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RESUMO

Validacdo de método para determinacdo de cloroquina e de
desetilcloroquina em amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro

por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de UV.

A determinacdo das concentracfes sanguineas de antimalaricos empregando
métodos rapidos, simples e sensiveis, representa importante ferramenta para
otimizacdo dos esquemas terapéuticos adotados atualmente no Brasil. Neste
sentido, este trabalho objetivou a validacdo de uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo no ultravioleta para
determinacdo de cloroquina em amostras de sangue total adsorvidas em papel de
filtro, oriundas de pacientes com maléaria vivax. Foram avaliados: preciséo intra e
inter ensaio, recuperagdo, limites de deteccdo e de quantificagdo, robustez,
estabilidade, linearidade e seletividade. Os resultados demonstraram que 0S
coeficientes de variacdo intra ensaio em concentragdes de 100 a 1000 ng/mL variou
de 6 a 10% tanto para cloroguina, quanto para desetilcloroquina. Os coeficientes de
variacdo inter ensaio em concentracdes de 100 a 1000 ng/mL variaram de 5 a 10% e
4 a 10% para cloroguina e desetilcloroquina, respectivamente. Os limites de
deteccéo foram 62.5ng/mL para cloroquina e 50.0ng/mL para des etilcloroquina e os
limites de quantificagdo foram 100ng/mL para ambos os analitos. A recuperagcdo em
concentracdo de 100 a 1000 ng/mL variou de 90 a 105% e 95 a 105%, para
cloroquina e desetilcloroquina, respectivamente. O método foi linear em intervalo de
concentracdo de 100 ng/mL a 2000 para cloroquina e de 100 a 800 ng/mL para
desetilcloroquina. O método foi robusto para pequenas variacdes de fluxo, pH da
fase movel e composicdo da fase organica. Nao foram observados interferentes no
procedimento validado dentre aqueles farmacos utilizados no tratamento da malaria.
A determinacdo de cloroquina e desetilcloroquina em pacientes com maléaria vivax
cujos valores médios foram de 12661455 ng/mL e 357+165ng/mL, caracterizaram a
aplicabilidade do procedimento validado para a determinacdo deste antimalarico
nestes pacientes.

Palavras-chave: Malaria, Cloroquina, desetilcloroquina, CLAE/UV.



ABSTRACT

Validation of the Method for chloroquine and desethylchloroquine
determination in blood samples of adsorved in filter paper for high-

performance liquid chromatographic with ultraviolet detection.

The determination of the antimalarial blood concentrations employing by fast
simple and sensitive methods represents important tool for the optimization of
therapeutic regimens currently used in Brazil. In this sense, this paper
describes the validation of an analytical methodology by high performance
liquid chromatography with ultraviolet detection for the determination of
chloroquine in blood samples adsorbed on filter paper, from patients with
vivax malaria. It was evaluated: precision intra and inter assay, recovery,
limits of detection and quantification, robustness, stability, linearity and
selectivity. The results showed that the coefficients of variation of intra assay,
at concentrations of 100 to 1000 ng/ml ranged from 6 to 10% for both
chloroquine and desethylchloroquine. The coefficient of variation inter assay,
at concentrations of 100 to 1000 ng/ml ranged from 5 to 10% and 4 to 10% for
chloroquine and desethylchloroquine, respectively. The limits of detection
were 62.5 ng/mL for chloroquine and 50.0 ng/mL f or desethylchloroquine and
limits of quantification were 100 ng/mL for both analytes. The recovery in the
concentration from 100 to 1000 ng/ml ranged from 90 to 105 % and 95% to
105 for chloroquine and desethylchloroquine, respectively. The method was
linear in the range of concentration of 100 to 2000 ng/ml for chl oroquine and
100 to 800 ng/ml for desethylchloroquine. The method showed to be robust
for small changes in flow, pH of the mobile phase and composition of the
organic phase. It was not observed interferents in the validated procedure
among those drugs used to treat malaria. The determination of chloroquine
and desethylchloroquine in patients with vivax malar ia whose average values
were 1266 = 455 ng/mL and 357 + 165 ng/mL, characterized the applicability
of the validated procedure for the determination of antimalarial drugs in these

patients.

Keywords: Malaria, chloroquine, desethylchloroquine, HPLC/UV.
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1. INTRODUCAO

A malaria é uma enfermidade infecciosa com consideravel
morbidade e mortalidade e significante impacto econdmico e social
(ALRAJHI; FRAYHA, 1997). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2008), 3.2 bilhdes de pessoas vivem em zonas de risco de
transmissdo da doenca em 104 paises e territorios, principalmente Africa,

Asia e América Latina.

E uma doenca infecciosa febril aguda, que surge com quadro clinico
variavel, que inclui calafrios, febre alta, dores de cabeca e musculares, taquicardia,
aumento do baco e, por vezes delirios, que ocorrem em padrbes ciclicos, a
depender da espécie do parasito infectante (TORRES; DOMINGOS, 2005).

Os parasitos responsaveis pela malaria pertencem ao género
Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies causadoras
da doenca em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, quatro espécies
infectam humanos e podem ser distinguidas por sua morfologia. O P. Vivax e
P. falciparum sdo as duas espécies com maior prevaléncia mundial. O P.
malariae tem ampla difusdo em toda a Africa subs aariana, a maior parte do
sudeste da Asia, Indonésia, e em muitas ilhas do Pacifico Ocidental. Também
é relatado em areas da bacia amazonica da Ameérica do Sul. Ja o P. ovale, era
encontrado em areas restritas ao continente africano, no entanto, infeccdes no
Oriente Médio, Papua Nova Guiné e sudeste da Asia ja foram encontrados
(DAILY, 2006).

No Brasil, ocorrem predominantemente as espécies P. falciparum e P.
vivax sendo o ultimo, responsavel pela maioria dos casos e o P. falciparum pelo
maior numero de mortes (BRASIL/MS/FUNASA, 2005).
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A amazbnia legal concentra o0 maior numero de casos do Pais. Nesta
regido sao registrados perto de 300 mil novos casos por ano
(BRASIL/MS/FUNASA/SIVEP, 2008). A doenca, os vetores ou as cepas de
plasmddio ndo se distribuem geograficamente de forma homogénea. Conforme
ressalta Lopez-Antuiiano (1992), a malaria € um problema global, mas com
caracteristicas locais. Sendo assim, é extremamente importante que se conheca a
epidemiologia da doenca em cada lugar para implementar medidas de prevencédo e
controle adequadas. As diferencas nos perfis de eficacia e efetividade dos
tratamentos podem ser explicadas, em parte, pelo con texto epidemiolégico (WHO,
2008).

A utilizacéo de drogas e esquemas de tratamentos seguros e eficazes sao
pressupostos basicos para a efetividade e alcance da meta de reducdo da
morbimortalidade causada pela malaria (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2005).
Segundo Bjorkman e Bhattarai (2005), o aumento da resisténcia as drogas
antimalaricas de primeira linha, como a cloroquina, é a principal causa da
elevacdo destas taxas em alguns paises tropicais, tornando -se uma ameaca

para o sistema de saude.

Com o objetivo de estimar a magnitude e a distribuicdo da
farmacorresisténcia dos parasitos da maléaria aos medicamentos atualmente
disponiveis, foi criada em 2001 a Rede Amazdnica de Vigilancia da Resisténcia as
Drogas Antimaléricas (RAVREDA), que visa monitorar o tratam ento dos pacientes e
avaliar a eficicia das drogas utilizadas (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2005).
Para tanto, h4 necessidade da realizacdo de varios estudos, dentre estes, a

monitorizacdo terapéutica dos antimaléricos utilizados.

Considerando a répida dispersdo da resisténcia aos antimalaricos nas
tltimas décadas, em especial a cloroquina, faz -se necesséario o desenvolvimento de
métodos novos, de baixo custo e eficazes para a quantifica cdo deste medicamento.

A dificuldade de transporte e conservacao das amostras de sangue total, plasma ou
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soro, uma vez que a doenca € caracteristica das areas rurais, distantes dos
laboratérios especializados, torna-se imprescindivel adocdo de procedimentos
alternativos de acondicionamento das amostras para analise, como a utili zacdo de
papel de filtro para adsorcdo, secagem e transporte aos laboratdrios analiticos
(PATCHEN et al, 1983).

A utilizacdo do papel de filtro contendo amostras de sangue total
apresenta, vantagens, tais quais: coleta, armazenamento e transporte para an alise
em laboratorio. Entretanto, o pequeno volume de material bioldgico, leva a um grave
problema metodologico, ou seja, necessita de detectores de fluorescéncia para
determinacdo de cloroquina, 0 que torna a analise invidvel economicamente, na
maioria dos laboratérios de andlise de antimalaricos nos paises da América Latina
(informac&o verbal)®.

Portanto, é de fundamental importancia & validacdo de uma metodologia
analitica para determinacao de cloroquina empregando -se o detector de ultravioleta,

universal, de preco acessivel e facilmente disponivel.

'Noticia fornecida no Encontro Taller Sobre La Medicion de Niveles
Sericos de Antimalaricos, Belém, Brasil, em 29 de maio a 02 de junho de 2006.
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2. OBJETIVOS:

2.1. GERAL

Validar metodologia analitica para determinacdo de cloroquina e

desetilcloroquina em amostras de sangue total adsorvidas em papel de filtro,

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) empregando-se detector

de ultravioleta.
2.2. ESPECIFICO

Revisar literatura buscando métodos analiticos capazes de identificar e
quantificar cloroquina em amostras de sangue total adsorvidas em papel de
filtro; selecionando técnicas cromatograficas passiveis de serem validadas

para a este objetivo;

Validar a metodologia analitica para determinacdo das concentracfes
plasméticas de cloroquina e desetilcloroquina, por ultravioleta, através
dos estudos de precisdo, recuperacao, linearidade, limite de deteccéo

e de gquantificacéo, interferentes e robustez;

Aplicar o método validado CLAE/UV na determinacdo das
concentracdes de cloroquina e desetilcloroquina em amostras de

sangue adsorvidas em papel de filtro de pacientes com malaria
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. MALARIA

3.1.1. Epidemiologia

A maléaria é um problema mundial grave que afeta a saude e o bem -
estar das comunidades mais pobres do mundo (figura 1). Até o ano de 2004,
aproximadamente 3,2 bilh6es de pessoas viviam em zonas de risco de
transmissdo da doenca em cerca de 104 paises e territérios. Estima -se que
ocorram 350 a 500 milhdes de episédios de malaria anualmente (WHO,
2006).

BN Aress onde oooire tranamissso de malana o /
[ Areas com risco imitads
I zem maldria

Figura 1: Distribuicdo da malaria no mundo.
Fonte: WHO, 2006.

Estimativa atual indica que pelo menos um a trés milhdes de
criancas morre de malaria a cada ano na Africa (NTOUMI, et al 2004). No
Brasil, 99,5% dos casos sao registrados na AmazlOnia Legal (figura 2).

Considera-se que os demais adoeceram na Amazdnia, mas o diagnostico e



Reviséo da literatura 25

tratamento foram realizados em outras regides (casos importados)
(Brasil/MS/FUNASA, 2005; Brasil/MS/SVS/SIVEP, 2008).
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Figura 2: Numero de casos notificados de malaria por estado (UF) da
Amazonia legal, 2008.
Fonte: Ministério da Salde - Secretaria de Vigilancia em Saude, 2008.

Destacaram-se pela intensidade de transmisséo os estados do Amazonas,
Para e Rondbnia, os quais foram responsaveis por 85% dos casos relatados,
prevalecendo as infeccbes pelo P. vivax (figura 3), com cerca de 218.301,
correspondendo a 85% das notificacdes (Brasil/MS/SVS/SIVEP, 2008).

mP. falciparum
mP. vivax

P malariae
OoF+Vv

Figura 3: Proporcdo de casos de maldria por espécie de
plasmaodio na regido amazénica, 2008 .
Fonte: Ministério da Salde - Secretaria de Vigilancia em Salde, 2008.
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Nos Ultimos anos, tem sido observada a ocorréncia de surtos de
transmissdo da doenca em diversos estados ndo -Amazonicos, como o Ceara, que
apresentou 402 casos autéctones de maléaria por P. vivax em 2002. J4 no ano de
2004, os registros mais importantes ocorreram nos estados do Piaui e Espirito
Santo, com 120 e 74 casos, respectivamente (tabela 1). (Brasil/MS/FUNASA,
2005).

Tabela 1: Malaria — extra-amazonica - nUmero de casos por estado: 1999 — 2005.

Est ado/ Ano 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Bahi a 1 72 14 71 1 0
Cear a 2 402 4

Distrito Federal 0 0

Espirito Santo 13 5 14 0 74 68
Goi &s 2 24 0 10

Mato Grosso do Sul 0 0 2 38 0

M nas Gerais 0 14 1 31 2 17
Par ana 47 16 133 106 5

Per nambuco 0 0 0 0 15

Pi aui 3 29 13 9 38 120 23
Ri o de Janeiro 1 0 0 1 19 2

Ri o Grande do Sul 0 0 0 0

Santa Catarina 0 0 0 0 4

Sdo Paul o 0 3 0 4 20 12 30
Tot al 66 80 234 580 188 249 160

Fonte: Ministério da Salde - Secretaria de Vigilancia em Salde, 2008.

3.1.2. Biologia do parasita

A malaria humana é causada por quatro espécies de protozodrios
intracelulares obrigatérios. Sao parasitas pertencentes a ordem Apicomplexa e
ao género Plasmodium, fazem parte do grupo dos coccideos, com ciclos

complexos de multiplicagdo sexuada e assexuada (SILVA; OLIVEIRA, 2002 ).
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As quatro espécies de plasmodios que infectam o homem, P.
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, sdo transmitidas por mosquitos
do género Anopheles. O plasmddio da malaria tem elevada especificidade de
hospedeiro, resultante de um longo processo de adaptacdo no curso da
evolucdo. Assim, os parasitos da malaria humana sdo especificos do homem.
Embora possam infectar outros primatas em laboratério, tal fato ndo € comum
nas condi¢cGes naturais (CORNEJO; ESCALANTE, 2006).

Faz excecdo o P. malariae, que é encontrado em primatas da
regido neotropical, sendo denominado P. brasilianum. Por outro lado, os
plasmdédios ndo infectam qualquer anofelino. Dentre as centenas de espécies
do género, poucas dezenas sdo vetores eficazes, e nas diversas areas
geogréficas, os anofelinos tém capacidade vetorial diferente para as espécies
de Plasmodium presentes (SILVA; OLIVEIRA, 2002). Embora mais de 400
espécies de mosquitos anofelinos ja tenham sido identificadas, somente 40

sao consideradas vetores importantes da doen ¢a (MURY; KUMAR, 2005).

O ciclo de vida sexuado do Plasmodium ocorre na fémea do mosquito
andfeles, e o assexuado ocorre no homem (figura 4). O Plasmodium falciparum tem
um ciclo eritrocitario de 48 horas no homem e produz a malaria denominada terca
maligna (febre recidiva de 3 em 3 dias). No Plasmodium vivax é de 48 horas e
produz a malaria chamada ter¢cd benigna, assim denominada por ser de menor
gravidade e raramente fatal. J& no Plasmodium ovale € de 48 horas e um estagio
exoeritrocitario, causando uma forma rara de malaria. Por fim, Plasmodium malarie,
causador da malaria quartd, é de 72 horas e ndo possui ciclo exoeritrocitario
(CAMARGO, 2003; CORNEJO; ESCALANTE, 2006).
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Figura 4: Ciclo de vida do parasito.
Fonte: Adaptado RICHIE; SAUL, 2002.

Esporozoitos infectam células do figado e amadurecem em esquizontes, que rompem e
liberam merozoitos. (Nota, o P. vivax e P. o ovale tém um estagio de laténcia [os
hipnozoitas] pode persistir no figado e causar relapsos invadindo a circulagao sanguinea,
em semanas do ou mesmo anos mais tarde.) ApOs esta replicagcdo inicial no figado
(esquizogonia exo-eritrocitica), os parasitas submetem-se a multiplicacdo assexuada nos
eritrocitos (esquizogonia eritrocitica). Merozoitos infectam células vermelhas do sangue.
Alguns parasitas diferenciam-se em estagios eritrocitico sexual (gametécitos). Os parasitas
do estdgio sanguineo sdo responsaveis pelas manifestacfes clinicas da doenca. Os
gametdcitos macho (microgametocitos) e fémea (macrogametdcitos), sdo ingeridos por um
mosquito anéfeles durante uma refeicdo de sangue. A multiplicacdo dos parasitas no
mosquito é sabida como o ciclo esporogbnico. Quando no estbmago do mosquito, os
microgametas penetram nos macrogametas que geram os zigotos. Os zigotos tornam -se
por sua vez moveis e alongados (oocinetos) que invadem a parede do intestino médio do
mosquito onde se tornam oocistos. Os oocistos crescem, rompem, € esporozoitos sao
liberados, os quais irdo para glandulas salivares do mosquito. Ha inoculacdo dos
esporozoitos em um hospedeiro human o e novo ciclo de vida da malaria.
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3.1.3. Patogenia da malaria

O ciclo eritrocitico assexuado é responsavel pelas manifestagfes clinicas
da malaria. A destruicdo dos eritrocitos e consequente liberacdo dos parasitas e
seus metabdlitos na circulagdo provocam uma resposta do hospedeiro,
caracterizada por um quadro clinico de febre alta acompanhada de -calafrio,
sudorese intensa e cefaléia, que ocorrem em padrdes ciclicos, dependendo da
espécie de plasmddio infectante. Em alguns pacientes, ocorrem sintomas
prodromicos, varios dias antes dos paroxismos, a exemplo de nauseas, vomitos,
astenia, fadiga, anorexia (BRASIL/SVS/GVE, 2005, PIMENTEL et al. 2007).

Cada espécie de Plasmodium produz um padrdo de doenca caracteristico
(PIMENTEL et al. 2007). O P. falciparum pode acarretar manifestacdes e
complicacdes severas, tais como malaria cerebral, insuficiéncia renal aguda, acidose
metabolica, edema pulmonar agudo, disfuncdo hepatica e hemoglobintria (WHO,
1990). Hipoglicemia, convulsdes, vomitos repetidos, hiperpir exia, ictericia e
distirbios da consciéncia sdo indicadores de prognostico desfavoravel.
(BRASIL/SVS/GVE, 2005).

O P. vivax produz sinais e sintomas clinicos mais brandos quando
comparados aqueles provocados pelo P. falciparum. A infeccdo é caracterizada
pelas recidivas ocasionadas pelas formas tissulares latentes. (PIMENTEL et al.
2007).

A sintomatologiada da malaria por P. vivax € variada, sendo que na
primeira infeccdo os pacientes podem apresentar febre alta, artralgias, naus eas,
vomitos e ictericia. Porém, manifestacdes atipicas vem sendo relatadas na literatura,
como coagulopatias, comprometimento cerebral, insuficiéncia renal, complicagbes
pulmonares e ictericias. A malaria por P. vivax, embora mais raramente que na
infeccdo pelo P. falciparum, pode evoluir de forma grave, geralmente

associada ao retardo no diagnéstico e tratamento, porém costuma responder
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de forma satisfatéria a instituicdo da terapia (MOHAPATRA et al, 2002,
MYOUNG-DON et al, 2001).

Diferencas na biologia do parasita explicam parcialmente os
diversos padrdoes da doenca. Primeiro, o P. falciparum pode invadir grande
porcentagem dos eritrécitos, jA o P. vivax fica limitado aos reticulécitos. Uma
segunda diferenca € a surpreendente redundancia de vias de invasdo do P.
falciparum quando comparada ao P. vivax. Este ultimo invade somente os
eritrécitos do grupo sanguineo Duffy positivo, sendo largamente limitada para
reticulocitos. As limitacbes de invasdo pelo P. vivax levou a descoberta de
duas familias de receptores de parasita: a mol écula do parasita que liga ao
sistema do grupo sanguineo Duffy e proteinas homdlogas “duffy — binding —
like” (DBL) e as proteinas homélogas “reticulocyte -binding-like” (RBL) ambas
do P. falciparum (MILLER et al, 2002).

Os varios membros das familias DBL e RBL podem reconhecer
diferentes receptores nos eritrocitos para aqueles grupos sanguineos Duffy
ou de reticulécitos. Estes receptores sdo responsaveis, em parte, pela
flexibilidade para invasao pelas varias espécies de Plasmodium, que, por sua
vez, dita 0 maximo da parasitemia e dos sinais e sintomas da doenca
(MILLER et al, 2002).

3.1.4. Tratamento da malaria

O tratamento adequado e oportuno tanto previne a ocorréncia de casos
graves e, conseqlentemente a morte por malaria, quanto elimina as fontes de
infeccdo para os mosquitos, contribuindo para a reducdo da transmissédo da doenca
(BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001). Uma vez que o diagnostico da maléria
foi confirmado, a terapéutica apropriada deve ser iniciada imediatamente.
Esta deve ser guiada por trés fatores principais: a espécie infectante do
Plasmodium, o estado clinico do paciente e a susceptibilidade d a droga aos
parasitas, que € determinada pela area geografica onde a infeccdo foi
adquirida (CDC, 2006).
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A quimioterapia da malaria tem como objetivos interromper a
esquizogonia sanguinea responsavel pela patogenia e pelas manifestacdes clinicas
da infeccdo; proporcionar a erradicagdo das formas latentes do parasito
(hipnozoitas) do P. vivax e do P. ovale no ciclo tecidual, evitando as recaidas; e
reduzir as fontes de infeccdo para os mosquitos, eliminando as formas sexuadas dos
parasitos (BRASIL/SVS/GVE, 2005).

A tomada de decisdo para o tratamento adequado de um paciente com
malaria deve ser precedida de informacfes sobre a gravidade da doenca, espéci e
de plasmédio, idade do paciente, histérico anterior de malaria e a suscetibilidade dos

parasitas aos antimalaricos convencionais (PIMENTEL, et al. 2007).

Para cada espécie de plasmdédio, vem sendo utilizadas associacdes de
medicamentos especificos, em dosagens adequadas a situagdo particular de cada
doente. Dentre os agentes terapéuticos eficazes estdo as familias das quinolinas
(quinina, cloroquina, primaquina, mefloquina, amodiaquina, halofantrina),
diclorobenzilidina (lumefantrina), biguanidas (proguanil, clorproguanil),
diaminopiridinas  (pirimetamina), sulfonas (dapsona), hidroxinaftoquinonas
(atovaquona) e lactonas sesquiterpénicas (derivados da artemisinina, artesunato e
artemeter) (LOISEAU; LE BRAS, 2007).

Sendo o tratamento da malaria complexo, sdo utilizadas associa¢cdes com
outros quimioterapicos tais como sulfonamidas (sulfadoxina), tetraciclinas
(tetraciclina, doxicilina) e lincosaminas (clindamicina e lincomicina). As associacées
acarretam diversos inconvenientes, pois compreendem complexos re gimes de
administracao e varias reacdes adversas, o0 que contribui para reducdo da aderéncia
ao tratamento e o possivel desenvolvimento de resisténcia pelo parasita
(CRAWLEY, 1999; WINSTANLEY, 2001).

H& uma busca continua por novas drogas antimalaricas ou novos
métodos que reforcem a aceitacdo das drogas pelos pacientes. Muitos

autores tém investigado se a reducdo da dose, duracdo ou freqiéncia do
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tratamento, poderiam ser tdo eficazes quanto aquele dos esquemas padrdes
(FERRARONI, 1983; ANDRADE et. al, 1992 e PINTO et. al, 2003).

3.2. CLOROQUINA

3.2.1. Quimica

A cloroquina foi uma das 4-aminoquinolinas investigadas como
parte de um extenso programa cooperativo de pesquisa de novos agentes
antimalaricos durante a segunda guerra mundial. A partir de 1943, milhares
destes compostos foram sintetizados e testados quanto a sua atividade
antimalarica. A cloroquina provou ser a mais promissora e foi liberada em
1944 com o nome comercial de Aralen. Porém, logo apés foi descoberto que
0 composto havia sido sintetizado e estudado sob o nome de Resochin pelos
alemédes em 1934 (TRACY; WEBSTER, 2002).

Quimicamente a cloroquina (figura 5) é a 7 cloro -4-[[4-(dietilamino-1-
metilbutillamino] quinolina, com peso molecular de 319,88 e formula molecular
C18H26CIN3. E um pé cristalino branco ou levemente amarelo, inodoro e de sabor
amargo. E pouco solivel em agua, porém sollvel em &cidos diluidos, cloroférmio e
éter. Como base livre, apresenta-se como po cristalino amarelo ou branco, inodoro.

Também é encontrada como fosfato ou cloridrato (Farmacopéia brasileira, 1977).

As formas d, | e dl da cloroquina tém poténcia igual para o tratamento da
malaria em aves, mas o isdbmero d é menos toxico do que o isébmero | nos
mamiferos. Nas infec¢cdes em roedores (P. vinckei e P. berghei), (+)-cloroquina é 2 a
4 vezes mais ativa e menos téxica do que seu antipoda, mas ambos isébmeros sao
equipotentes em diferentes cepas de P. falciparum. Ja nas cepas resistentes o
isbmero (-)-cloroquina tem baixa atividade quando comparado (+)-cloroquina
(KRISHNA; WHITE 1996). Ressalta-se que a presenca de um atomo de cloro na
posicdo 7 do anel quinolinico, confere maior atividade antimalarica tanto na malaria
aviaria quanto na humana (TRACY; WEBSTER, 2002).
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Figura 5: Formula estrutural da cloroquina.
Fonte: BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001.

3.2.2. Mecanismo de acédo da cloroquina

A cloroquina € uma 4-aminoquilonina com rapida atividade esquizonticida
para todas as espécies de plasmaodios que infectam o homem e gametocitocida para
P. vivax e P. malariae. Ndo tem acédo contra as formas hepaticas. Além de seu efeito
antimalérico, tem também acédo antipirética e anti-inflamatéria. Embora poucas cepas
de P. falciparum sejam ainda sensiveis a este  antimalarico
(BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001).

A cloroquina parece interferir na alimentagcdo do Plasmodio. Ela
pode atravessar a membrana dos eritrocitos e concentra-se nos vacuolos

digestivos dos parasitas aumentando o seu pH (FOLLEY; TILLEY, 1997).

Diversas enzimas foram propostas como alvos possiveis de acdo da
droga, mas evidéncias recentes, apontam a detoxificacdo do heme como
local de acdo mais provavel. A degradacdo da hemoglobina produz um
subproduto do heme livre (ferriprotoporfirina 1X). Este composto € téxico para
0 parasita, que o polimeriza em hemozoina (pigmento malarico). Foi
demonstrado in vitro que a cloroquina impede a polimerizagcdo do heme
expondo os parasitas a este subproduto toxico (FOLLEY; TILLEY, 1997).
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Outro mecanismo proposto € a formacdo de complexos farmaco -heme
toxicos, que ndo é universalmente apoiado pelos estudos de intera¢fes entre
uma série de drogas antimalaricas estruturalmente relacionadas a cloroquina
e 0 heme (figura 6) (TRACY; WEBSTER, 2002).
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Figura 6: Processo digestivo no eritrécito infectado com Plasmodium.
Fonte: FOLLEY; TILLEY, 1997.

(A) Alimentacdo intraeritrocitica do parasita da maléaria ingerindo pequenos
pacotes de hemoglobina no citoplasma do hospe deiro. A hemoglobina é
degradada por uma série de proteases no interior do vacuolo alimentar
acidico.

(B) Como subproduto da degradagdo da hemoglobina, o heme téxico,
ferriprotoporfirina IX (FpIX), € liberado. As moléculas heme séo
detoxificadas no vaclolo alimentar do parasita pela polimerizacdo em
granulos insoliveis (hemozoina). Uma heme polimerase foi proposta na
catalise do processo de polimerizacgao.

3.2.3. Propriedades farmacocinéticas da cloroquina

A cloroquina é bem absorvida apés administragdo via oral, alcangando
concentracdes plasmaticas maximas em cerca de 3 horas (variando entre 2 a 12 h).
A biodisponobilidade via oral é de 70 a 80%. Por via intramuscular ou
intravenosa a concentracdo sanguinea assemelha-se a via oral, porém o nivel
maximo é atingido em 5 a 20 minutos. Liga-se as proteinas plasmaticas em torno de
50 a 60%. Sua meia-vida plasméatica em niveis terapéuticos é de 6 a 10 dias. Tem

elevada capacidade de ligagcdo tecidual, inclusive no sistema nervoso central, mas
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sua biodisponibilidade no liquido cefalorraquidiano € baixa. Concentra-se nos
tecidos dérmicos e oculares contendo melanina. Acumula -se nos eritrdcitos,
sobretudo os infectados (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001).

No interior das hemacias alcanca concentracdes trés vezes
superiores aquelas do plasma. Também se concentra nos leucécitos e nas
plaquetas. Atravessa a barreira placentaria e nos tratamentos prolongados
pode causar lesdo ao feto. E excretada, principalmente, pela via renal, 20%
inalterada e o restante como produto de biotransformacéo, com mei a vida de
eliminacdo de 1 a 2 meses (WHO, 2006).

E liberada lentamente dos locais de deposito, sofrendo intensa
biotransformacdo hepatica, originando metabdlitos que apresentam atividade
antimalarica como a desetilcloroquina. (KRISHNA; WHITE, 1996).

3.2.4. Desetilcloroquina
E um produto de biotransformacdo que apresenta atividade

antimalarica similar ao farmaco original (figura 7) (WHO, 2006).
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Figura 7: Formula estrutural da desetilcloroquina
Fonte: CARDOSO; BONATO, 2005.

Em um estudo de disposicdo cinética Holmberg et. al. (1983)
demonstraram que a meia vida da desetilcloroquina corresponde apenas a

25% do farmaco original, porém pode ser prolongada de maneira dose
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dependente. A maior parte da biotransformacdo da cloroquina em
desetilcloroquina ocorre no figado com a participacdo do complexo
enzimatico P-450 (CYP-450). Varias enzimas deste complexo participam do
metabolismo dos antimalaricos no organismo humano (tabela 2) (GUZMAN;
CARMONA-FONSECA, 2006).

Tabela 2: Caracteristicas do metabolismo de dois antimalaricos a custa do citocromo
p-450.

Variavel Cloroquina Mefloquina
Dose mg/kg/dia 25 15-25 (dose Unica)
Enzima de metabolismo CYP2C8, CYP3A4 e CYP3A4
hepatico CYP2D6
Ativos: desetilcloroquina Caboximefloquina
Metabolitos e bisdesetilcloroquina. (inativo)

Outros menores: 7-cloro
4aminoquinolina e

outros.

Desaminacédo oxidativa, Carboxilacéo
eliminagcdo da cadeia

Vias lateral e outras vias N-
oxidativas.
Nauseas, vomitos, dor
Toxicidade das doses Minima abdominal, diarréia,
tontura.
Enzimas inibidas CYP2D6 CYP1A2

Fonte: Adaptada GUZMAN; CARMONA-FONSECA, 2006.
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3.2.5. Terapéutica da cloroquina

Os comprimidos contendo 250 mg do sal, equivalentes a 150 mg de base,
sdo 0s mais usados pelo Ministério da Saude, porém existem comprimidos contendo
50 mg, 100 mg e 150 mg de base (como difosfato ou sulfato). Ap resentacdes
injetaveis de cloroquina ndo s&o recomendadas pelo alto risco de efeitos
cardiotéxicos agudos e graves (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001).

Tanto adultos quanto criancas devem receber uma dose total de 25 mg de
base/kg, administrada no transcorrer de trés dias. Um regime adequado, sob o
aspecto farmacocinético, consiste em administrar uma dose inicial de 10 mg de
base/kg, seguida de 5 mg/kg, seis a oito horas apds e 5 mg/kg em cada um dos dois
dias seguintes. Outro esquema terapéutico mais pratico, utilizado em diversas
regioes, consiste em 10 mg/kg no primeiro dia, seguida de 7,5 mg/kg no segundo e
terceiro dias. Ambos correspondem a uma dose total de 25 mg/kg (1.500 mg de
base para um adulto com 60 kg) (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2001).

3.2.6. Concentracdes efetivas da cloroquina

Diversos estudos realizados nas décadas de 1940 a 1950
(BERLINER et. al, 1948; COATNEY et. al ,1949; CRAIGE et. al, 1947; MOST,
et al, 1946; WHORTON et al, 1950) mostraram que a concentracdo efetiva
minima de cloroquina deve ser 10 ng/mL de plasma. Entretanto duas
guestbes emergem deste valor, quer sejam a metodologia utilizada e a
correlacdo entre os niveis plasmaticos e no sangue total do farmaco (BAIRD,
2004).

Os métodos iniciais de andlise ndo faziam a distincdo entre a
cloroquina e seu principal produto de biotransformacéo, desetilcloroquina,
portanto tal valor de 10 ng/mL representa a soma do farmaco e de seu
produto de biotransformacdo, que possuem atividade antimalarica
equivalentes (BAIRD, 2004).
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O valor de 10ng/mL no plasma devera servir de orientacdo para
determinacédo dos teores do farmaco no sangue total, que pode ser estimado
em 100 ng/mL (BAIRD, 2004).

Baseando-se nestes valores pode-se inferir que a parasitemia
recorrente, ap6s 35 dias de terapia, com concen tracdes no sangue total de
cloroquina e desetilcloroquina superior a 100ng/mL, caracteriza a resisténcia

do parasito ao farmaco (BAIRD, 2004).

3.2.7. Determinacao das concentracdes de cloroquina

Diversas metodologias estdo disponiveis atualmente para
determinacdo da cloroquina e de seu principal metabdlito em fluidos
biol6gicos empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia ( FDA, 2001;
PAREDES et al, 2002).

Patchen et. al (1983) descreveram um método de quantificacdo de
cloroquina e do seu principal metabdlito, desetilcloroquina, em sangue total
coletado em papel de filtro, usando a CLAE com deteccédo de fluorescéncia. A
metodologia permitiu efetiva avaliacdo da resisténcia do parasita a cloroquina

em regides endémicas.

Determinacdo de cloroquina e de desetilcloroquina empregando
deteccdo por fluorescéncia foram feitas por PROJEAN et. al (2003) para
identificacdo de isoformas de P450 (CYP2C8, CYP3A4 e CYP2D6),
envolvidos a N-desetilacdo da cloroquina, para uma melhor caracterizacédo da
biotransformacdo do farmaco em humanos. Cardoso e Bonato (2005),
também descrevem um meétodo de quantificacdo de desetilcloroquina e
desetilhidroxicloroquina aplicando a CLAE. Na Tanzéania, Yonemitsu et.al
(2005) descreveram um método para analise de cloroquina e

desetilcloroquina em sangue total e tecido oriundo de exame necroscoépico.
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Samanidou et. al (2005), publicaram a validacdo de um método

simultaneo de determinacédo de quinina e cloroquina em fluidos biolégicos.

Green et. al (2006), usando a CLAE com detector de UV analisaram
especialidades farmacéuticas contendo em sua composi¢cdo cloroquina,
quinina e sulfadoxina com o objetivo de comparar a validacdo de dois
meétodos (refractométrico e colorimétrico). Desenvolvimento e validacdo de
meétodos usando fase reversa para potencial anélise de adulteracdo de
medicamentos antimalaricos como cloroquina, quinina e mefloquina, também

foram descritos na literatura por Gaudiano et. al (2006).

Determinagcdo simultdnea de desetilcloroquina, cloroquina,
cicloguanil e proguanil em amostras de sangue total adsorvidas em papel de
filtro, foi realizada por Lejeune et. al (2007) utilizando a cromatografia liquida

em fase reversa.

3.3. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de métodos analiticos € um processo que fornece
evidéncia documentada de que o mesmo é confiavel ao que se aplica (CASS;
DEGANI, 2001), isto é, atende as exigéncias desejadas (BRITTAN, 1998).

A validacdo é realizada para garantir que o método seja exato,
especifico e reprodutivel, assegurando credibilidade duran te seu uso rotineiro
(FDA, 2001). Consiste em uma série de procedimentos que visam assegurar
veracidade as medidas obtidas, sendo aplicada a quantificacdo de farmacos
e/ou modelos de biotransformacédo em diferentes matrizes biolégicas (sangue
total, soro, plasma, urina e tecido) (CASS; DEGANI, 2001).

Conforme descrito no Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos
(FDA, 2001) e por Brito et. al (2003), os parametros para a validacdo de um
método incluem: limite de deteccéo e guantificagéo,

especificidade/seletividade, linearidade, exatidéo, preciséo e estabilidade.
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A especificidade, muitas vezes utilizada como sindénimo de
seletividade é definido como a habilidade de um método analitico em
diferenciar e quantificar o composto de interesse na presenca de outr 0s
componentes na amostra. Ja a seletividade refere-se a capacidade de
deteccdo do analito (BRITO et. al 2003). Estas podem ser determinadas
analisando-se diversas amostras da matriz (n>6), na presenca de
interferentes, bem como deve ser assegurada no limite mais baixo de
deteccdo. A exatiddo descreve a proximidade entre os valores médios obtidos
em relacdo ao verdadeiro, sendo aceita a diferenca de 15% entre estes.
(FDA, 2001).

A precisdo é a capacidade do método de reproduzir o mesmo
resultado, embora ndo necessariamente o0 correto, sempre que O
procedimento seja executado. E subdividida em trés etapas (repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade), que sé&o diferenciadas pelo
intervalo de tempo em que sdo feitas as analises e pelas condi¢cbes de
realizacdo destas (CASS; DEGANI, 2001).

A repetibilidade (precisdo intra-ensaio) € avaliada no minimo em
nove determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentragdes: baixa, média e alta; em triplicata cada. A precisédo
intermediaria (precisao inter-ensaio) é determinada em dois dias diferentes,

no minimo, com analistas diferentes (ANVISA, 2003).

A reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial) refere-se aos
resultados dos estudos de colaboracdo entre laboratérios e deve s er
considerada em certas situagdes, como a padronizacdo de procedimentos
analiticos a serem incluidos, por exemplo, nas farmacopéias. Normalmente,
os resultados dos estudos de precisdo sdo expressos como desvio padréo,
variancia ou coeficiente de variacdo, e de acordo com as recomendacdes dos
orgaos reguladores se aceita um coeficiente de variacdo de 15% e 20%, em
funcdo das concentragfes dos analitos presentes na matriz (ANVISA, 2003;
RIBANI; BOTTOLI; COLLINS; JARDIM, 2004).
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Sensibilidade é a habilidade de um método em distinguir, com
determinado nivel de confianca, duas concentragdes préximas. A avaliacdo
da sensibilidade compreende a determinacdo dos limites de quantificacdo
(menor concentracdo do composto que pode ser medida com uma precisao
especificada dentro do critério de aceitacdo do método) e deteccdo (menor
concentracdo do composto que produz uma resposta maior do que trés vezes
o ruido do detector) (CASS; DEGANI, 2001 e FDA, 2001).

A recuperacdo é a resposta do valor obtido de uma quantidade de
analito adicionado (“fortificacdo” da amostra) e extraido da matriz bioldgica,
comparada com a concentracdo verdadeira do padrédo auténtico (FDA, 2001).
A fortificacdo tenta simular condigbes reais, nao interferindo
significativamente nas intera¢cfes que oc orrem na prépria amostra. Isso nem
sempre é possivel, visto que a solucdo da fortificacdo € preparada com
solventes organicos, geralmente ndo presentes na matriz. Aceita -se valores
de recuperacao no intervalo de 85% a 115% (BRITO; AMARANTE; POLESE;
RIBEIRO 2003).

A estabilidade de uma droga em um liquido biol6gico é funcédo das
condicbes de armazenamento, das propriedades fisico -quimicas e matriz
(FDA, 2001).

A validacdo de métodos analiticos também inclui a determinagao
de curva de calibracéo, linearidad e e robustez (CASS; DEGANI, 2001). Uma
curva (padrdo) é a relacdo entre a resposta do detector e as respectivas
concentracdes do analito. Para sua construcdo € necessaria a escolha de
controles cujas concentragdes variam em funcao da escala da concentragao
esperada de acordo com a finalidade da analise (CASS; DEGANI, 2001 e
FDA, 2001).

A linearidade é a capacidade de um método analitico gerar

resultados proporcionais a concentracdo do composto em questao, dentro de
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uma faixa analitica especificada, sendo p ossivel relacionar a resposta do
detector a concentracdo. E avaliada por intermédio da relagdo entre as
medidas das areas das amostras das solucOes -padrées. A seguir é
estabelecida a correlagdo entre estas duas variaveis através do coeficiente
de correlacdo de Pearson (CASS; DEGANI, 2001).

A robustez fornece resultados inalterados quando sujeito a
pequenas mudancas (diferentes analistas, pH da fase mével, etc). Pode ser
determinada por intermédio da analise individual ou simultdanea dos
parametros comumente sujeitos a variacdo (CASS; DEGANI, 2001 e FDA,
2001).

3.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis, réapidos,
precisos e de baixo custo para determinacdo de principios ativos é objeto
constante de estudos cientificos (PAREDES et al., 2004), dentre as técnicas
modernas de analise, a cromatografia ocupa lugar de destaque devido a
facilidade em efetuar a separacéo, identificacdo e quantificacao das espécies
quimicas (COLLINS, 1990).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido a técnica
analitica de escolha para quantificacdo dos niveis plasmaticos de
antimalaricos e seus metabdlitos no sangue. Sao utilizadas tanto a
cromatografia em fase normal (a fase estacionaria é mais polar) quanto de fase
reversa (a fase movel € mais polar) apds extracdo liquido- liquido ou solido
liquido (CARDOSO et. al, 2005; DENG et. al, 2006; GAUDIANO et. al 2006;
GREEN et. al, 2006; SAMANIDOU et. al, 2005).

A CLAE utiliza instrumentos sofisticados que podem ser tot almente
automatizados. E um tipo de cromatografia que emprega pequenas colunas,
recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase movel que é
eluida sob alta pressédo. Possui a capacidade para realizar separagfes e

andlises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em
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varios tipos de amostras, poucos minutos, com alta resolucéo, eficiéncia e
sensibilidade (GUIMARAES; COLLINS,1990).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CASUISTICA

Para a validacdo da metodologia analitica foi utilizado pool de
sangue total de individuos, o qual foi cedido pelo Laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFPA, que relataram nao estar

usando nenhum medicamento.

Para determinacdo das concentragcbes de cloroquina e
desetilcloroquina foram coletadas 10 amostras de sangue de pacientes
portadores de malaria por P.vivax, diagnosticados por exame
hemoparasitoscopico, no terceiro dia apos instituicdo da terapia (D3). Os
pacientes selecionados foram adultos de ambos os sexos, com idade superior
a 18 anos. Cada coleta do material biolégico foi acompanhada do
preenchimento de protocolo contendo identificacdo da amostra, o nome do
paciente, idade e sexo. O esquema terapéutico emprega do no tratamento dos

pacientes foi o recomendado pelo Ministério da Saude (tabela 3).

4.2. AMOSTRAS

Nos pacientes com malaria vivax, as amostras foram coletadas por
puncdo digital com auxilio de lanceta, e transferidas para papel de filtro
Whatman, com cinco aplicacées de 100 pL cada, em gotas concéntricas de
aproximadamente 5 cm de diametro. A seguir, o papel de filtro foi seco a
temperatura ambiente por 3 horas e acondicionado em envelope comum

devidamente identificado a temperatura ambiente.
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As coletas foram realizadas na Fundacdo de Medicina Tropical do
Amazonas - FMTAM - (situada em Manaus—Amazonas), no periodo de setembro a

outubro de 2008. Esta instituicdo € uma autarquia estadual de referéncia para

assisténcia, ensino e pesquisa em doencas tropic ais.

Tabela 3: Tratamento das infec¢bes por

Grupos 1° dia 2° e 3° dias 4° ao 7° dias
Etarios CQ Primaquina CQ Primaquina Primaquina
compri- comprimido compri- comprimido comprimido
mido  Adultos Inf. mido Adultos Inf. Adultos  Inf.
Menor de Ya - - Ya - - - -
6 meses
6all Yo - 1 Yo - 1 - 1
meses
la?2 1 - 1 % - 1 - 1
anos
3ab6 1 - 2 1 - 2 - 2
anos
7all 2 1 1 le 1 1 1 1
anos
12 a 14 3 lel/2 - 2 le% - leY -
anos
15 ou 4 2 - 3 2 - 2 -
mais

Fonte: Ministério da Salde —FUNASA- Manual de Terapéutica da Maléria, 2001.

4.3. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Plasmodium vivax. Cloroquina
25mg/Kg em 3 dias e primaquina 0,5mg/Kg 7 dias.
Drogas e doses

As analises foram realizadas em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Varian®, composto por uma bomba isocratica modelo ProStart 300,
injetor manual reodyne, com loop de 50uL, detector duplo canal ultravioleta e
visivel ProStar, modelo 220. A separacdo cromatografica foi realizada a
temperatura ambiente empregando -se uma coluna X-TERRA® RP8 5um 4.6 X

150mm (Waters, Saint Quentin-en-Y velines, France).
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No preparo das amostras também foram utilizados um agitador de
tubos vortex, Q-220b1, Quimis®; Ultra-som, Q-335D, Quimis®; Centrifuga,
2K15, Sigma Laborzentrifugen®; peagametro digital PHS-3B, pHte®k;
Balanga, VL-1mg, Acculab®; Homogeneizador BHS-300, Benfer®; Bomba de
vacuo, Fabbe®; desionizador de agua Aquapur AQ 0010®; microseringa de
50uL, Hamliton®; Papel de filtro Whatmann® (14ug de poro) ; micropipetas
automaticas com volume regulavel Finnpipette (10uL a 100uL, 20uL a 200puL
e 200uL a 1000uL), Labsystems®.

4.4. REAGENTES E SOLVENTES

Acetonitrila, metanol, trietilamina (grau cromatografico) foram
obtidos da Merck®. Hidroxido de sédio e &cido cloridrico da Labsynth®. A
agua foi purificada com o sistema Aquapur AQ 0010® para a preparacédo da

solucdo de hidroxido de sodio a 2 M e acido cloridrico a 0,01 e 1 N.

4.5. SOLUCOES-PADRAO

4.5.1. Solucdes estoque

As solugbes estoques de cloroquina (Sigma ®) em concentragao de
1,4 mg/mL e desetilcloroquina (Sigma ®) em concentracdo de 12ug/mL foram
preparadas em acido cloridrico a 0,01 N. J&4 a solucdo de quinina (Sigma®)

em concentragcdo de 2,04mg/mL foi preparada pela dissolugdo em metanol.

4.5. 2. Solucgdes intermediarias
A solucdo estoque de cloroquina foi diluida em acido cloridrico a
0,01 N e desetilcloroquina em metanol, a fim de obter -se as concentracdes de

20,0 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente.

4.5. 3. Solucdes de trabalho
Foram efetuadas diluicbes da solucdo intermediaria de cloroquina

em acido cloridrico a 0,01 N e desetilcloroquina em metanol, para obtencéo
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das solugcbes de trabalho em concentragcdes de 5,0 pg/mL e 5,0 pg/mL,

respectivamente.

4.5. 4. Solucgao do padréo interno

A solucao estoque de quinina foi diluida em metanol, para obtencéo
de concentracdo de 20,0 pg/mL.

Todas as solucdes padrdo foram acondicionadas em frasco ambar e

armazenadas a 4 °C.

4.5.5. Calibradores

Os calibradores empregados para validacdo da metodologia
analitica foram preparados em sangue total, oriundo de pessoas que nunca
fizeram wuso de antimalaricos. Estes foram preparados contendo
concentragcdes de cloroquina e desetilcloroquina variando de 2000 ng/mL a
100 ng/mL. Aliguotas das solucdes padrbes dos antimalaricos foram
dissolvidas em volumes apropriados de sangue total humano através de

agitacdo mecanica por 1 hora.

Um volume de 100pL de cada amostra de sangue com
concentracdo conhecida de cloroquina e desetilcloroquina foi aplicado sobre
o papel de filtro, os quais foram secos por 3 horas e armazenados em
envelopes a temperatura ambiente, e usados de acordo com as necessidades
de trabalho (figura 8). O tempo decorrido entre o preparo dos papeis de filtro

e a analise foi inferior a 10 dias.
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Figura 8: Papel de filtro com sangue total.
FONTE: AUTOR.

4.6. PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Os “spots” em pequenas pecas foram transferidos para tubos de
centrifuga de polipropileno de capacidade de 15m L e adicionados 1.5mL Hcl
0.1N. Os tubos foram transferidos para um agitador mecéanico e submetidos a
agitacéo por 20 minutos. A seguir, 0s mesmos foram para banho de ulta -som
por uma hora. O papel de filtro foi retirado, com auxilio de um palito de
madeira e adicionado 0,5mL de NaOH 2M, 100ul do padré&o interno e 6mL de
metil terc butil éter. Os tubos foram agitados por 15 minutos e centrifugados a
2000 rpm por 15 minutos. A camada organica foi separada e evaporada em
banho de agua a 60 °C. O residuo foi res suspendido com 100 pL da fase

movel e injetado, em volume de 50 pL no cromatoégrafo (figura 9).
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Corte dos “spots” em
pequenas pecas.

Adicdo del.5mL Hcl 0.1N,
agitacdo por 20 minutos e
banho de ulta-som por uma
hora.

Retirada do papel com palito
de madeira, adi¢céo de 0,5mL
NaOH 2 M e 100puL de
padréo interno.

Adicdo de 6mL MTBE,
agitacdo por 15 minutos e
centrifugacéo por 15
minutos.

Separacdo da camada
organica, banho-maria a
60°C e injecdo de 50uL no
cromatografo.

Figura 9: Esquema de extragcdo da cloroquina e desetilcloroquina.
Fonte: Autor.
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4.7. VALIDACAO DO METODO

A validacdo da metodologia analitica foi realizada segundo os critérios
propostos pelo FDA (1994), “Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation
(GIBMV)*, (2001) e resolucdo da ANVISA RE n° 899, de 29/5/2003. Os parametros
avaliados foram: linearidade, seletividade, preciséo intra e inter ensaio, recuperacao,

estabilidade, limites de deteccéo e quantificacdo e robustez.

4.7.1. Otimizacédo das condi¢cOes cromatograficas

As condi¢cbes cromatograficas apropriadas para o objetivo do
trabalho foram obtidas utilizando-se solu¢gdes padrboes de cloroquina e
desetilcloroquina. Foram otimizadas a vazao, a composi¢cdo da fase mével e
o comprimento de onda de detec¢cdo, com o proposito de obter as primeiras
informacdes sobre as condi¢cdes cromatogréaficas ideais, a fim de subsidiar os

experimentos de otimizagéo da analise, (PATCHEN et. al. 1983).

4.7.2. Parametros de desempenho analitico

4.7.2.1. Linearidade

Para avaliacdo da linearidade, aliqguotas de fase mobvel em
quintuplicata, foram enriquecidas com cloroquina nas concentragdes de 100, 250,
500, 750, 1000 e 2000 ng/mL e desetilcloroquina nas concentracfes de 100, 250,
500, 750 e 1000 ng/mL, todas elas adicionadas de quinina (padréo interno), na
concentracdo de 20,0 pg/mL e submetidas as condicbes cromatograficas

apresentadas no item 5.1.

A seguir, a concentracdo de cada um dos analitos de interesse foi plotada
no eixo das abscissas e as relagbes entre as areas da cloroquina ou
desetilcloroquina e do padréo interno em cada concentragdo no eixo das ordenadas.

Por fim, foram obtidos a equagé&o da reta e o coeficiente de correlagédo de Pearson

(r).
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4.7.2.2. Seletividade

Foi realizado a fim de caracterizar a possivel interferéncia nos
tempos de retencdo dos analitos de interesse e do padréo interno, utilizando-
se aliquotas de pool de sangue total adsorvidos em papel d e filtro, enriquecidas ou
ndo com as solucBes padrdes de primaquina, mefloquina e paracetamol, os
guais podem ser administrados conjuntamente com a cloroquina para o
tratamento da maléria. As amostras foram submetidas a extracdo conforme item

4.6 e analisadas segundo as condi¢bes cromatograficas descritas no item 5.1.

4.7.2.3. Limite de deteccgao

O limite de deteccdo foi determinado a partir da injecdo no
cromatdgrafo das diluicdes sucessivas das solugdes de trabalho de
cloroquina e desetilcloroquina. O limite de deteccéo foi considerado 3 vezes o
desvio padréo da linha de base (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

4.7.2.4.. Limite de quantificacao

O limite de quantificacéo foi determinado com calibradores diluidos
contendo cloroquina e desetilcloroquina os quais foram submetidos ao
procedimento de extracdo descrito no item 4.6 e analisadas segundo as
condicbes cromatograficas descritas no item 5.1. As relagbes das areas da
cloroquina, desetilcloroquina e do padréo interno nas diversas concentragdes
avaliadas foram empregadas para obtencdo do coeficiente de variacdo. As
analises foram realizadas em quintuplicata e o limite de quantificagcdo foi
considerado aquele que apresentou coeficiente de variacdo inferior a 15%
(ANVISA, 2003; FDA, 2001).

4.7.2.5. Curva de calibracgéao

Foram utilizados calibradores contendo cloroquina e desetilcloroquina, em
concentragbes de 100, 250, 500, 750, 1000 e 2000 ng/mL, respectivamente, 0s
quais foram analisados em quintuplicata. As relacdes das areas e do padrao interno
foram plotadas no eixo da ordenada e as concentragdes na abscissa. Foi realizada a
regressao linear para obtencdo da equacdo da reta e calculado o coeficiente de

correlagéo de Pearson (r).
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4.7.2.6. Precisdo do método

A precisdo intra-ensaio foi determinada por meio da analise, em um
mesmo dia, de cinco réplica de calibradores enriquecidos com os analitos de
interesse, nas concentracdes de 1000, 500 e 100 ng/mL. Ja a precisao interensaio
foi estudada por meio da andlise, em cinco dias seguidos, em quintuplicata,
empregadas amostras controle contendo cloroquina e desetilcloroquina, nas
concentracfes de 1000, 500 e 100 ng/mL. Todas as réplicas da precisdo intra e
interensaio foram submetidas as condi¢cdes de extracdo descritas no item 4.6 e

cromatograficas apresentadas no item 5.1.

A precisdo do método (intra e inter ensaio) foi avaliada por meio da

determinacéo do coeficiente de variagdo (CV).

4.7.2.7. Recuperacao

No estudo da recuperacdo absoluta do método, foram empregado s
controles contendo cloroquina e desetilcloroquina e m concentragcdes de 1000,
500 e 100 ng/mL. As relacdes das areas da cloroquina e de seu metabdlito e
do padréo interno nas diversas concentragdes das amostras controle, obtidas
ap6s o procedimento de extracdo foram comparadas aquelas resultantes da
injecdo direta no cromatografo da solugcdo de cloroquina e do padréo interno,
nas respectivas concentragcdes. Os resultados foram expressos em
porcentagem da area da amostra extraida, em relacdo aquela da solucéo
injetada diretamente no cromatografo, que representa 100%. As amostras

foram analisadas em quintuplicata durante trés dias consecutivos.

4.7.2.8. Estabilidade

As estabilidades da cloroquina e desetilcloroquina em sangue total
adsorvido em papel de filtro foram determinadas por meio de -calibradores
adicionados dos referidos analitos em concentragcdo de 1000 ng/mL. Trés “spots”
foram submetidos, no mesmo dia do preparo, as condi¢des de extracdo especificada
no item 4.6 e cromatogréfica conforme 5.1., sendo o resultado obtido considerado

como o do tempo zero do experimento. Os *“spots” foram armazenados em
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envelopes a temperatura ambiente e analisados separadamente em diferentes dias
apés o preparo. Os resultados obtidos nestes dias foram comparados com aquele
encontrado no tempo zero, aceitando-se uma variagdo maxima de 15%. A
estabilidade dos analitos foi acompanhada até um periodo consideravel satisfatorio

aos objetivos do trabalho (30 dias).

4.7.2.9. Robustez
Para estudo de robustez foram testadas algumas condi¢cBes dos

parametros mais sujeitos a variacdo: pH e composicao da fase movel.

4.7.3. Aplicacdo do método validado em papel de filtro contendo sangue
total de pacientes com malaria vivax

Aliquotas de sangue total adsorvidas em papel de filtro de individuos com
diagnéstico positivo para malaria vivax, utilizando cloroquina na dose de 25mg/dia
obtidas como descrito no item 4.2 foram submetidas ao procedimento de extracéo

descrito em 4.6. e as condi¢cdes cromatogréficas relatadas em 5.1.

4.10. AVALIACAO ESTATISTICA

Considerando-se que as concentracbes plasmaticas de
quimioterapicos devem apresentar distribuicdo normal e variancias iguais na
populacdo de estudo, foram empregados testes paramétricos para a
avaliacdo dos diversos parametros de validacdo analitica, com auxilio dos
programas BIOSTAT 5.0® E INSTAT®. O nivel de significancia aceito foi de
5%.

4.11. ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi desenvolvido com amostras bioldgicas coletadas para
as pesquisas associadas ao projeto RAVREDA. Este foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Ser es Humanos do Instituto
Evandro Chagas sob o protocolo n° 004/2003/CEP/IEC/SVS/MS (ver anexo).
Todos os procedimentos seguiram as orientagdes da resolugdo 196/96 do
CONEP.
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5. RESULTADOS

5.1. CONDICOES CROMATOGRAFICAS
As condi¢cdes cromatograficas otimizadas que foram utilizadas para
validacdo da metodologia analitica estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4: Parametros cromatograficos utilizados para validagdo da metodologia
analitica

PARAMETRO CONDICAO
Deteccéo UV (A =333 nm)
Fluxo 1,2 mL/min
Coluna C8, 5um X-terra 4.6 X 150mm

(Waters, Saint Quentin-en-Y velines,

France ®).
Fase movel Acetonitrila:solugdo aquosa de
trietilamina a 0,2 %, pH de 10,5
(40:60)
Volume de injecéo 50 uL

Nestas condi¢Bes cromatogréficas, os tempos de retencéo da

cloroquina, desetilcloroquina e da quinina estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Tempos de retencdo de quinina, desetilcloroquina e cloroquina na
concentracao de 20ug/ml e 1000 ng/ml.

ANALITO TEMPO DE RETENCAO
Quinina 6,0 minutos
Desetilcloroquina 14,0 minutos

Cloroquina 20,0 minutos
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5.2. PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO

5.2.1. Linearidade
A linearidade do procedimento, juntamente com a equacéo da reta e 0
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) p ara a cloroquina e desetilcloroquina estédo

apresentados nas figuras 10 e 11, respectivamente.

Linearidade da clorquina
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Figura 10: Representacao grafica da linearidade da cloroquina
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LINEARIDADE DA DESETILCLOROQQUINA
0.4
=~
0.3 ) Py
-
Relacdo de L
areas -
(amostra/Pl) 0.2 -
_z:.-’ f
. Y =-0,105 + 0,0004x
01— o r=0.996
R
o
e
00 -2 | | | |
1] 200 400 600 ao0
Desetilcloroquina (ng/mL)

Figura 11: Representacao grafica da linearidade da desetilcloroquina

5.2.2. Seletividade
Como mostrado na tabela 6 todos os eventuais interferentes selecionados
apresentaram tempos de retencéo distintos daqueles encontrados para os analitos

de interesse, assim como para o padréo interno.
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Tabela 6: Medicamentos com seus respectivos tempos de retencdo para identificar
a possivel interferéncia de quimioterapicos adminis trados em associa¢cdo com

cloroquina ~

MEDICAMENTOS TEMPO DE RETENCAO
Primaquina NE
Mefloquina 8,2
Paracetamol 3,5
Quinina 6,0
Desetilcloroquina 14,0
Cloroquina 20,0

N.E: N&o eluiu nas condi¢Bes cromatograficas padronizadas

5.2.3. Limite de deteccao
O limite de deteccao do método, obtido conforme descrito no item 4.7.2.3.

foi de 62,5 ng/mL para a cloroquina e de 50 ng/mL para desetilcloroquina.

5.2.4. Limite de quantificagéo
O limite de quantificacdo do determinado conforme especificado no item

4.7.2.4., foi de 100 ng/mL para a cloroquina e de 100 ng/mL para desetilcloroquina.

5.2.5. Curva de calibracao
A curva analitica, com a respectiva equacdo da reta e o coeficiente de
correlacdo de Pearson (r), para cloroquina e desetilcloroquina, obtidos confo rme

4.7.2.5 sdo mostrados nas figuras 12 e 13, respectivamente.
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Curva de calibracao da cloroquina
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Figura 12: Representacdo grafica da curva de calibracao
cloroquina

Curva de calibracao da desetilcloquina
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Figura 13: Representacdo grafica da curva de calibracdo da
desetilcloroquina
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5.2.6. Precisdo do método
Os valores dos coeficientes de variagdo intra-ensaio e inter-ensaio do
método cromatografico selecionado, calculados conforme o descrito no item 4.7.2.6

estdo mostrados nas tabelas 7e 8.

Tabela 7: Precisdo intra ensaio e inter ensaio da cloroquina, expressa como
coeficiente de variacao.

CLOROQUINA COEFICIENTE DE COEFICIENTE DE
ng/mi n VARIACAO VARIACAO
INTRA ENSAIO n INTER ENSAIO
(%) (%)
1000 5 10 25 10
500 5 6 25 5
100 5 6 25 8

Tabela 8: Preciséo intra ensaio e inter ensaio da desetilcloroquina, expressa como
coeficiente de variacao.

DESETILCLOROQUINA COEFICIENTE DE COEFICIENTE DE
ng/ml n VARIACAO VARIACAO
INTRA ENSAIO n INTER ENSAIO
(%) (%)
1000 5 10 25 10
500 5 6 25 4
100 5 8 25 8

5.2.7. Recuperacao
As recuperagbes da cloroquina e desetilcloroquina, obtidas conforme

descrito no item 4.2.3.7, estdo apresentadas na tabela 9.
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Tabela 9: Recuperacdo absoluta do método de extracdo para a determinacéo de
diferentes concentracdes de cloroquina e desetilcloroquina

DESETILCLOROQUINA REC (%)

CLOROQUINA n REC (%)

ng/ml

1000 5 105
500 5 103
100 5 90

5.2.8. Estabilidade

n

ng/ml
1000
500
100

105
98
95

A figura 14 mostra os resultados obtidos no estudo da estabilidade

qguimica da cloroquina e desetilcloroquina (item 4.2.3.8). Foi observado que, durante

30 dias, as amostras mantidas a temperatura ambiente, ndo apresentaram

concentracfes com variacdes superiores a 15%.
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Figura 14: Representacdo grafica da variacdo encontrada na concentracdo
de cloroquina e desetilcloroquina em “spots” mantidos a temperatura

ambiente durante 30 dias.
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5.2.9. Robustez

Para avaliagdo da robustez do procedimento foi variada a
concentracdo do solvente orgéanico, acetonitrila, nas propor¢cées de 40:60
(v/v), 50:50 (v/v) e 60:50 (v/v), assim como o pH da fase mobvel. Os

resultados obtidos estdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10: Avaliacdo da robustez do método alteragcdes no valor da
propor¢cdo dos solventes, pH de acordo com as condi¢cdes cromatograficas
previamente padronizadas.

Tempo de Retencdo (min)

Variacao

=

Quinina  desetilcloroquina Cloroquina

Acetonitrila : H,0

0,01%trietilamina

(40:60, v/v) ), fluxo 5 5,3 9,6 16,5
Iml/min.

pH= 9,8

Acetonitrila : H,0

0,01%trietilamina

(40:60, v/v) ), fluxo 5 4.7 5,6 11,4
Iml/min.

pH= 10,8

Acetonitrila : H,O

0,01%trietilamina 5 2,9 7,2 6,8
(60:40, v/v), fluxo

Iml/min.

pH= 11

Acetonitrila : H,0

0,01%trietilamina 5 2,0 5,0 8,3
(50:50, v/v) ), ), fluxo

Iml/min.

pH= 11
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5.2.10. Resultados da aplicacdo do método validado em papel de filtro
contendo sangue total de pacientes com malaria vivax
Os resultados da andlise da cloroquina e desetilcloroquina nos paciente s

com malaria vivax, submetidos ao método validado, sao apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Concentracdes plasmaticas de cloroquina e desetilcloroquina
(ng/mL) em D3, em pacientes com malaria vivax, oriundas de Manaus, no
periodo de setembro a outubro de 2008.

CQ DESCQ
PACIENTES n ng/mL ng/mL
1 3 467,245 270,554
2 8 733,042 239,585
3 3 1165,823 379,221
4 3 808,597 193,085
5 3 1357,3 ND
6 3 1814,724 315,940
7 3 1588,029 755,197
8 3 1478,478 514,868
9 3 1708,427 271,459
10 3 1538,948 281,255
I 30 1266%455 357x165

CQ= Cloroquina; DESC= Desetilcloroquina; n= n° de replicatas;

ND= Né&o determinado; X= média aritmética; + desvio padréo.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de um método analitico envolve processos que
estimem sua eficiéncia na rotina laboratorial. Este processo costuma ser
denominado de validacdo, que deve ser realizada quando se desenvolve ou
se efetua adaptacbes em metodologias ja validadas, inclusdo de novas

técnicas ou uso de diferentes equipamentos (BRITO et al, 2003).

No presente trabalho o método foi validado para a identificacdo de
cloroquina e de desetilcloroquina, empregando -se detector de ultravioleta, disponivel

em boa parte dos laboratérios dos paises da América Latina.

A literatura dispde de varios trabalhos que relatam a determinacdo da
cloroquina e de seu principal metabdlito (PATCHEN et. al, 1983; YONEMITSU et.al,
2005; SAMANIDOU et. al, 2005; DENG et. al , 2006; LEJEUNE et. al, 2007), sendo
sua quantificacdo de extrema importancia, por exemplo, para estudos
farmacocinéticos ou na avaliacdo epidemiolégica de resisténcia do Plasmodium
vivax a esta droga. Ressalta-se que a cada ano, registra-se na literatura médica um
nimero cada vez maior de relatos e ensaios terapéuticos, sobre a possivel
emergéncia da resisténcia in vivo do Plasmodium vivax as doses de cloroquina
usadas rotineiramente pelos servicos de saude (GARRAVELLI et al, 1992; ARIAS et
al, 1989; PHILLIPS et al, 1996; KSHIRSAGAR et al, 2000, F RYAUFF et al, 1998;
MALAR-THAN, et al, 1995).

As condi¢cdes cromatograficas para a analise de cloroquina e
desetilcloroquina basearam-se no trabalho de Patchen et. al, (1983), que
utilizaram detector de fluorescéncia para a identificacdo e quantificacao
destes compostos presentes em sangue total adsorvido em papel de filtro e

apresentaram concentragdes na faixa de nanogramas por m ililitro.

A escolha do sangue total como amostra biolégica para validagcdo desta

metodologia analitica é justificada pelo estudo de Bergqvist et. al (1983), que



Discusséo 67

demonstraram que 70 a 85% da cloroquina e desetilcloroquina foram recuperadas
das células sanguineas isoladas de sangue total, indicando que esta droga acumula -

se na parte figurada do sangue.

Para o desenvolvimento desta técnica foram testadas varias
condicdes cromatograficas, procurando encontrar aquelas mais adequadas a
separacdo da cloroquina, desetilcloroquina e quinina (padrdo interno).
Modificagdes no pH, comprimento de onda, composicdo e vazdo da fase
movel foram testadas, buscando sempre o maximo da relacdo sinal/ruido
(tabela 5). Deng et. al (2006), ao utilizarem condicBes cromatografica s
semelhantes obtiveram boa separacdo de uma candidata a 4 -aminoquinolina
(AQ-13), cloroquina e seus metabdlitos em sangue total, empregando uma
coluna C18 (Xterra RP18), fase movel contendo 60% de tampéo borato e 40%

de acetonitrila, fluxo de 1,0 mL/min e pH 9,0.

O padrao interno selecionado foi a quinina. Neste sentido, sabe -se que a
utilizacdo do padrdo interno confere maior reprodutibilidade ao meétodo, pois
minimiza as variagbes que podem ocorrer nas diversas etapas do procedimento,
quanto as oscilagées do proprio equipamento (detector, coluna, bomba ou vazao).
Assim, a identificacdo dos analitos de interesse por meio do tempo de retencdo em
relacdo ao padrao interno, garante maior confiabilidade a andlise qualitativa,
enquanto a quantificacdo por meio da relacdo de areas dos picos cromatogréaficos
obtidos ap6s a analise do analito de interesse e do padrdo interno assegura maior

gualidade dos resultados (RIBANI et. al, 2004).

Outro parametro analitico essencial na validacdo dos métodos
bioanaliticos é a seletividade ou especificidade, pois a identificacdo errbnea (falso
positivo ou falso negativo) de uma substancia compromete os resultados da andlise.
Os resultados dos testes de seletividade realizados (item 5.2.2) indicaram que a
matriz utilizada ndo apresentou interferéncia para a identificacdo dos analitos de
interesse. A adequada seletividade do método foi confirmada frente as diversas
substancias testadas como possiveis interferentes, como por exemplo, a primaquina

e o paracetamol (tabela 7).
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Os dados obtidos no presente trabalho demonstram a adequada
separacdo das substancias analisadas tanto da cloroquina como do seu
metabdlito por CLAE.

Pequenas modificagbes nos parametros estabelecidos no método foram
realizadas, e nenhuma alterou significativamente a identificacdo ou quantificacéo
dos analitos. Varia¢des nas proporgdes do solvente organico, pH e na vazao da fase
movel ndo modificaram de maneira significativa a resolucdo dos analitos de
interesse, sugerindo uma robustez adequada do método, cara cteristica
indispensavel para a qualidade analitica (BRITO et. al 2003). Neste sentido, optou-
se pela proporcdo 40:60 v/v e fluxo de 1,2 mL/min para melhor separacdo dos
compostos de interesse mantendo-se a adequada resolu¢cdo cromatografica

considerando possiveis interferentes na extragdo da matriz bioldgica.

A linearidade apresentou baixa dispersdo dos pontos experimentais, com
relacdo das areas diretamente proporcionais as concentragfes dos analitos, que foi
caracterizado pelo coeficiente de correlacdo (r) superior a 0,99 (FDA, 1994; GIBMV,
2001; ANVISA, 2003).

Nao foi possivel comparar os resultados dos limites de deteccdo e de
quantificacdo encontrados no método CLAE/UV com os dados da literatura, uma vez
que a maioria destes valores foi obtida em cond icbes cromatogréficas distintas das
empregadas no presente estudo, alguns destes utilizando deteccdo por
fluorescéncia (PATCHEN et. al, 1983; YONEMITSU et.al, 2005; SAMANIDOU et. al,
2005; DENG et. al , 2006; LEJEUNE et. al, 2007).

A precisdo do método avaliada a partir do coeficiente de variacdo das
relacbes das areas, tanto intra-ensaio, quanto inter-ensaio, apresentou valores
adequados, segundo as recomendacdes vigentes, isto €, inferiores a 15% (FDA,
1994; GIBMV, 2001; ANVISA, 2003).
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A extracdo dos analitos foi realizada de forma simples e rapida, sem exigir o
uso de instrumentos ou reagentes dispendiosos. E desejavel que os valores de
recuperacao estejam proximos a 100%, indicando perdas minimas durante o
processo. Entretanto, valores de recuperacédo entre 85 a 115%, séo aceitos
guando se trabalha com matrizes complexas, métodos com vérias etapas
analiticas e baixas concentra¢cdes do analito na matriz biolégica (RIBANI, et
al. 2004). Os dados apresentados na tabela 10 demonstraram recuperacao
satisfatoria, sempre acima de 85%, concordando com outros trabalhos que
empregaram meios liquidos para separacdo e extracdo de cloroquina e
desetilcloroquina de amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro
(DENG, H. et al. 2001; LEJEUNE, D. et al. 2007).

E desejavel que uma amostra apresente resultados confiaveis e reprodutiveis
por certo periodo de tempo sob determinadas condi¢cdes ambientais, ou seja, que a
estabilidade quimica dos analitos seja suficiente para que 0 armazenamento possa

ser feito com seguranca (FDA, 2001).

O presente trabalho avaliou a estabilidade dos analitos de interesse
adicionados em amostras de sangue total adsorvidas em papel de filtro (temperatura
ambiente) durante 30 dias. Os resultados foram adequados de acordo com as
recomendacdes vigentes, isto é, a diferenca entre as concentracdes apds o periodo

de armazenamento foi inferior a 15%.

Considerando um desenvolvimento cromatogréafico de 25 minutos para cada
analise, houve o cuidado de avaliar a estabilidade da cloroquina e desetilclor oquina
tanto nas solucdes padrdes, preparadas com acido cloridrico 0,01 N e metanol como
na amostra processada para analise. No primeiro caso foi verificado que as
substancias de interesse preparado com o acido diluido foram estaveis em intervalo
de pH de 4,0 a 6,5 (WINDHOLZ et. al, 1983) né&o verificando interferéncia na
utilizacdo do solvente organico. Ja no segundo caso foi caracterizada a estabilidade
dos analitos nas amostras processadas para analise de até 7 horas e de 24 horas

acondicionadas a uma temperatura de 4° C.
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A aplicagdo da metodologia proposta para identificagdo de cloroquina e
desetilcloroquina nas amostras de sangue de pacientes com maldria vivax utilizando
cloroquina, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultraviole ta,
demonstrou adequada capacidade de quantificar os compostos de interesse, pois a
curva de calibracdo com ampla faixa linear, foi capaz de quantificar com precisédo

tanto concentracdes baixas quanto aquelas altas.

Ao analisar as aliquotas de sangue total (100 pL) adsorvidas em papel de
filtro de pacientes com malaria vivax usando cloroquina, cedidas pela Fundacao de
Medicina Tropical do Amazonas - FMTAM - (situada em Manaus—Amazonas), 0S
resultados encontrados corroboraram com o trabalho de Baird et al. ( 1996). Neste
estudo sobre resisténcia do P. vivax a cloroquina realizado na Indonésia, 0s niveis
desta droga no sangue total no ultimo dia do regime terapéutico empregado (3 doses
de 10 mg/kg, 10 mg/kg, 5 mg/kg em um intervalo de 24 horas) variaram de 413 a
3248 ng/mL com média de 1141 ng/mL+616 ng/mL. Estes valores corroboram com o

presente trabalho onde a média de concentracdo de cloroquina encontrada foi de
1266,061 + 455ng/mL.

Em outro estudo de diagnostico da resisténcia do P. vivax, a média da

soma dos niveis de cloroquina e desetilcloroquina foi de 141 ng/ml, 28 dias apds o
inicio da terapia padréo (25 mg base/Kg) (BAIRD K., et al.,1997).

Ressalta-se, portanto, a importancia da quantificacdo destas substancias em

amostras biologicas, como indicador d e aderéncia ao tratamento auxiliando de forma

Gnica o trabalho de  pesquisadores no combate da  malaria.
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7. CONCLUSAO

Apbs a realizacdo do presente trabalho pode -se concluir que:

- O método validado por cromato grafia liqguida de alta eficiéncia
com deteccao por ultravioleta, apresentou parametros de desempenho
condizentes aos objetivos do trabalho e estdo em conformidade com os
parametros recomendados pelos 6rgédos internacionais e pela legislacéo

sanitaria vigente no pais;

- A cloroquina e seu metabdlito apresentaram estabilidade quando
adicionadas as aliquotas de sangue total adsorvidas em papel de filtro, o que

demonstra sua aplicabilidade na coleta de material biolégico de paci entes;

- Os niveis de cloroquina em sangue total adsorvidas em papel de filtro
em pacientes com malaria vivax variou de 467,245 ng/mL (acima LQ) a a
1814,724 ng/mL,;

- Os niveis de desetilcloroquina em sangue total adsorvidas em papel de
filtro em pacientes com maléria vivax variou de 193,05 ng/mL (acima LQ) a
valores superiores 755,197 ng/mL (dentro limite superior da faixa linear do

método;

- Os baixos custos operacionais e a possibilidade de ser realizado na
maioria dos laboratérios de médio porte de paises em desenvolvimento como o
Brasil, integrados ao RAVEDRA, justifica a utilizacdo da cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detec¢éo no ultravioleta.
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ANEXO

Anexos

MINISTERIO DA SAUDE
Secretaria de Vigilancia em Saude
Projeto RAVREDA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Efetividade curativa da cloroquina em associacdo a primaquina no
tratamento da Malaria causada pelo P. Vivax em pacientes da FMTAM

DESCRICAO E OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo estd sendo proposto pelo Ministério da Saude e tem o objetivo de
fazer uma avaliacao continua do efeito dos medicamentos que sédo utilizados para
tratar a malaria no municipio que vocé reside. Queremos saber se esses
medicamentos estdo sendo capazes de curar complemente a doencga ou se o parasito
ja apresenta resisténcia aos remédios que estao sendo utilizados. Caso isso esteja
ocorrendo com muita freqiiéncia neste municipio, o Ministério da Saude poderéa

fornecer novos medicamentos para tratar a malaria na reg ido.

Vocé, ou a pessoa pela qual é responsavel, sera tratado para malaria com o
mesmo medicamento que esta sendo usado pelo servico de saude de seu municipio
para o tratamento dessa doenca. Com a sua autorizacdo iniciaremos um
acompanhamento do tratamento no 1°, 2°, 3%, 7° 14° 21° e 28° dias ap6s o paciente
ter recebido a primeira dose do medicamento.

As visitas de acompanhamento serdo feitas por um profissional da equipe, o
qual ira pedir informagcfes sobre o seu estado de saude e coletara sangue da pont a

do dedo para fazer exames laboratoriais de controle do tratamento.

Serdo coletados 10 ml de sangue da veia do braco, antes do tratamento. No 3°
dia e 28° dia, serdo tomadas amostras de sangue em papel de filtro através da puncéo
do dedo indicador. Eventualmente, caso aconteca falha do tratamento, para outra
amostra de sangue sera coletada para outros exames de laboratério. No momento da
coleta o brago podera ficar com uma mancha roxa que desaparecera em um curto

espaco de tempo.
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Depois que os resultados dos exames estiverem prontos, a pessoa que
participar da pesquisa poderéa ver estes resultados. Esse sangue também poderéa ser

usado para outros exames relacionados a malaria.

Durante o acompanhamento do tratamento poderdo surgir sinais ou sintomas da
malaria grave, ou de alguma reacdo ao remédio. Caso isso aconteca, um profissional
da equipe na sua cidade ir4d encaminhar vocé (ou o paciente) ao servico médico mais

préximo da sua casa.

Participando deste estudo vocé (ou o paciente) receberd cuidados médicos
durante todo o seguimento do seu tratamento, e, em caso de qualquer complicacao
decorrente da malaria e do uso dos medicamentos, estaremos disponiveis para
qualquer problema. Também vocé estard contribuindo com essa pesquisa para o

conhecimento cientifico da malaria no nosso estado.

Os nomes e todas as informacdes obtidas por ndés s6 serdo utilizados pelo
Ministério da Salde e serdo mantidas em segredo. Nesse municipio, existe um
profissional do Ministério da Salde, da Secretaria Estadual de Saude e/ou da
Secretaria Municipal de Saude, que é o responsavel por este estudo. Qualquer
informacdo a mais pode ser solicitada a qualquer momento pelo pesquisador
responséavel pelas informagdes contidas neste consentimento livre e esclarecido, cujo

nuamero de telefone encontra-se junto a sua assinatura.

A PARTICIPACAO E VOLUNTARIA. ISTO QUER DIZER QUE O PACIENTE TEM
TODO O DIREITO DE NAO PARTICIPAR OU SE RETIRAR DO ESTUDO, EM QUALQUER
FASE DA PESQUISA, e isto ndo trara nenhum prejuizo, e que terd garantido o seu
tratamento, conforme a rotina do servico local. A reparacdo de eventuais danos esta

disponivel a vocé sem quaisquer compensac0des financeiras decorrentes do dano.

A pessoa que aceitar participar da pesquisa guarda uma cépia deste documento
que sera assinado duas vezes, uma coOpia fica com o pesquisador e a outro com o

paciente.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO:

[ 1 participante do estudo, recebi a explicagc do0 de que serei um(a) dos(as)
participantes dessa pesquisa. Se eu nao souber ler ou escrever, uma pessoa de
minha confianga lerd este documento para mim e depois escrevera nesta pagina o

meu nome.
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[ ] responsavel pelo participante do estudo, recebi a exp licacdo sobre a
metodologia e objetivo do estudo do qual o] menor

............................................................................... , Sera participante.

E por estar devidamente informado (a) e esclarecido (a) sobre o conteudo deste
termo, livremente, sem qualquer pressado por parte dos pesquisadores, expresso meu

consentimento para minha inclusdo nesta pesquisa.

Assinatura do paciente ou representante legal

Impressédo do polegar direito do paciente,

caso este ndo saiba escrever seu nome.

LOCAL E DATA

PESQUISADOR RESPONSAVEL:Franklin Simées de Santana Filho

FONE (92) — 32285748 / 99029158
ASSINATURA: (TESTEMUINNAS) ..ttt et e ne e




