lipidios presentes na membrana plasmaética do
eritrécito, justificando assim, a baixa relacdo entre os teores de CMQ entre plasma e eritrdcito
nos dois grupos estudados.

Tais achados séo corroborados tanto pela média da relagdo entre as concentracdes
eritrocitarias e plasmaticas de MQ e CMQ, que nos individuos adultos foi 3,03 + 1,56 € 1,12 +
0,29 e nas criancas foi 2,86 £ 1,27 e 0,75 = 0,26 respectivamente, bem como pelo baixo
coeficiente de correlacdo de Pearson entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de
MQ nas criancas (r= 0,0584) e nos adultos (r= 0,0436), o que pode ser creditado ao acimulo
de MQ no eritrocito, impedindo o aumento linear e proporcional nestes compartimentos
organicos. Por outro lado, os coeficientes de correlagdo de Pearson entre as concentracfes

plasmaticas e eritrocitarias da CMQ, foram superiores aos da MQ, tanto nas criangas (r=



0,8722), quanto nos adultos (r= 0,5155), o que € devido a auséncia de acumulo eritrocitario
desse produto de biotransformacéo.

Neste sentido, pode-se inferir que 0s mecanismos carreadores de transporte ativo
do farmaco (DESNEVES et al., 1996) para o interior do eritrocito desempenham papel
secundario, e o principal mecanismo de transporte da MQ através da membrana eritrocitaria é
passivo ndo estereoespecifico, isto é, por difusdo simples, aproveitando-se da elevada
lipossolubilidade do farmaco. Ao passo que a passagem da CMQ através da membrana do
eritrocito estaria relacionada aos carreadores de transporte ativo.

Estudos prévios demonstraram consideravel variabilidade nos parametros
famacocinéticos de MQ e CMQ, quando empregada tanto no tratamento quanto na prevencao
da malaria (NOSTEN et al., 1991; SIMPSON et al., 1999; FRYAUFF et al., 2007). Tal fato
também foi observado neste trabalno uma vez que, os coeficientes de variacdo das
concentracdes plasmaticas de MQ no D3 foram 45,59% e 46,69%, e de CMQ de 49,02% e
34,23% para criancas e adultos, respectivamente.

Em D42, a variabilidade das concentracbes de MQ em D3 foram 25,84% e
28,63%, enquanto que os valores de CMQ variaram 20,85% e 16,06% em criangas e adultos,
respectivamente.

De acordo com Simpson et al. (1999), a farmacocinética da MQ ¢é influenciada por
fatores tipicamente observados na malaria falciparum aguda, como: motilidade gastrintestinal
alterada, reduzida perfusdo visceral, absorcdo prejudicada, baixa biodisponibilidade,
mudangas no volume de distribuicdo, dentre outros, os quais contribuem para a variabilidade
plasmatica observada nestes pacientes.

Por outro lado, na fase terminal de excre¢do do medicamento, tal variabilidade esta

diminuida, visto que os fatores relacionados a doenca deixam de existir uma vez que, a



parasitemia tende a se tornar negativa e 0s pacientes se recuperam dos sinais e sintomas da
doenca em um periodo de 4 a 5 dias.

A consideravel variacdo interindividual tem importantes conseqléncias
terapéuticas, pela possibilidade da ocorréncia de concentracBes sanguineas inadequadas do
farmaco, resultante da interferéncia dos fatores cinéticos, conduzindo a falha no tratamento,
fornecendo assim, poderosa pressdo seletiva para o desenvolvimento da resisténcia. Esta
caracteristica reforca, portanto, a necessidade da monitorizacao terapéutica nos pacientes com

malaria falciparum tratados com MQ (PRICE et al., 1999).



6. CONCLUSAO

= A técnica validada mostrou-se apropriada para determinacéo de MQ e CMQ no
plasma visto que, os dados referentes a validacdo do método estdo em conformidade com os
parametros recomendados pelos 6rgaos internacionais e pela legislacdo sanitaria vigente no

pais.

= As concentraces plasmaticas médias de mefloquina e carboximefloquina nas
criancas em D3 foram 1,84 + 0,83 pg/mL e 1,44 + 0,70 pg/mL. Ja em D42 tais valores foram

de 0,45+ 0,11 pg/mL e 0,51 £ 0,10 pg/mL, respectivamente.

= As concentracOes plasmaticas médias de mefloquina e carboximefloguina nos
adultos em D3 foram 2,43 £ 1,13 pg/mL e 1,10 + 0,38 pug/mL. Em D42 os valores foram 0,54

+ 0,15 pg/mL e 0,58 + 0,93 pg/mL.

= Em D3 todos 0s pacientes apresentaram concentracfes plasmaticas superiores
aquela considerada a concentragdo inibitéria minima. Em D42 11,1% das criancas e 16,6%

dos adultos apresentaram concentragdes superiores a inibitoria minima.

» A média das relagdes entre as concentracdes plasmaticas de mefloquina e de
carboximefloquina das criangas em D3 foi 1,55 + 0,89 e adultos foi 2,3 + 1,07. J& em D42

foram 0,83 £ 0,20 e 0,85 £ 0,37, respectivamente.

= A média das relacOes entre as concentracdes eritrocitarias e plasmaticas de

mefloquina foi de 2,86 + 1,27 nas criangas. Ja nos adultos foi 3,03 £ 1,56.



= A média das relacBes entre as concentracdes eritrocitarias e plasmaticas de

carboximefloquina nas criancas foi 0,75 + 0,26 e nos adultos 1,12 + 0,29.

= O coeficiente de correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias

de mefloguina nas criancas foi 0,0584 e nos adultos 0,0436.

= O coeficiente de correlacdo entre as concentracdes plasmaticas e eritrocitarias

de carboximefloquina nas criancas foi 0,8722 e nos adultos 0,5155.

= Observou-se nas criancas e adultos, elevada variabilidade nas concentracGes de

mefloquina em D3, que foi reduzida em D42.

= Estudos complementares sdo necessarios para confirmacdo dos mecanismos de

transporte da meflogquina e carboximefloquina através da membrana do eritrécito.
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Determinacdo de mefloquina e carboximefloquina em pacientes com maléaria por

Plasmodium falciparum no estado do Amapa.

Esclarecimento da pesquisa

Vocé tem um tipo de doenga denominada Maléria que foi causada por um protozoario
chamado Plasmodium falciparum. Para a cura da infeccdo, vocé teve que tomar o
medicamento Mefloquina durante os dois primeiros dias de tratamento e, por isso, esta sendo
convidado a participar do estudo “Determinacdo de mefloguina e carboximefloquina em
pacientes com malaria por Plasmodium falciparumno estado do Amapa”. A proposta consiste
na medicdo de mefloquina e seu metabdlito (carboximefloquina) nas suas amostras de sangue,
com a finalidade de se verificar se ha uma proporcao entre a quantidade dessas substancias no
plasma e na hemécia. Para realizacdo do estudo é necesséria a sua autorizacdo, a fim de
utilizarmos o seu sangue coletado para analise no laboratério de Toxicologia da Universidade
Federal do Para — UFPA, sediado no municipio de Belém, Para. Destaca-se que a realizacdo
deste estudo ndo incorrera em riscos ou prejuizos fisicos e morais para 0s pacientes, ja que as
informacdes relatadas serdo de uso exclusivamente cientifico, e as identificacfes pessoais
serdo mantidas em segredo.

Os participantes do estudo tém a liberdade de optar pela participacdo ou retirada
desta pesquisa, caso seja necessario, sem o risco de represalia.

Em qualquer momento os pacientes estudados poder&o ter acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento e tirar davidas.

Depois que os resultados da pesquisa estiverem prontos, a pessoa que participar da

pesquisa podera ver estes resultados. Esse sangue ndo sera usado para mais nada.



Projeto: Determinacdo de Mefloquina e Carboximefloquina em pacientes com Malaria por

Plasmodium falciparum no estado do Amapa. (continuacéo)

Os pesquisadores utilizardo os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa e posteriores eventos no ambito cientifico, tais como publicacdes e congressos.

Os principais pesquisadores sdo a farmacéutica Larissa Maria Guimaraes Borges, e
o professor Dr. José Luiz Fernandes Vieira, orientador desta pesquisa.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Larissa Maria Guiamar&es Borges
End: Rua Augusto Correa n°01

Fone: 3201-7733

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Declaro que li as informacBes cima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o contetdo da mesma, compreendendo seus beneficios. Declaro ainda que,

por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando com a pesquisa através da
utilizacdo da amostra doada.

Macapa, [/ _/

Assinatura



CoMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Processo N°: 004/2003/CEP/IEC/SVS/MS

Titulo do Projeto: Rede Amazdnica de Vigilancia as Drogas Antimaléricas no Brasil
(RAVREDA)

Pesquisador Responsével no Centro: Marinete Marins Pévoa

PARECER

Apbs exame do Projeto em aprego ¢ atendendo ao dispositivo regimental e a
peculiaridade da proposta, a coordenagio do Comité de Etica em Pesquisa deste Instituto
APROVA, ad referendum, o projeto “Rede Amazénica de Vigildncia as Drogas Antimaléaricas
no Brasil (RAVREDA)".

Este CEP assume a responsabilidade em acompanhar o desenvolvimento do
projeto, bem como os relatorios do mesmo.

Belém, 24 de julho de 2003.
Yo
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