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RESUMO 

 

Dentre as ferramentas para alcançar o tratamento ótimo para a malária, se destaca a 

monitorização das concentrações dos antimaláricos nos fluídos biológicos. Ao se considerar 

que o Coartem
® 

é empregado na terapia de primeira linha para o tratamento da malária 

falciparum, justifica-se a realização deste estudo que objetivou validar metodologia analítica 

para determinação de lumefantrina em amostras de sangue total, adsorvidas em papel de filtro, 

e em plasma, por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em pacientes com malária 

por Plasmodium falciparum não complicada, empregando-se extração líquido-líquido. Foram 

realizados estudos de seletividade, linearidade, curva de calibração, limites de detecção e 

quantificação, recuperação, precisão intra e inter-ensaio, estabilidade e robustez. As amostras, 

para o estudo de aplicabilidade do método proposto, foram coletadas de pacientes com malária 

falciparum utilizando Coartem® (arteméter-20mg + lumefantrina- 120mg) no D3. As 

condições cromatográficas otimizadas foram: comprimento de onda de 335nm, fluxo 

1,2mL/min. e fase móvel composta por acetonitrila-água (60:40, v/v) pH=3,5. A extração 

líquido-líquido demonstrou ser eficiente, pois a recuperação média foi de 101,3% para plasma 

e 84,3% para sangue total. O método foi seletivo e linear em intervalo de concentração de 160 

a 1760ng/mL. Os limites de detecção e de quantificação foram 32ng/mL e 160ng/mL. O 

coeficiente de variação médio intra-ensaio, do plasma e sangue total, respectivamente, foram 

10,88 e 8,38% e inter-ensaio de 13,21 e 11,78%. O analito demonstrou ser estável em sangue 

total adsorvido em papel de filtro por até 70 dias.  Modificações no pH, fluxo e composição da 

fase móvel não alteraram significativamente a resolução do analito de interesse, sugerindo uma 

robustez adequada. O método demonstrou ser eficaz na quantificação de lumefantrina em 

amostras de sangue total de pacientes com malária falciparum bem como os parâmetros de 

validação estão de acordo com as recomendações dos órgãos regulamentadores no Brasil. 

 

Palavras-chave: Malária. Lumefantrina. Validação. Monitorização Terapêutica.  
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ABSTRACT 

Among the tools to achieve the optimal treatment for malaria, it highlights the concentration 

monitoring of antimalarials in biological fluids. Considering that Coartem ® is used in first-

line therapy for treatment of falciparum malaria, it is appropriate that this study aims to 

validate an analytical methodology for determination of lumefantrine in whole blood samples, 

adsorbed on filter paper, and in plasma by high performance liquid chromatography (HPLC) 

in patients with falciparum malaria uncomplicated, using liquid-liquid extraction. Were 

carried out studies of selectivity, linearity, calibration curve, limits of detection and 

quantification, recovery, intra and inter assay precision, stability and robustness. The samples 

for study of applicability of the proposed method, were collected from patients with 

falciparum malaria using Coartem ® (artemether-20mg + lumefantrine-120mg) on D3. The 

optimized chromatographic conditions were: wavelength 335nm, flow 1.2 mL / min. and a 

mobile phase consisting of acetonitrile-water (60:40, v / v) pH = 3,5. The liquid-liquid 

extraction can be efficient, because the average recovery was 101.3% for plasma and 84.3% 

for whole blood. The method was selective and linear in the concentration range of 160 to 

1760ng/mL. The limits of detection and quantitation was 32ng/mL and 160ng/mL. The 

average coefficient of variation intra assay, plasma and whole blood, respectively, were 10.88 

and 8.38% and inter assay of 13.21 and 11.78%. The compound proved to be stable in whole 

blood absorbed onto filter paper for 70 days. Modification of pH, flow and mobile phase 

composition did not significantly alter the resolution of the analytes, suggesting an adequate 

strength. The method proved effective in quantifying lumefantrine in whole blood samples 

from patients with falciparum malaria and the validation parameters are consistent with the 

recommendations of regulatory agencies in Brazil. 

 

Keywords: Malaria. Lumefantrine. Validation. Monitoring Therapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

      A malária é uma enfermidade infecciosa com considerável morbidade e mortalidade 

e significante impacto econômico e social (ALRAJHI; FRAYHA, 1997). De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (WHO, 2009), em 2008 foram registrados 243 milhões de 

casos de malária em todo o mundo, sendo 85% destes no continente africano, seguido de 10% 

no sudeste asiático e 4% nas regiões do mediterrâneo oriental. No Brasil, a doença é causada 

principalmente pelo Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, sendo o último responsável 

pelo maior número de casos, enquanto o primeiro pelos mais graves (WHO, 2008).  

    

      A utilização de fármacos e esquemas terapêuticos seguros e eficazes são 

pressupostos básicos para o alcance da meta de redução da morbimortalidade causada pela 

malária (BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2005). Segundo Björkman e Bhattarai (2005), o 

aumento da resistência às drogas antimaláricas de primeira linha e de fácil acesso, como 

cloroquina, quinina e mefloquina, é a principal causa para elevação desta taxa em alguns países 

tropicais, tornando-se uma ameaça para o sistema de saúde local.  

 

      No intuito de evitar a resistência ao P. falciparum, novos fármacos estão sendo 

testados em todo o mundo, dentre estes o Coartem
®
 (Novartis

®
 Pharmaceutical), uma 

combinação que já foi aprovada para uso em mais de 80 países (JORNAL GAZETA 

MERCANTIL, 2008). Tornou-se em 2006, a associação empregada pelo Ministério da Saúde 

do Brasil para o tratamento da malária falciparum (BRASIL/SUSAM, 2006). É bem tolerado, 

de ação rápida e eficaz em crianças e adultos (HATZ et al., 1998), atuando contra os 

esquizontes sanguíneos, nos casos de malária falciparum não grave, resistente aos outros 

antimaláricos. Combina elevada e rápida redução da parasitemia devido ao arteméter (derivado 
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da artemisinina) e subsequente remoção dos parasitas viáveis através da ação lenta da 

lumefantrina (LF) (NTALE et al., 2008).  

 

     A lumefantrina é um aril amino álcool sintetizado em 1970 pela Academia Militar 

de Ciências Médicas de Beijing. É um composto inodoro, amarelo, pouco solúvel na água, 

óleos e em muitos solventes orgânicos (MANSOR et al.,1996; COLUSSI et al., 1999; 

BLESSBORN et al. ,2007; NTALE et al., 2008). Estudos preliminares das propriedades 

farmacocinéticas da LF foram relacionados aquelas da halofantrina, pela similaridade química 

estrutural. A absorção do fármaco é variável, sendo amplamente influenciada pela ingestão de 

alimentos. A meia-vida de absorção é cerca de duas horas. A biodisponibilidade aumenta 

consideravelmente com o peso do paciente, apresenta elevado volume aparente de distribuição 

e meia-vida de eliminação estimada entre quatro a cinco dias (COLUSSI et al., 1999).  

       

      Com o objetivo de estimar a magnitude e a distribuição da farmacoresistência dos 

parasitas da malária aos medicamentos atualmente disponíveis, foi criada em 2001 a Rede 

Amazônica de Vigilância da Resistência às Drogas Antimaláricas (RAVREDA), que visa 

monitorar o tratamento dos pacientes e avaliar a eficácia das drogas utilizadas 

(BRASIL/MS/FUNASA/CENEPI, 2005).  

 

       Dentre as diversas estratégias de ação propostas pela RAVREDA, se destaca a 

monitorização das concentrações sanguíneas dos antimaláricos em uso atualmente. E ao se 

considerar que a malária é característica das áreas rurais, distantes dos laboratórios 

especializados, torna-se imprescindível a adoção de procedimentos alternativos de 

acondicionamento das amostras biológicas para monitorização, como a utilização de papel de 

filtro para adsorção, secagem e transporte aos laboratórios analíticos. Entretanto, o pequeno 
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volume de material biológico, reflete importante questão metodológica, quer seja a necessidade 

de técnicas analíticas de elevada sensibilidade, como a cromatografia líquida de alta eficiência 

empregando detectores de ultravioleta ou fluorescência (PATCHEN et al., 1983; 

BLESSBORN et al., 2007; NTALE et al., 2008).  

 

      Neste sentido, alguns métodos usando cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE), para determinação de lumefantrina em plasma e sangue total, têm sido publicados 

(ZENG et al., 1996 ; MANSOR et al., 1996; ANNERBERG et al., 2005; LINDEGARDH et 

al., 2005; BLESSBORN et al., 2007; NTALE et al., 2008; HUANG et al., 2010), entretanto os 

dados são limitados quando as amostras biológicas estão adsorvidas em papel de filtro 

(NTALE et al., 2008).  

 

      O procedimento analítico recomendado atualmente pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS), para a extração de lumefantrina das amostras biológicas, envolve o uso de 

colunas extratoras, encarecendo os custos analíticos, indisponibilizando a análise na maioria 

dos laboratórios dos países nos quais a doença é endêmica (BLESSBORN et al.,2007). 

Portanto, justifica-se a validação de metodologia analítica por cromatografia líquida de alta 

eficiência, com detecção no ultravioleta, após prévia extração líquido-líquido, reduzindo os 

custos analíticos, permitindo a difusão da monitorização terapêutica do fármaco, o 

estabelecimento dos padrões cinéticos em diferentes grupos populacionais e o melhor 

entendimento das falhas terapêuticas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1  EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA 

                  

 

                  A malária é uma das doenças parasitárias mais severas do mundo, representando 

grave problema de saúde pública pela alta incidência e elevadas taxas de morbidade e 

mortalidade (GREENWOOD et al., 2005). Reduz a freqüência e produtividade no trabalho, 

podendo prejudicar o desenvolvimento intelectual das crianças em idade escolar. Acarreta 

efeito negativo na nutrição e nas infecções presentes na população, tal como naqueles com 

HIV. Além disso, nas grávidas que moram nas áreas endêmicas, a doença é responsável por 

um quarto dos casos de anemia materna grave (STEKETEE et al., 2001; FERNANDO et al, 

2003; SUH; KAIN; KEYSTONE, 2004). 

 

                 O termo malária é derivado do italiano “mal’aria”, que significa “mau ar”, esta 

denominação surgiu a partir da associação da doença com áreas pantanosas (TUTEJA, 2007). 

Hipócrates relacionou as manifestações clínicas com as estações do ano e os locais onde os 

doentes habitavam ou freqüentavam. Atualmente sabe-se que alterações climáticas globais 

podem causar aumento no número de casos da doença, haja vista que é uma enfermidade 

transmitida por mosquitos, nos quais a temperatura e umidade do ambiente favorecem o 

desenvolvimento dos plasmódios (BRUCE-CHWATT, 1980; GREENWOOD et al., 2005). 

 

                  A doença está presente nas regiões tropical e subtropical do planeta (figura 01). 

Em 2008 a malária foi endêmica em 108 países, dos quais 43 localizados na África, ocorrendo 

863.000 mortes, sendo que 89% destas no continente africano, seguido de 6% no 

mediterrâneo oriental e 5% no sudeste asiático  (WHO, 2008; WHO, 2009).  
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                  Foram confirmados 306.908 casos de malária no Brasil no ano de 2009, sendo que 

a região Sul apresentou o menor número (95), ficando o Centro-oeste em terceiro lugar 

(3.365), o Nordeste em segundo (5.800) e em primeiro, o Norte (297.384), o qual concentra 

99,9% dos casos da doença no país (figura 02) (BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009).  

 

 

Figura 01: Distribuição da malária no mundo, 2005.  

Fonte: WHO, 2006a 

 

 

                   No ano de 2008, foram notificados 314.754 casos da doença na Amazônia legal, 

já em 2009 foram registrados 304.233 casos, no mesmo período, com redução de 3,3%. 

(BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2008; BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009). Nesta mesma região, em 

17 anos (1990 a 2007), houve redução de 160 para 82 no número de municípios de alto risco, 

isto é, cuja incidência é superior a 49,9 casos por 1.000 habitantes, representando decréscimo 

total de 48,8% (BRASIL/SESPA, 2008).   
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                  Ao considerar as espécies transmissoras da malária no Brasil, percebe-se o 

predomínio das infecções pelo P. vivax, havendo redução nos casos de malária por P. 

falciparum em praticamente todos os Estados. Na Amazônia legal o percentual passou de 

20,4% em 2007 para 15,3% em 2008 (figura 03), contudo, no ano de 2009, houve um discreto 

aumento neste valor para 16,5%. (BRASIL/MS/SVS /SIVEP, 2008; 

BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009). Na região Norte, os dois Estados que apresentam maior 

número de casos de malária falciparum na Amazônia legal são o Pará (99.531) e Amazonas 

(98.869), sendo que o primeiro apresentou 16,6% em 2008 e 22,6% em 2009. Já o Amazonas 

apresentou 15,1% em 2008 e 12,7% em 2009. (BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009). 

 

 

 

Figura 02: Mapa do Risco de Transmissão da Malária. Brasil, 2007 

Fonte: BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2008 
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 Figura 03: Proporção de malária por P. falciparum na Amazônia, janeiro de 1999 a agosto de 

2008.  

 Fonte: BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2008 

 

 

                  Tal cenário pode ser parcialmente atribuído à introdução dos derivados da 

artemisinina como tratamento de primeira escolha da malária por P. Falciparum. Outros 

fatores de destaque foram: o impacto das ações dos órgãos de saúde pública através da 

expansão da rede de diagnóstico e do tratamento oportuno e adequado dos pacientes 

(BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2008; BRASIL/CENSIPAM/SIPAM, 2008).   

 

                  Há alguns anos tem-se registrado diminuição das internações hospitalares 

resultantes das complicações da malária em todos os Estados da Amazônia legal (de janeiro a 

maio de 2008 foram registradas 1.576 internações, enquanto no mesmo período de 2007 

ocorreram 2.910, representando uma redução de 45,8%), resultando na economia de 6,8 

milhões de reais. (BRASIL/SESPA, 2008; BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009). Contudo, de 

janeiro a novembro de 2009, houve aumento das internações em praticamente todos os 

Estados da região, como mostra a tabela 01. 

Implantação do                                    

Coartem® 



 41 

TABELA 01: Internações hospitalares. Amazônia Legal, janeiro à novembro de 2008 e 2009. 

Estados 2008 2009 

Rondônia 544 629 

Acre 544 567 

Amazonas 740 580 

Roraima 257 301 

Pará 781 1.167 

Amapá 142 175 

Tocantins 41 30 

Maranhão 127 164 

Mato Grosso 126 149 

Total 3.302 3.762 

Fonte: BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009 

 

 

 

                  Há anos o número de casos da doença vinha reduzindo no estado do Pará, contudo 

em 2009 houve aumento tanto do número de casos de malária (figura 04) quanto das 

internações (tabela 01) (BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009). Em contrapartida, o Estado do 

Amazonas vem obtendo bons resultados comparando-se os anos de 2008 e 2009.  
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 FIGURA 04: Casos de malária, Pará. 2000 a 2009. 

 Fonte: Adaptado de BRASIL/MS/SVS/SIVEP, 2009  

 

 

 

2.2 VETORES, AGENTES ETIOLÓGICOS E CICLO BIOLÓGICO DA MALÁRIA 

HUMANA 

 

 

                  Os vetores da malária humana são mosquitos pertencentes ao filo Artropoda, 

classe Insecta, ordem Díptera, família Culicidae e gênero Anopheles, que compreende cerca 

de 430 espécies, das quais, apenas 60 são vetores da malária em condições naturais e 30 

destas são de grande importância, destacando-se o Anopheles darlingi, cujos criadouros 

preferenciais são coleções de água limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, comuns na 

Amazônia Brasileira.  O êxito para o desenvolvimento do parasita da malária no mosquito 

depende de vários fatores, destacando-se a temperatura e a umidade (REY, 1992; CDC, 2004; 

SUH; KAIN; KEYSTONE, 2004; TUTEJA, 2007; BRASIL/MS/SVS, 2010).  
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                  Os protozoários unicelulares causadores da malária pertencem ao Filo 

Apicomplexa, Ordem Eucoccidiida, Subordem Haemosporinae, Família Plasmodiidae e 

gênero Plasmodium. Quatro, de aproximadamente 100 espécies que infectam aves, répteis e 

outros mamíferos, infectam o homem, a saber: P. falciparum; P. vivax; P. ovale e P. malariae  

(GOMES, 2006; FRANÇA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). Recentemente foi 

sugerido que o Plasmodium Knowlesi pode infectar os seres humanos. (HORTELANO et al., 

2008). 

 

      Estas quatro espécies apresentam diferenças morfológicas e imunológicas, distinta 

distribuição geográfica, padrões de recaídas e respostas aos fármacos antimaláricos. O P. 

falciparum é o responsável pela malária grave e potencialmente fatal, sendo o principal 

causador de mortes nas crianças africanas. O P. ovale é pouco comum, e sua distribuição é 

restrita a África Ocidental, enquanto P. malariae é encontrado em todo o mundo, contudo 

com baixa freqüência. O P. vivax é o mais difundido, entretanto a infecção raramente é fatal.  

(SNOW; KORENKROMP; GOUWS, 2004; TUTEJA, 2007) 

 

       O ciclo do Plasmodium (figura 05) ocorre em dois hospedeiros, um intermediário 

(vertebrado), onde há reprodução por esquizogonia e o desenvolvimento das formas 

assexuadas, e o outro definitivo (invertebrado), onde ocorre a reprodução sexuada do tipo 

esporogonia. Em ambos, o ciclo de vida do Plasmodium é bastante complexo, requer a 

expressão de proteínas especializadas para a sobrevivência intra e extracelular do parasita. 

(SACHS; MALANEY, 2002; MOORE; SURGEY; CADWGAN, 2002; TUTEJA, 2007). 

 

       A infecção em humanos começa com a inoculação, durante a hematofagia, dos 

esporozoítos presentes nas glândulas salivares da fêmea infectada do mosquito, os quais são 
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transportados pela corrente sanguínea e rapidamente penetram nos hepatócitos. Neste estágio 

o parasita está recoberto pela proteína circunsporozoíto (CS) e pela proteína adesiva 

relacionada com a trombospondina (TRAP), responsáveis por mediar o processo de invasão 

nos hepatócitos e a formação do vacúolo parasitóforo. (MILLER et al., 2002; NUNES; 

FERREIRA, 2005; PRUDENCIO;  RODRIGUEZ;  MOTA, 2006).   

 

      No fígado o P. falciparum permanece por 9 a 16 dias, iniciando uma fase de 

divisão assexuada (esquizogonia), originando os esquizontes teciduais, que em seguida se 

rompem e liberam milhares de merozoítos que invadem os eritrócitos (TUTEJA, 2007; 

FRANÇA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).  O tempo para completar a esquizogonia 

varia de acordo com a espécie infectante (de oito a 25 dias para P. falciparum; de oito a 27 

para P. vivax; de nove a 17 para P. ovale e de 15 a 30 dias para P. malariae) (TUTEJA, 

2007). 

 

      A invasão das hemácias pelos merozoítos é um processo complexo que pode ser 

dividido em quatro fases: reconhecimento inicial e fixação reversível do merozoíto à 

membrana eritrocitária; reorientação e formação de uma junção entre o ápice do merozoíto e a 

membrana celular, além da liberação de substâncias, levando a formação de um vacúolo; 

invaginação da membrana do eritrócito em torno do parasita acompanhada pela remoção da 

superfície de revestimento do mesmo e restabelecimento do vacúolo e das membranas do 

eritrócito após término do processo (MILLER et al., 2002). 

 

     Durante a permanência dos merozoítos nas hemácias há um intenso metabolismo, 

tal como glicólise, ingestão de citoplasma do hospedeiro e proteólise da hemoglobina. O 

parasita não degrada o heme em subprodutos, pois este estando livre é tóxico para ele. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rodriguez+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Mota+MM%22%5BAuthor%5D
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Portanto, durante a degradação da hemoglobina, o heme liberado é polimerizado em 

hemozoína (pigmento malárico). (MILLER et al., 2002). 

 

      Os merozoítos se dividem por esquizogonia eritrocitária e sofrem maturações com 

morfologia distinta, tais como: formas em anel, trofozoítos e esquizontes. Há ruptura da célula 

invadida e liberação de algumas dezenas de novos merozoítos. Neste ínterim, há diferenciação 

dos gametócitos, que são a forma infectante para o vetor Anopheles (NUNES; FERREIRA, 

2005; CDC, 2006a).  

 

 

Figura 05: Esquema do ciclo biológico da malária humana  

Fonte: Adaptado de http://www.cdc.gov/malaria/biology/life_cycle.htm. Acesso, março de 2009 
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2.3  SINAIS E SINTOMAS DA MALÁRIA  POR Plasmodium  falciparum 

            

 

                   A malária causada pelo P. falciparum produz enfermidade mais grave e com 

maior mortalidade. O período de incubação varia de oito a 12 dias, apresentando como 

sintomas iniciais e inespecíficos: mal-estar, cefaléia, náuseas, vômitos e mialgias, que 

geralmente precedem à clássica febre da malária. (HORTELANO et al., 2008; 

BRASIL/MS/SAS, 2008). 

 

                   O paroxismo se inicia com calafrio que dura de 15 minutos até uma hora, sendo 

seguido por uma fase febril, com temperatura corpórea podendo atingir 41°C ou mais. Após 

um período de duas a seis horas, ocorre defervescência e o paciente apresenta sudorese 

profusa e fraqueza intensa. Após a fase inicial, a febre assume um caráter intermitente, que 

depende da duração do ciclo eritrocítico, que no caso do P. falciparum é de 48 horas. 

(BRASIL/MS/SAS, 2008). 

            

                   O quadro clínico da malária pode ser leve, moderado ou grave, na dependência da 

espécie e quantidade de parasitas circulantes, do tempo de doença e da imunidade do paciente. 

As gestantes, as crianças e os primoinfectados estão sujeitos a maior gravidade. 

(BRASIL/MS/SVS, 2010).  

 

                   Os acessos na malária falciparum não complicada são caracterizados por 

debilidade física, febre, náuseas e vômitos. Ao exame físico, o paciente apresenta-se pálido e 

com baço palpável. Os indivíduos mais sucessíveis podem apresentar a forma complicada, 

que é caracterizada por hipoglicemia e demais sinais e sintomas (quadro 01), os quais são 

indicadores de prognóstico desfavorável. (BRASIL/MS/FUNASA, 2001; CDC, 2006a; 
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BRASIL/MS/SVS, 2010). Duas características são responsáveis pela severidade e patogênese 

da malária por P. falciparum, quer sejam: a habilidade para invadir eritrócitos de todas as 

idades, causando parasitemia elevada, e a capacidade dos eritrócitos infectados aderirem ao 

endotélio vascular, o que pode causar a malária cerebral. (HEDDINI, 2002).  

 

Sinais e Sintomas Prostração 

Alteração da consciência 

Dispnéia ou hiperventilação 

Convulsões 

Hipotensão arterial ou choque 

Edema pulmonar ao Rx de tórax 

Hemorragias 

Icterícia 

Hemoglobinúria 

Hiperpirexia (>41°C) 

Oligúria 

Alterações Laboratoriais Anemia grave 

Hipoglicemia 

Acidose metabólica 

Insuficiência renal 

Hiperlactatemia 

Hiperparasitemia 

Quadro 01: Manifestações clínicas e laboratoriais da malária grave e complicada, causada 

pela infecção por P. falciparum 

Fonte: BRASIL/MS/SVS, 2010 

 

 

 

2.4  QUIMIOTERAPIA DA MALÁRIA 

 

 

                   Diversas substâncias têm sido utilizadas no tratamento da malária ao longo do 

tempo. Antes da era Cristã, os chineses tratavam a doença com Chang shan, uma preparação 

da raiz pulverizada de Dichroa febrífuga. Antes da chegada dos europeus ao continente 

americano, os índios peruanos usavam a casca da quina. Em 1820, os químicos franceses 

Pelletier e Caventou isolaram a substância ativa da casca desta planta, o alcalóide quinina, cujo 
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primeiro relato da resistência do P. falciparum a este composto foi feito por Neiva em 1910 

(SILVA, 1997; VALE; MOREIRA; GOMES, 2005). 

        

       O desenvolvimento dos fármacos antimaláricos associou-se inicialmente as 

observações de Ehrlich sobre o azul de metileno, que inibe a glutationa-redutase do P. 

falciparum (SILVA, 1997; VALE; MOREIRA; GOMES, 2005).  Entre 1920 e 1930, 

Schuleman e colaboradores sintetizaram a pamaquina a partir do azul de metileno. A seguir, 

foram obtidas a mepacrina, santoquina e resorquina (SILVA, 1997). Durante a segunda guerra 

mundial houve maior incentivo para o desenvolvimento de novos antimaláricos, tendo sido 

sintetizados a amodiaquina, primaquina, proguanil, pirimetamina e cloroquina (CUNICO et al., 

2008).  

 

        A última, já havia sido sintetizada pelos alemães na década de 1930, tornando-se 

então o fármaco de primeira escolha para o tratamento da malária, devido seu baixo custo e 

segurança. Entretanto, durante a guerra do Vietnã, vários soldados americanos apresentaram 

resistência à cloroquina, o que levou a adição da dapsona a quimioprofilaxia e da associação 

pirimetamina/sulfadoxina para o tratamento da malária (CUNICO et al., 2008). Contudo, a 

resistência a pirimetamina se desenvolveu rapidamente, bem como foi observada resistência 

cruzada com o proguanil (SILVA, 1997).  

 

       O surgimento da resistência as 4-aminoquinoleínas e outros compostos, revelou a 

relativa pobreza do arsenal terapêutico, estimulando o governo dos Estados Unidos a 

desenvolver um programa de síntese de novos antimaláricos, cujos fármacos mais promissores 

foram a mefloquina, que passou, com o decorrer dos anos, a ser largamente utilizada em 

diversos países, e em menor escala a halofantrina (SILVA, 1997; SILVA et al., 2005).     
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                   Atualmente estão sendo utilizados os derivados da artemisinina (qinghaosu), 

extraída no início dos anos 70, da planta chinesa qinghao (Artemisia annua L.), sendo que esta 

já era utilizada há séculos pela medicina chinesa (Ge Hong no ano de 340 e Li Shizhen em 

1596 recomendavam a ingestão da infusão aquosa da planta para o alívio da febre da malária). 

Dentre os derivados da artemisinina, se destacam o artesunato de sódio, a dihidroartemisinina, 

o arteéter e o arteméter, os quais foram introduzidos no Brasil a partir da década de 90 

(KLAYMAN et al.,1984;  HIEN; WHITE, 1993). Os antimaláricos distribuídos atualmente 

pelo Ministério da Saúde do Brasil para uso rotineiro são: cloroquina, primaquina, mefloquina, 

quinina, doxiciclina, artesunato e recentemente o Coartem
®
 (NUNES; FERREIRA, 2005).    

 

                          

 2.5  RESISTÊNCIA DO P. falciparum AOS ANTIMALÁRICOS 

 

 

                   Esforços para o controle da malária estão sendo empreendidos em diversos países 

tropicais, contudo, em muitos deles, os objetivos não estão sendo alcançados devido à seleção e 

disseminação de cepas de parasitas resistentes aos antimaláricos atualmente disponíveis 

(EKLAND; FIDOCK, 2008). Portanto, a virulência do P. falciparum associada ao 

desenvolvimento da resistência, descrita a partir de 1940, permitem caracterizá-lo como a 

espécie de plasmódio humano que representa importante ameaça à saúde pública global 

(WINSTANLEY; WARD; SNOW, 2002; FRANÇA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). 

                

                    Segundo White (2004), a probabilidade da seleção de parasitas resistentes aos 

fármacos antimaláricos é determinada pelos seguintes fatores: a freqüência de surgimento do 

fenômeno, a parasitemia, a concentração plasmática do antimalárico, o mecanismo de ação do 

fármaco quando o parasita é exposto e a imunidade do hospedeiro. 
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                   O uso inadequado, geralmente através da automedicação e/ou a administração de 

fármacos de baixa qualidade, também contribuem para o surgimento de resistência, uma vez 

que pode expor o parasita as concentrações subterapêuticas (FRANÇA; SANTOS; 

FIGUEROA-VILLAR, 2008).  Soma-se, na maioria dos países endêmicos, o acesso restrito ao 

saneamento básico, as dificuldades financeiras e o tratamento da malária sem confirmação 

parasitológica (MAY; MEYER, 2003). 

                    

                   As alterações genéticas que conferem resistência aos parasitas estão associadas às 

mutações que codificam ou estão relacionadas com o alvo do fármaco, afetando a eficácia do 

medicamento. Múltiplas alterações ou um único evento podem ser suficientes para a 

resistência. Um exemplo é o surgimento de P. falciparum resistente à cloroquina, no final dos 

anos 50 no sudeste asiático e na América do Sul, que foi atribuído a mutações do gene que 

codifica o transportador T 76 ( MAY; MEYER, 2003; WHITE, 2004; FRANÇA; SANTOS; 

FIGUEROA-VILLAR, 2008). 

                  

                  A resistência à cloroquina emergiu em 1957, no Camboja, de forma lenta após 

longa utilização clínica. No Nepal, foram detectados altos níveis de resistência a este fármaco, 

resultando na mudança da terapia de primeira linha para sulfadoxina-pirimetanina em 1989, 

mas alguns estudos sugerem que já há resistência a este tratamento, a qual varia de 56% a 87% 

(RONN et al., 1996; HASTINGS, 2001; WINSTANLEY; WARD; SNOW, 2002; MAY; 

MEYER, 2003; THAPA et al., 2007). 

 

                  A resistência à mefloquina e halofantrina foi associada à mutação no gene pfmdr 

(MAY; MEYER, 2003). Fato corroborado por Price et al. (2004) ao observarem que os 
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pacientes com cepas de P. falciparum,  que possuíam aumento no número de cópias do gene 

pfmdr, apresentavam maior risco de falha no tratamento. 

                

                   No Brasil há relatos de resistência aos diversos fármacos indicados para o 

tratamento da malária não complicada. Na Amazônia ocidental, em 1983, foram caracterizadas 

cepas de P. falciparum resistentes à cloroquina, amodiaquina e à sulfadoxina-pirimetamina 

(SILVA, 1997; NUNES; FERREIRA, 2005). Atualmente todos os isolados de P. falciparum da 

Amazônia brasileira apresentam mutações que conferem resistência à cloroquina. Quanto aos 

demais fármacos, há relato de diminuição da sensibilidade a quinina e ao artesunato (NUNES; 

FERREIRA, 2005).  

 

                   Diversos estudos avaliam atualmente a sensibilidade in vitro do Plasmodium 

falciparum aos novos antimaláricos, Wong et al. (2010) avaliaram oito fármacos: cloroquina, 

amodiaquina, piperaquina, nafitoquina, mefloquina, lumefantrina, dihidroartemisinina e 

azitromicina. As cepas mostraram-se resistentes a cloroquina (82%), mas não as drogas que são 

administradas em combinação (ACTs). Nsobya et al. (2010) também avaliaram a sensibilidade 

in vitro de antimaláricos (cloroquina, monodesetilamodiaquina, quinina, dihidroartemisinina, 

lumefantrina e piperaquina) contra P. falciparum. Seus dados corroboram com o estudo de 

Wong et al. (2010), com maior resistência aos fármacos mais antigos (os três primeiros) e  boa 

atividade dos três últimos. A mutação pfmdr 1 86Y foi mais comum nos parasitas resistentes a 

cloroquina e monodesetilamodiaquina e a mutação D1 246Y pfmdr 1 foi significativamente 

mais comum nos parasitas que eram mais resistentes à quinina e monodesetilamodiaquina. 
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2.6 COARTEM
®
 NO TRATAMENTO DA MALÁRIA FALCIPARUM NÃO 

COMPLICADA 

                

 

                   Com a intensificação da resistência aos antimaláricos, a procura por novas 

estruturas químicas efetivas contra o parasita e segura para os pacientes ganhou impulso em 

vários países. Atualmente o tratamento da malária tem sido baseado na combinação dos 

derivados da artemisinina (ACTs), que são frequentemente mais efetivos que a monoterapia, 

apresentando menores efeitos adversos e reduzido tempo de tratamento (CUNICO et al., 2008).     

                       

                   ACTs oferecem novas possibilidades terapêuticas, com diversos estudos em 

andamento em todo o mundo, tendo a sua eficácia sido demonstrada em vários deles (ELAMIN 

et al., 2009; ASSEFA et al., 2010; FAYE et al., 2010). Recentemente a OMS anunciou que os 

antimaláricos devem ter eficácia superior a 95% avaliada ao longo de 28 dias de 

acompanhamento, e que o tratamento deve ser restrito a alguns comprimidos administrados em 

dose única ou por curto período. (SAGARA et al., 2009). 

 

                   Algumas ACTs já estão em uso clínico, como é o caso do co-arteméter 

(Coartem
®
/Riamet

®
), recomendado pela OMS nos países que apresentam casos de resistência a 

monoterapia convencional (WHO, 2006b; BLESSBORN et al., 2007). A figura 06 mostra o 

aumento no número de países que estão aderindo, a cada ano, aos esquemas terapêuticos 

antimaláricos envolvendo ACTs.    

 

                  Coartem
®
 é uma combinação fixa de arteméter (20mg) e lumefantrina (120mg), 

desenvolvida na China e produzida atualmente na Suíça pela Novartis
®
. As duas substâncias 

atuam de maneira sinérgica, na qual o arteméter reduz rapidamente a parasitemia (minimizando 
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os sintomas) e a lumefantrina, devido à longa ação, elimina os parasitas residuais. É indicado 

para adultos e crianças com malária falciparum aguda não complicada ou infecção mista que 

inclua P. falciparum (WHITE, 1997; COLUSSI et al., 1999; NOVARTIS, 1999; EZZET et al., 

2000; OMARI; GAMBLE; GARNER, 2004; ASHLEY et al., 2007a).  

 

                  A padronização dos esquemas terapêuticos (quadros 02 e 03) foi estabelecida 

através de estudos de cinética e dinâmica dos dois fármacos, bem como da observação dos 

efeitos adversos tanto em voluntários saudáveis, quanto nos pacientes com malária.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AS+AQ: Artesunato+Amodiaquina; AS+MQ: Artesunato+Mefloquina 

AS+SP: Artesunato+Sulfadoxina/Pirimetamina; AL: Arteméter/Lumefantrina; 

DP: Dihidroartemisinina/Piperaquina 

Figura 06: Tendência mundial para adoção de ACTs como primeira linha de tratamento para 

malária falciparum.   

Fonte: Adaptado de WHO, 2006b 
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Tratamento Dose única inicial  

logo após diagnóstico 

Doses restantes Total de comprimidos 

administrados 

Em áreas sem 

resistência 

4 comprimidos 4 comprimidos as 8, 

 24 e 48 hs após o  

início do tratamento 

16 

Em áreas com 

resistência  

4 comprimidos 4 comprimidos as as 

8,24,36,48 e 60 hs  

após o  início do 

tratamento 

24 

 Quadro 02: Esquema terapêutico de Coartem
®
/Riamet

®
 indicado para adultos             

  Fonte: Adaptado de Novartis
®
 Pharmaceutical , 1999 e 2008.    

 

 

           

Tratamento 

Peso Dose única 

inicial logo após 

diagnóstico 

Doses restantes  Total de 

comprimidos 

administrados 

Em áreas sem 

resistência 

5 a 14 kg 1 comprimido 1 comprimido as 

8, 24  e  48 hs 

após o início do 

tratamento 

4 

15 a 24 kg 2 comprimidos 2 comprimidos as 

8, 24 e 48hs após 

o início do 

tratamento 

8 

25 a 35 kg 3 comprimidos 3 comprimidos as 

8, 24 e 48hs  após 

início do 

tratamento  

12 

Em áreas 

com 

resistência  

10 a 14 kg 1 comprimido 1 comprimido 

após 8 hs e duas 

vezes ao dia 

durante 2 dias 

6 

15 a 24 kg 2 comprimidos  2 comprimidos  

após  8hs e duas 

vezes ao dia 

durante 2 dias 

12 

25 a 35 kg 3 comprimidos 3 comprimidos 

após 8 hs duas 

vezes ao dia 

durante 2 dias  

18 

  Quadro 03: Esquema terapêutico de Coartem
®
/Riamet

®
 indicado para crianças   

  Fonte: Adaptado de Novartis
®
 Pharmaceutical, 1999 e 2008. 
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                      Ezzet, Mull e Karbwang (1998), Van Vugt et al. (1999)(a), Ezzet et al. (2000) e 

Mueller et al. (2006) realizaram estudos randomizados envolvendo pacientes com malária 

falciparum não grave, com três esquemas diferentes, todos empregando quatro comprimidos de 

Coartem
® 

(20mg/120mg) por dose: quatro doses em três dias, seis doses em três dias e seis 

doses em cinco dias. Nos três casos observou-se que a resposta terapêutica foi similar, contudo 

a porcentagem de cura após 28 dias de tratamento foi maior para os esquemas de seis doses.  

 

                  O excelente resultado clínico obtido com três dias de terapia no estudo de Van Vugt 

et al. (1998), os quais demonstraram que esta combinação foi mais efetiva e melhor tolerada 

quando comparada ao artesunato-mefloquina nas áreas de resistência a multi-drogas, 

impulsionou sua disseminação. Tal achado foi corroborado por Toovery (2008) em estudo 

realizado em Moçambique ao demonstrar que a combinação arteméter-lumefantrina foi efetiva 

quando utilizada em pacientes não graves, bem como impediu a recrudescência da doença. 

 

                  Ashley et al.  (2007)(a) compararam dois esquemas de Coartem
®
 20mg/120mg: 

um com seis doses (4 comprimidos no início do tratamento e quatro as 8, 24, 36, 48 e 60 

horas após o  início do esquema) com outro de três doses, também com quatro comprimidos 

por dose, mas administrado uma vez ao dia (0, 24 e 48 horas após o diagnóstico) e 

observaram que o último esquema não é viável, pois a biodisponibilidade da LF foi 

insuficiente para alcançar a concentração inibitória mínima.     

 

                   Elamin et al. (2009) realizaram estudo descritivo sobre a eficácia do Coartem® no 

Sudão. Foram recrutados 291 pacientes com malária falciparum que foram acompanhados por 

28 dias; A resposta clínica e parasitológica adequada foi observada em 99,4% dos pacientes. 



 56 

Efeitos adversos brandos e reversíveis foram relatados por 3,8%, logo, mostrou-se que este 

regime é eficaz e seguro.  

 

                  Assefa et al. (2010) avaliaram o efeito terapêutico da associação arteméter-

lumefantrina em 90 pacientes com malária falciparum na Etiópia. Observou-se que 100% das 

crianças com menos de cinco anos e 97,4% entre cinco e quartoze anos apresentaram resposta 

clínica e parasitológica adequadas. Não houve falha precoce em todas as faixas etárias, 72,5% 

dos gametócitos foram eliminados no primeiro dia de tratamento, com clareamento total no 

sétimo dia. Os autores concluíram que o Coartem® tem excelente eficácia terapêutica, no 

entanto, a distribuição e absorção dos fármacos precisam de melhor avaliação.  

 

                  Van Den Broek et al. (2005) em estudo randomizado com 364 pacientes 

portadores de malária falciparum compararam a eficácia de cloroquina/sulfadoxina-

pirimetamina a mefloquina/artesunato e ao Coartem®. Os autores observaram que o primeiro 

esquema foi o menos efetivo, contudo todos foram bem tolerados. Os dois esquemas a base de 

ACTs se apresentaram como ótimas opções, devido à efetividade e prevenção de 

recrudescência.  Sagara et al. (2008) e Faye et al. (2010), realizaram estudos randomizados 

com pacientes utilizando Coartem® e mefloquina/artesunato (Artequin®), ambos os autores 

concluíram que os esquemas são eficazes e bem tolerados (sem efeitos adversos graves), e as 

taxas de cura após 28 dias foram semelhantes (93,7% e 96,2%, respecitvamente).   

           

                   Mens et al. (2008), Arinaitwe et al. (2009) e Katrak et al. (2009) realizaram 

trabalhos randomizados de comparação da eficácia do Coartem® e dihidroartemisinina-

piperaquina. O primeiro observou que a primeira combinação é mais eficaz na eliminação dos 

gametócitos, acarretando rápido declínio da parasitemia. O segundo, em estudo com crianças 
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da Uganda, concluiu que nos dois esquemas a recrudescência foi semelhante e ambos foram 

eficazes. O terceiro optou por trabalhar com crianças infectadas e não infectadas por HIV, 

observando que não houve aumento de risco de diarréia ou vômito e que os esquemas são 

seguros e bem tolerados para os dois grupos estudados. 

 

                   Thapa et al. (2007) compararam a eficácia de Coartem® e sulfadoxina-

pirimetamina em 99 nepalenses com malária falciparum. A falha do tratamento, após 28 dias, 

foi maior (12,1%) na segunda associação. Bell et al. (2009) estudaram a aderência ao esquema 

proposto, sobre a eficácia de Coartem®, sulfadoxina-pirimetamina e clorproguanil-dapsona 

em crianças e adultos com malária falciparum não complicada. Elevada aderência (100%), 

ausência de falha terapêutica e eficácia elevada, mesmo na administração não supervisionada, 

foram observada no primeiro esquema. 

 

                  Mukhtar et al. (2007) em estudo com 157 pacientes com malária falciparum  

compararam a eficácia entre artesunato/sulfadoxina/pirimetamina e arteméter-lumefantrina. O 

resultado indicou eficácia de 93,5% ao primeiro e de 91,3% para o segundo grupo, que pode 

ser justificada pela maior adesão dos pacientes. 

 

                   Sagara et al. (2006), em estudo randomizado, compararam a eficácia do 

Coartem® ao artesunato-sulfametoxipirazina-pirimetamina, obtendo taxas de cura de 99 e 

100%, respectivamente. Não houve relato de efeito adverso grave em ambos os grupos. 

Sagara et al. (2009), repetiram o mesmo estudo em pacientes de Camarões, Mali, Ruanda e 

Sudão e observaram que ambos os esquemas foram eficazes, bem tolerados e seguros, sendo 

relatados eventos adversos gastrointestinais, como vômito e diarréia, os quais foram 

ligeiramente superiores no segundo esquema. 
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                   Sowunmi et al. (2007) compararam em 181 crianças com P. falciparum , a 

eficácia da amodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina e do Coartem®. Os autores observaram 

que o tempo para o término da febre foi igual nos dois tratamentos, assim como a diminuição 

do número de gametócitos. A recrudescência ou reinfecção foi maior e a diminuição da 

parasitemia foi mais rápida no último. Zongo et al. (2007) e Obonyo et al. (2007) em estudo 

similar, envolvendo os mesmos esquemas, verificaram que ambos foram bem tolerados e 

seguros, contudo os primeiros autores afirmaram que amodiaquina-sulfadoxina-pirimetamina 

foi mais efetivo.    

 

                    Sowunmi et al. (2008) compararam a eficácia de arteméter-lumefantrina e da 

amodiaquina-sulfalene-pirimetamina  nas formas sexuadas do parasita em 42 crianças 

nigerianas com malária falciparum não complicada. Ambas as terapias exerceram efeitos 

moderados sobre a eliminação de gametócitos, mas Coartem® foi mais potente na redução da 

transmissibilidade da doença, exercendo maior efeito na densidade de gametócitos pós-

tratamento. 

 

                  Outros trabalhos comparam a eficácia e tolerabilidade de Coartem® com 

artesunato-amodiaquina concluindo que ambos são eficazes e toleráveis, apresentando altas 

taxas de cura e redução do número de gametócitos. (GUTHMANN et al., 2006; KOBBE et 

al., 2008). Entretanto, ocorreram mais falhas clínicas nos pacientes usando o primeiro e a 

aceitação do tratamento foi maior para o segundo esquema. (KOBBE et al., 2008).   

 

                   Mutabingwa et al. (2005) realizaram estudo randomizado com crianças, entre 

quatro e 59 meses, com malária falciparum não complicada, objetivando analisar a eficácia de 

quatro tratamentos: amodiaquina, amodiaquina-sulfadoxina-pirimetanina, artesunato-
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amodiaquina e arteméter-lumefantrina. Eles observaram que houve falha parasitológica, após 

14 dias, em 42%, 20%, 11% e em 1%, dos esquemas empregados, respectivamente. Após 28 

dias, a falha aumentou para 76%, 61%, 40% e 21%, respectivamente. E a taxa de 

recrudescência após 28 dias foi de 48,4%; 34,5%; 11,2% e 2,8%, respectivamente.     

 

                    Estudos envolvendo a comparação da eficácia, tolerabilidade e segurança do 

Coartem® com halofantrina (AGTMAEL et al., 1999), quinina-doxiciclina (ALECRIM et al., 

2006), cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina (SINGH et al., 2010) e dihidroartemisinina-

naptoquina-trimetoprim (KRUDSOOD et al., 2003) também foram publicados, observando-se 

que em todos o co-arteméter é efetivo, seguro e bem tolerado. Apenas no primeiro trabalho foi 

relatada menor taxa de cura após 28 dias para ele (82%) em comparação a 100% para 

halofantrina. 

 

                  Atualmente as formulações pediátricas orais de ACTs não são ideais para esta 

população de alto risco, pois crianças pequenas não podem engolir comprimidos inteiros 

devido ao perigo de asfixia e muitas vezes retornam o fármaco, pelo gosto amargo dos 

comprimidos esmagados, o que pode resultar na perda dos ingredientes ativos. Além disso, 

estes não são recomendados para crianças menores de 5Kg. Por isto, recentemente a 

Novartis® lançou formulações que facilitam a administração às crianças pequenas (em 

suspensão e efervescente) (JUMA, 2008; ABDULLA; SAGARA, 2009; PREMJI, 2009).  

 

                  As formulações de medicamentos pediátricos como xaropes e pós de 

reconstituição têm várias desvantagens: são volumosos para o fornecimento e 

armazenamento, depois de abertos/reconstituídos a estabilidade e higiene da formulação não 

pode mais ser garantida, sendo difícil uma medição exata da dose a ser administrada. 
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Comprimidos dispersíveis permitem uma dose exata, são simples para o preparo, requerendo 

apenas água para dispersão (ABDULLA; SAGARA, 2009; NOVARTIS, 2009). 

 

                   Abdulla et al. (2008) realizaram ensaios clínicos na África em 899 crianças com 

malária falciparum não complicada, avaliando os parâmetros farmacocinéticos dos 

comprimidos esmagados e arteméter-lumefantrina efervescente (ou dispersível). Concluíram 

que ambas as formas de administração foram eficazes e com perfil de segurança semelhante. 

Juma et al. (2008) compararam em 245 crianças do Quênia a eficácia do arteméter-

lumefantrina em suspensão (Co-artesiane®) com o comprimido, e observaram que a cura 

parasitológica foi de 93,4% e 96%, respectivamente. Ambas foram efetivas no clareamento 

dos gametócitos.    

 

                    Em 2004, o co-arteméter foi adotado como terapia de primeira linha no Quênia e 

na Tanzânia. Na Nigéria, após a implantação da combinação, houve redução significativa no 

número de crianças menores de cinco anos admitidas nos hospitais com malária grave. Na 

África do Sul, observou-se declínio tanto no número de casos da doença quanto de óbitos. 

Durante o ano de 2006, mais de 62 milhões de caixas de Coartem
®
 foram fornecidas pela 

OMS a mais de 30 países em toda a África (NOVARTIS, 2007). 

 

                   Diante da escolha do Coartem
®
 como primeira linha de tratamento para malária 

na África, o Ministério da Saúde do Brasil implantou esta combinação nos Estados da 

Amazônia legal que apresentam casos de malária falciparum resistente a terapia padrão, como 

o Amazonas, Tocantins (onde a doença causada pelo P. falciparum aumentou em 142%) e 

Pará (BRASIL/SESAU, 2007). 
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                   Atualmente a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) lançou o projeto 

Coartem®, objetivando a realização de um estudo multicêntrico para avaliação do efeito da 

administração desta combinação na transmissão da malária em comunidades da região 

Amazônica (Amazonas e Pará) (BRASIL/SUSAM, 2006; BRASIL/SESAU, 2007; OPAS, 

2008). Fatores favoráveis para disseminação desta combinação são: a capacidade do arteméter 

de reduzir a transmissão, por sua ação gametocitocida e a significativa aderência dos 

pacientes ao tratamento, geralmente superior a 90% (FOGG et al., 2004; YEUNG; WHITE 

2005; PIOLA et al., 2005).   

 

      Lumefantrina está associada à menor ocorrência de reações adversas nas doses 

terapêuticas utilizadas. Atualmente, somente artesunato-amodiaquina e arteméter-

lumefantrina são produzidos seguindo-se as boas práticas de fabricação. (KOBBE et al. 2008). 

Algumas limitações importantes referem-se à variabilidade na absorção oral da LF, o custo 

elevado do medicamento, mesmo sendo fornecido com preço reduzido para a OMS, em 

função da parceria com a Novartis
®

 em 2001, administração duas vezes ao dia e a 

possibilidade de seleção de parasitas resistentes. (WHO, 2001; OMARI; GAMBLE; 

GARNER , 2004; ASHLEY et al., 2007a; KOBBE et al. 2008).    

          

                   Há dificuldades na utilização da ACTs nos países mais pobres, pois o 

fornecimento desses derivados, apesar de crescente, permanece inadequado para estimativa de 

um bilhão de tratamentos a cada ano na África. Além disso, os custos são elevados (ZONGO 

et al., 2007), o que tem prejudicado a utilização do Coartem® nas populações vulneráveis que 

vivem nas regiões rurais com altos índices de malária. Portanto, a maioria dos pacientes não 

tem acesso ao tratamento, e continua a usar cloroquina, apesar da baixa eficácia. 

(KAYENTAO et al., 2009). 
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                   Wasunna et al. (2008), pesquisaram os fatores que levavam os profissionais de 

saúde a não prescreverem ACTs no Quênia. Concluíram que a oferta insuficiente de 

Coartem®, o fato de não ser oficialmente recomendado no guia para tratamento da malária do 

país, a falta de supervisão do tratamento e o pouco treinamento dos profissionais foram às 

principais causas. 

 

                    Sipilanyambe et al. (2008) e  Barnes, Chanda e Barnabas (2009) analisaram o 

impacto do uso de Coartem® em larga escala nos países africanos. Os primeiros concluíram 

que mudanças nas políticas de tratamento e financiamento internacional aliado ao 

compromisso político local para colocar em prática os novos esquemas terapêuticos são 

necessários. Os segundos ensinam a planejar um estudo de avaliação do impacto das 

mudanças de tratamento e de outras intervenções estratégicas como mosquiteiros 

impregnados com praguicidas, mudanças nas técnicas de diagnósticos, dentre outros. 

  

  

2.7  ASPECTOS FARMACOLÓGICOS DA LUMEFANTRINA 

 

 

2.7.1  Estrutura química e propriedades físico-químicas da lumefantrina 

                

 

                   Lumefantrina (Figura 07), antigamente denominada de benflumetol, foi 

sintetizada na China, sendo registrada em 1977 como droga antimalárica da classe dos aril 

amino alcoóis (Quinolinometanóis), como a quinina, mefloquina e halofantrina (MANSOR et 

al., 1996; CÉSAR; NOGUEIRA; PIANETT, 2008).  Possui a seguinte fórmula molecular: 

C30H32Cl3NO; peso de 528,24 Kda e densidade de 1, 252 (ARTEPAL.ORG, 2007). 

Apresenta-se como pó amarelo inodoro, muito lipofílico e por isto pouco solúvel em água e 
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em muitos solventes orgânicos, sendo solubilizada em ácidos graxos insaturados (MANSOR 

et al., 1996; GO; LI, 2003; ANNERBERG et al., 2005).  

                                   

 

 

                   

 

 

                   A substituição em quatro posições da molécula de LF permite a formação de dois 

enantiômeros: (+)-lumefantrina e (-)-lumefantrina (WERNSDORFER et al.,1998). Estes 

mesmos autores demonstraram que ambos os isômeros e sua mistura (racemato) apresentam 

elevada ação antimalárica contra cepas de Plasmodium falciparum in vitro, corroborando o 

estudo de Zeng et al. (1996),  que relataram  atividade antimalárica semelhante dos isômeros, 

aliada a baixa toxicidade da mistura racêmica. 

 

 

2.7.2  Farmacocinética da lumefantrina 

                 

 

                    A LF por ser altamente lipofílica, apresenta absorção lenta e variável (COLUSSI 

et al., 1999; SCHMIDT; DALHOFF, 2002). Ezzet, Mull e Karbwanga (1998), ao estudarem a 

cinética do fármaco em pacientes com malária falciparum não complicada, determinaram que a 

Figura 07: Estrutura química da Lumefantrina 

Fonte: CÉSAR; NOGUEIRA; PIANETT, 2008 
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meia-vida de absorção foi de 5,3 horas e a concentração plasmática máxima foi lentamente 

alcançada após oito horas da administração. A biodisponibilidade oral foi avaliada em alguns 

estudos com voluntários saudáveis e portadores de malária falciparum, observando-se um 

incremento de 16 vezes quando o fármaco foi administrado à refeição (BINDSHEDLER; 

DEGEN; LU, 1996).  

 

        Ezzet, Mull e Karbwanga (1998) e Ezzet et al. (2000) demonstraram que no início 

do tratamento a disponibilidade da LF é baixa, o que foi associado ao fato dos pacientes com 

malária apresentarem dificuldade para ingestão oral de alimentos, e após o retorno a dieta 

normal, geralmente na terceira dose, verificaram menor variabilidade no pico de concentração 

plasmática máxima e maior biodisponibilidade oral. Ashley et al. (2007)(b) realizaram estudo 

com voluntários saudáveis objetivando avaliar a quantidade necessária de gordura para 

otimizar a biodisponibilidade oral da LF, administrando co-arteméter com diferentes volumes 

de leite de soja (0, 10, 40, 150 e 500mL), alcançando uma concentração plasmática 90% 

superior de LF com apenas 36mL de leite, quando comparado com os indivíduos que não 

ingeriram gordura.     

                    

                   Vários estudos demonstraram que a área sob a curva de LF é a determinante 

cinética mais importante para resposta terapêutica adequada. É necessário que a concentração 

plasmática média exceda a 280ng/mL, pois foi observada recrudescência da doença em 

pacientes com níveis inferiores ou iguais a este. E concentração plasmática igual ou superior a 

500ng/mL apresentou cura superior a 90% (EZZET; MULL; KARBWANG, 1998; WHITE; 

VAN VUGT; EZZET, 1999; EZZET et al., 2000; ASHLEY et al., 2007a).    
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                   A LF apresenta elevada ligação às proteínas séricas (>99%), especialmente as 

lipoproteínas de alta densidade (HDL). A relação entre as concentrações plasmáticas e 

eritrocitárias é de 9: 1 (COLUSSI et al., 1999).  O grande volume de distribuição aparente do 

fármaco possibilita alta ligação aos tecidos. (MANSOR et al., 1996; KARBWANG et al., 

1997). Observou-se, em pacientes com malária falciparum não grave, meia-vida de eliminação 

de quatro a cinco dias, já nos voluntários sadios entre dois a três dias. (EZZET et al., 1998; 

VAN VUGT et al., 1998; SKELTON-STROUD; MULL, 1998; LEFÉVRE ; THOMSEN, 

1999;   NOVARTIS, 2008).  

 

                   A biotransformação da LF é realizada pela isoforma CYP3A4 do citocromo P450, 

através de N-desbutilação, originando desbutil-lumefantrina (DLF) (figura 08) com ação 

antimalárica, in vitro, de cinco a oito vezes superior ao fármaco original. Em estudo realizado 

pela Novartis
®
, observou-se que a produção deste metabólito nos humanos é de apenas 1%, 

sugerindo uma baixa taxa de biotransformação e predomínio da forma original no organismo 

(VALE; MOREIRA; GOMES, 2005; NOVARTIS, 2008). 

 

 

     Figura 08: Estrutura química da desbutil-lumefantrina 

      Fonte: NTALE et al., 2008 
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                   Estudo em ratos e cães demonstrou que a excreção do fármaco ocorre 

principalmente através da bile, com excreção pelas fezes, onde a forma original é predominante 

em relação ao metabólito desbutil-lumefantrina (NOVARTIS, 2008). Não foram realizados 

estudos específicos em indivíduos com insuficiência renal, por esta via não exercer papel 

relevante na excreção da LF. (DJIMDÉ; LEFÈVRE, 2009).  

 

                   Checchi et al. (2006) observaram que na urina de 58 voluntários saudáveis, não foi 

possível quantificar as concentrações de LF. Resultado semelhante foi encontrado por Bakshi 

et al. (2000) que realizaram análise retrospectiva de 1.869 pacientes tratados com LF, e não 

encontraram alteração significativa na função renal após o tratamento. Os autores concluíram 

que não é necessário o ajuste de dose para pacientes com leve e moderado comprometimento 

da função renal, recomendando cautela naqueles com disfunção renal grave.      

 

 

2.7.3  Mecanismo de ação da lumefantrina 

 

 

      A LF é um esquizonticida sanguíneo de ação prolongada e lenta que atua nos 

estágios intra-eritrocíticos assexuados do plasmódio (NOVARTIS, 2008). Há poucos estudos 

publicados sobre seu mecanismo de ação, entretanto, como pertence à classe dos 

quinolinometanóis, atribuí-se a inibição da produção de hemozoína, tanto por ligação direta 

ao grupo heme quanto por inibição da heme polimerase, que é utilizada pelo parasita para 

catalisar a reação de detoxificação da ferriprotoporfirina IX (Fe (III) PPIX), formando um 

composto inerte, não tóxico, denominado pigmento malárico, que tem por unidade básica a β-

hematina (SULLIVAN et al., 1998; FOLEY; TILLEY, 1998; CUNICO et al., 2008). 

Secundariamente, promoveria a inibição da síntese protéica no parasita (NOVARTIS, 2008). 
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                   Por outro lado, GO e Li (2003) realizaram estudo in vitro sobre a interação de LF 

com os lipídios das membranas celulares e observaram que a presença do fármaco tornava a 

camada lipídica mais compacta e condensada. Tendo em vista que durante a infecção malárica 

a membrana do eritrócito fica mais fluida, a característica química da LF (anel fluoreno ligado 

por uma ligação dupla a um grupo fenil) permitiria a condensação dos lipídios nos eritrócitos, 

alterando sua permeabilidade.  

 

 

2.7.4 Efeitos adversos 

     

 

                  Vários estudos têm demonstrado que Coartem® não provoca efeitos adversos 

graves nos pacientes com malária falciparum (KRUDSOOD et al., 2003; FALADE et al., 

2005; MULENGA et al., 2006; FANELLO et al., 2007; HAQUE et al., 2007; 

KABANYWANYI et al., 2007; HATZ et al., 2008; VALECHA et al., 2009; FALADE et al., 

(2008). Katrak et al. (2009) trabalhando com pacientes  coinfectados ou não pelo HIV, 

observaram que os eventos adversos foram raros (1%), com apenas tosse, diarréia, vômito e 

anemia.  

 

                  Elamin et al. (2009) estudando 291 pacientes com malária falciparum não 

complicada, relataram que apenas 3,8% dos participantes queixaram-se de efeitos adversos 

rápidos e reversíveis, não precisando trocar os medicamentos e nem fazer tratamento de 

suporte. Assefa et al. (2010) observaram que nenhum efeito adverso importante foi registrado 

em 90 indivíduos selecionados, exceto a ocorrência de úlceras orais em 7% deles. 
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                  Faye et al. (2010) trabalhando com 160 pacientes com malária, também, não 

relataram nenhum evento adverso grave, sendo o mais freqüente o vômito (36%). Sagara et al. 

(2009)  corroborando com o primeiro, observaram que os efeitos adversos mais comuns foram 

os gastrointestinais, tais como vômito e diarréia. 

 

                   Bindschedler et al. (2002) comparou os efeitos cardíacos dos antimaláricos co-

arteméter e halofantrina em um estudo duplo-cego com 13 pacientes com malária falciparum. 

Utilizando eletrocardiograma 48hs antes e 48hs depois dos tratamentos, os autores 

verificaram que o comprimento do intervalo QTc foi aumentado no segundo grupo. 

Corroborando tal achado, Van Vugt et al. (1999b), não observaram nenhum prolongamento 

do intervalo QTc em 150 pacientes recebendo arteméter-lumefantrina,  

 

                   Toovey e Jamieson (2004) avaliaram em 150 pacientes com malária falciparum 

não complicada, a associação entre alterações audiométricas e a administração de Coartem®. 

Os autores concluíram que a perda de audição de alguns pacientes estava associada ao 

sinergismo entre os dois componentes da combinação. Toovey (2006) ampliaram seus estudos 

verificando que as alterações audiométricas causadas por Coartem®, em pacientes com 

malária falciparum e em saudáveis, são aparentemente irreversíveis.     

 

                   Olufemi et al. (2009) analisaram os efeitos da administração, em curto prazo, de 

co-arteméter sobre a função testicular e seu sistema de defesa antioxidante em ratos. Foram 

inclusos 25 ratos machos, nenhum apresentou alterações significativas no peso do testículo, 

epidídimo, vesículas seminais e da próstata após três e seis dias de tratamento. Este não 

interferiu na quantidade, viabilidade e motilidade dos espermatozóides. Além disso, nos 

ensaios de glutationa reduzida não houve significativas diferenças nos valores comparando 
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com o controle. Observou-se um aumento significativo no nível de malondialdeído no grupo 

experimental, contudo, a administração de Coartem® não teve impacto nos níveis séricos de 

testosterona.  

 

 

2.7.5 Interação Medicamentosa 

 

 

                  Alguns estudos investigaram a possível interação da LF com outros fármacos, tal 

como quinina, mefloquina e cetoconazol. Principalmente aqueles que são metabolizados e que 

inibem a CYP3A4.  Lefèvre et al. (2000),  trabalhando com 42 indivíduos saudáveis, 

observaram que a concomitante administração de Coartem® com mefloquina  causou redução 

(30-40%) da concentração plasmática de LF. 

 

                 Lefèvre et al. (2002)(a), pesquisaram a interação de Riamet® com quinina 

intravenosa  em pacientes saudáveis. Não foi observada interação farmacocinética entre os 

fármacos. Levèvre et al. (2002)(b), trabalhando com 16 indivíduos saudáveis, avaliou a 

interação do cetoconazol (potente inibidor da CYP3A4) e do Riamet®. Concluíram que o 

último sofreu um aumento na sua concentração plasmática (de 207 para 333µg/mL) na 

presença de cetoconazol e que a meia vida de eliminação dele não sofreu nenhuma influência. 

Logo, não há necessidade de ajuste de dose do Coartem® quando administrado em associação 

com cetoconazol. 

 

                   German et al. (2009), realizaram um estudo com 13 voluntários saudáveis para 

avaliar a interação de Riamet® com lopinavir/ritonavir (anti-retroviráis inibidores da 

CYP3A4). Os resultados corroboraram com Lefèvre et al. (2202)(b), pois observou-se um 
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aumento de 2,4 vezes na concentração de lumefantrina no plasma quando administrada 

concomitantemente com os anti-retrovirais.  

 

 

2.8  VALIDAÇÃO ANALÍTICA 

              

 

        Para garantir que um método analítico gere informações confiáveis e 

interpretáveis sobre a amostra, ele deve ser validado, isto é, apropriado para a finalidade 

pretendida, ou seja, a determinação qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de 

fármacos e outras substâncias em produtos farmacêuticos e drogas e/ou metabólitos em 

diferentes matrizes biológicas (por exemplo, sangue total, soro, plasma, urina e tecido). 

(BRASIL/ANVISA, 2003; MOREAU; SIQUEIRA, 2008). Conforme descrito no Guia de 

validação de métodos bioanalíticos (FDA, 2001) e por Brito et al. (2003), os parâmetros 

fundamentais para validação de um método incluem: seletividade, linearidade, curva de 

calibração, sensibilidade, recuperação, precisão, estabilidade e robustez.  

 

                  Segundo Ribani et al. (2004) e Moreau e Siqueira (2008), a seletividade avalia o 

grau de interferência de outros ingredientes ativos, excipientes, impurezas e produtos de 

degradação, bem como outros compostos de propriedades similares que possam estar, 

porventura, presentes na amostra. Garante que a resposta seja exclusivamente do composto de 

interesse, sendo o primeiro passo no desenvolvimento e validação de um método instrumental 

de separação e deve ser reavaliada continuamente.  

 

        A linearidade refere-se à capacidade do método de gerar resultados proporcionais à 

concentração do analito (BRITO et al., 2003; BRASIL/ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). 

É avaliada por intermédio de medidas da amostra em diversas concentrações, ou seja, da 
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construção de curvas de calibração, a partir da relação entre a resposta do instrumento e as 

concentrações conhecidas do analito, em função daquela esperada em um estudo particular 

(CASS; EGANI, 2001; FDA, 2001). A seguir, são obtidos o coeficiente de correlação de 

Pearson e a equação da reta através do método dos mínimos quadrados. 

 

          A curva de calibração deve ser gerada para cada fármaco e corrida analítica, a 

qual será usada para calcular a concentração do fármaco nas amostras, utilizando-se a mesma 

matriz biológica proposta para o estudo. Deve conter, no mínimo, cinco amostras contendo 

padrão do fármaco e padrão interno. O cálculo do coeficiente de regressão de uma curva 

analítica deve ser acompanhado de uma cuidadosa inspeção, para verificar se todos os pontos 

a serem usados estão dentro da faixa linear dinâmica correspondente. (MOREAU; 

SIQUEIRA, 2008) 

 

                    Sensibilidade é a habilidade de um método em distinguir, com determinado nível 

de confiança, duas concentrações próximas. Sua avaliação compreende a determinação dos 

limites de quantificação (menor concentração do composto que pode ser medida com uma 

precisão especificada dentro do critério de aceitação do método) e detecção (menor 

concentração do composto que produz uma resposta maior do que três vezes o ruído) (CASS; 

DEGANI, 2001; FDA, 2001). 

 

             No estudo de recuperação pretende-se definir a quantidade da substância de 

interesse presente ou adicionada no material teste, que é extraída e passível de ser 

quantificada. Avalia-se a eficiência do processo de extração de um método analítico em 

determinado limite de variação (MOREAU; SIQUEIRA, 2008). Está relacionada à exatidão, 
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pois reflete a quantidade de analito recuperado no processo, em relação à quantidade real 

presente na amostra (BRITO et al., 2003).   

 

             Conforme descrito na resolução nº 899, de 2003 da ANVISA, a precisão é a 

proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma mesma amostra, sendo 

determinada através do coeficiente de variação (CV) expresso em porcentagem. É 

considerada em três níveis: repetibilidade (precisão intra-ensaio) que consiste na concordância 

entre os resultados em curto período de tempo com os mesmos analistas e instrumento; a 

precisão intermediária (inter-ensaio) que é a concordância entre os resultados do mesmo 

laboratório, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos 

diferentes. E por último a reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial), consistindo na 

concordância entres os resultados obtidos em laboratórios diferentes.             

 

             Em certos tipos de amostras, faz-se necessário avaliar a estabilidade da substância 

para determinar o tempo de estocagem delas evitando a degradação dos compostos de 

interesse (RIBANI et al., 2004).  

 

                   A robustez de um método compreende a sensibilidade diante de pequenas 

variações. Na cromatografia líquida de alta eficiência pode ser avaliada por variação do pH, 

fluxo e composição da fase móvel, fabricantes dos solventes, diferentes lotes ou fabricantes de 

colunas e  temperatura em que as últimas se encontram. Se estas mudanças estiverem dentro 

dos limites de exatidão, precisão e seletividade aceitáveis, então o método possui robustez e 

tais variações podem ser incorporadas ao procedimento (BRASIL/ANVISA, 2003; BRITO et 

al., 2003; RIBANI et al., 2004; MOREAU; SIQUEIRA, 2008).            
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2. 9  ESTUDOS ENVOLVENDO DETERMINAÇÃO DE LUMEFANTRINA POR CLAE 

EM AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

        

 

                    Alguns estudos foram realizados objetivando determinar as concentrações de LF 

tanto nos fluidos biológicos como em comprimidos. Zeng et al. (1996) foram os primeiros a 

publicarem um método para determinação de lumefantrina em plasma humano utilizando 

CLAE com detecção UV e coluna C18 (fase reversa). Dose única de 500mg de LF foi 

administrada a voluntários, e coletados 2mL de sangue após 30 minutos e 14 dias da 

administração. Os autores estabeleceram as seguintes condições cromatográficas: fase móvel 

composta por metanol-água-ácido acético glacial-dietilamina (93:6:1:0,03, v/v), fluxo de 

1mL/min e absorbância de 335nm.  

 

                   Foi utilizado como padrão interno um homólogo da LF. Durante a extração 

líquido-líquido, utilizou-se 1 mL de plasma, 1mL de solução tampão de hidrofosfato de sódio 

0,2M-ácido cítrico 0,1M (7,71:12,29, v/v) e 2mL de ácido acético glacial-acetato de etila 

(1:100, v/v) para evitar a emulsificação e obter uma maior recuperação, cujo valor absoluto 

foi 92,91% (nas concentrações de 5 a 4000 ng/mL) e do padrão interno de 84,85% 

(300ng/mL). O limite de detecção da LF foi 11,8 ng/mL, a eluição foi em 4,86min e a 

precisão baixa em pequenas concentrações (5 e 10ng/mL) e elevada em altas concentrações 

(20 a 4000ng/mL). 

 

                   Mansor et al. (1996) também determinaram lumefantrina por CLAE com detector 

UV e coluna C18 . Este estudo foi realizado com dois voluntários sadios, os quais utilizaram 

500mg do fármaco. A seguir, foram coletados 10mL de sangue em diferentes horários. A fase 

móvel foi composta por acetonitrila-acetato de amônio 0,1M (90:10:, v/v), pH 4,9 ajustado 
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com ácido acético; fluxo de 1,5mL/min. e absorbância de 335nm. O padrão interno foi a 

halofantrina.  

 

                  Foi empregada extração líquido-líquido, sendo utilizados: 1 mL de plasma, 50µL 

de halofantrina (5000ng/mL), 1mL de tampão ftalato 0,1M (pH= 2) e 7mL de hexano-

dietiléter (70:30, v/v).   O tempo de retenção da LF foi 15,9 min e do padrão interno 

13,3minutos. A curva de calibração foi linear no intervalo de 0-800 ng/mL, a recuperação 

média foi 96,8±5,2%(%±desvio padrão), limite de detecção de 5ng/mL usando 1mL de 

plasma e precisão intra-dia e inter-dia de 1,8-4,0% e 1,8-4,2%, respectivamente. 

 

                  Annerberg et al. (2005) determinaram as concentrações de lumefantrina em 96 

amostras de plasma, utilizando detector UV e coluna CN (ciano),  nas seguintes condições 

cromatográficas: fase móvel composta por acetonitrila-tampão fosfato (pH 2,0; 0,1M) (58:42, 

v/v) e percolato de sódio 0,01M (mol/L de fase móvel); fluxo de 1,2mL/min. e absorbância de 

335nm. Na extração em fase sólida foram utilizado 0,25ml de plasma, 500µL de acetonitrila-

ácido acético (99:1, v/v) para precipitação de proteínas.  

 

                   Como padrão interno utilizou-se um análogo da LF na concentração de 

2,50µg/mL. Os tempos de retenção da LF e do padrão interno foram 10,2 e 8,3 minutos, 

respectivamente. As recuperações médias do fármaco nas concentrações de 200, 2000 e 

15000 ng/mL foram 83,0±3,7; 84,4±4,2 e 86,5±2,5, respectivamente.  O limite de detecção foi 

de 10ng/mL e o de quantificação de 25ng/mL. 
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                   Lindegardh et al. (2005) desenvolveram um método para simultânea determinação 

de lumefantrina e desbutil-lumefantrina em plasma de pacientes com malária falciparum não 

complicada utilizando CLAE com coluna CN e detector UV. A fase móvel utilizada foi 

acetonitrila-tampão fosfato (pH 2,0; 0,1M) (55:45 v/v) e percolato de sódio 0,05M, com fluxo 

de 1,2mL/min. e absorbância de 335nm. O padrão interno foi um análogo da lumefantrina, 

denominado “IS-2”.  

 

                  A extração foi em fase sólida, utilizando 250µL de plasma, 0,5 mL de acetonitrila- 

ácido acético (99:1 v/v) e 2,5µg/mL de padrão interno. A linearidade da LF foi de 0,024 a 

20,0µg/mL e da DLF de 0,021 a 1,01µg/mL. Os limites de detecção e quantificação da LF 

foram 0,010µg/mL e 0,021µg/mL, respectivamente. O tempo de retenção da LF foi de 17min. 

e da DLF foi de 10min. As recuperações médias da LF, DLF e do padrão interno foram 

70,75%, 66% e 88,5 %, respectivamente.  

 

        Huang et al. (2010) fizeram modificações no método proposto por Lindegardh et 

al. (2005), promovendo a precipitação das proteínas, utilizando acetonitrila contendo 0,2% de 

ácido perclórico e halofantrina como PI (padrão interno). Foi usada coluna CN, detecção UV 

em 335nm e eluição em gradiente com duas fases móveis: água e ácido trifluracético (0,1%) e 

metanol e ácido trifluracético 0,1%. O fluxo foi de 0,4mL/min. A extração foi em fase sólida, 

utilizando 0,2mL de plasma, 50 µL de PI (100 µg/mL) e 0,5mL de acetonitrila contendo 0,2% 

de ácido perclórico. Os tempos de retenção da LF e do PI foram 14 e 6 minutos, 

respectivamente. O intervalo de linearidade foi 50-10.000ng/mL, Os coeficientes de variação 

intra e inter-ensaio foram inferiores a 15% e a recuperação da LF alcançou 90%.   
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                   Blessborn et al. (2007) desenvolveram e validaram um método para determinação 

de LF em sangue capilar adsorvidas em papel de filtro de nove pacientes com malária 

falciparum não complicada, após 40 e 135 horas do uso de Coartem®. A fase móvel foi 

acetonitrila-tampão fosfato (0,1M, pH 2) (55:45, v/v) com 0,03M percolato de sódio, fluxo de 

0,4mL/min. em coluna CN, com detector UV e absorbância em 335nm. O padrão interno foi o 

análogo TA 3039.  

 

                   Na extração em fase sólida utilizou-se “spots” de 100µL, 1mL de ácido acético 

0,5M, 1 mL de acetonitrila e 1 mL de padrão interno. Os tempos de retenção da LF e do 

padrão interno foram 11,5 e 12,2minutos, respectivamente.   O limite de detecção da LF foi de 

0,1µM, e de quantificação de 0,25µM. Recuperação média entre 60-65% foi obtida quando os 

“spots” foram extraídos no mesmo dia da aplicação no papel de filtro, contudo, reduziu para 

40%, passado alguns dias. Os autores recomendaram para evitar perdas que o papel de filtro 

seja tratado com ácido tartárico 0,75M. 

  

                   Ntale et al. (2008) desenvolveram um método para quantificação de LF e DLF em 

amostras de sangue total, adsorvidas em papel de filtro, de quatro pacientes com malária 

falciparum que fizeram uso de Coartem®. Foi utilizada CLAE com coluna C18 e detector 

UV. Como padrão interno utilizou-se halofantrina. A fase móvel consistiu de 10% de 

acetonitrila em tampão acetato de amônio (acetato de amônio 0,1M e ácido acético 0,01M, pH 

6,5), fluxo de 1mL/min. e absorbância de 335nm. Os analitos foram estabilizados no papel de 

filtro tratando o sangue com ácido fosfórico (1,6 mol/L).  

 

                   Na extração líquido-líquido foram utilizados 50µL de padrão interno, 1mL de 

metanol, 2mL de tampão fosfato de sódio (0,4 M, pH=2), 120µL  de KOH (1M) e 8mL de di-
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isopropiléter.  O tempo de retenção da LF foi 6,03 min, para a DLF de 4,32min. e do padrão 

interno de 4,96min. A estabilidade dos fármacos nos “spots” foi satisfatória e a recuperação 

média da LF foi 45±3% e da DLF 28±3%. O limite de quantificação para ambos foi 300nM.   

           

           

 2.10  JUSTIFICATIVA 

 

 

      Com a crescente utilização mundial do Coartem®, inclusive no Brasil, onde foi 

adotado como esquema de primeira linha para o tratamento da malária por P. falciparum, faz-

se necessário a validação de metodologia analítica de baixo custo, rápida e sensível, que 

permita a determinação de lumefantrina em amostras biológicas, a fim de auxiliar no 

estabelecimento dos esquemas terapêuticos ideais para a população amazônica, avaliar os casos 

de falha de resposta terapêutica a este novo esquema, contribuindo assim, para o controle 

apropriado dos casos clínicos de modo a possibilitar a aplicação de novas medidas terapêuticas, 

uma vez que fármacos com tempo de eliminação prolongada favorecem a disseminação de 

parasitas resistentes, pois as concentrações residuais no organismo do paciente aumentam a 

chance da pressão seletiva, no caso de reinfecção, surgindo mutações que podem ser 

disseminadas. (PREMJI, 2009).  

 

       Soma-se o fato que o método proposto neste estudo considera a dificuldade de 

transporte de amostras, a carência de recursos públicos para o sistema de saúde pública e a 

possibilidade de difusão da monitorização terapêutica.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1  GERAL 

           

 

                    Validar metodologia analítica para determinação de lumefantrina em amostras de 

plasma e sangue total adsorvida em papel de filtro por cromatografia líquida de alta eficiência 

com detecção no ultravioleta em pacientes com malária causada por P. falciparum não 

complicada  

 

  

3.2  ESPECÍFICOS 

    

 

 Padronizar a extração líquido-líquido de lumefantrina em plasma;  

 Estabelecer as condições para a extração líquido-líquido em sangue total utilizando 

papel de filtro; 

 Realizar estudos de seletividade, linearidade, curva de calibração, limites de detecção e 

quantificação, recuperação, precisão intra e inter ensaio, estabilidade e robustez; 

 Verificar a aplicabilidade do método validado na determinação das concentrações de 

lumefantrina em amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro e em plasma de 

pacientes com malária por P. falciparum.; 
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4. METODOLOGIA  

 

4.1 CASUÍSTICA 

 

                   Para validação da metodologia analítica foram utilizadas amostras de sangue total e 

plasma de voluntário que nunca apresentou episódios de malária.   

 Para o estudo da aplicabilidade do procedimento validado foram coletadas, no 

período de julho a agosto de 2010, amostras de sangue total e plasma de pacientes com malária 

falciparum não grave, atendidos pelo Projeto RAVREDA, usando o quimioterápico de 

interesse (lumefantrina), por demanda espontânea, dentre aqueles que procuram o serviço de                                                                                                      

malária da Fundação de Medicina Tropical do Amazonas - FMTAM - (situada em Manaus–

Amazonas). Cada coleta do material biológico foi acompanhada do preenchimento de 

protocolo contendo identificação da amostra, o nome do paciente, idade e sexo. 

 

4.1.1 Critérios de Inclusão 

 

 Diagnóstico hemoparasitoscópico de malária por P. falciparum;  

 Iniciado tratamento para malária por P. falciparum: Coartem® ou Riamet® (quatro 

comprimidos de 20mg/120mg, duas vezes ao dia por 3 dias); 

 Idade acima de 18 anos (ambos os sexos); 

 Assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. 
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 4.1.2  Critérios de Exclusão 

 

 Pacientes com malária mista (aqueles com P. falciparum e outra espécie de malária);    

 Os que apresentarem agravamento do quadro; 

 Pacientes com doenças associadas;  

 Aqueles que recusarem assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.   

 

 

4.2  AMOSTRAS 

                     

 

                   Foram coletadas amostras por punção digital e por punção venosa empregando 

EDTA como anticoagulante, de pacientes com malária falciparum não grave, no terceiro dia 

(D3) após o início do tratamento. As primeiras foram transferidas para papel de filtro Whatman 

n° 41 (previamente tratado com ácido tartárico 0,75M), com seis aplicações de 100 µL em 

gotas concêntricas de aproximadamente dois cm de diâmetro, A seguir, o papel de filtro foi 

seco à temperatura ambiente, por três horas, e acondicionado em envelope comum 

devidamente identificado. As amostras foram transferidas ao Laboratório de Toxicologia da 

UFPA, onde foram realizadas as análises.  

 

 

4.3  EQUIPAMENTOS E ACESSÓRIOS 

 

 

       As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência Varian
®
, 

composto por uma bomba isocrática modelo ProStar 300, injetor manual reodyne, com loop de 

20μL, detector duplo canal ultravioleta e vísivel ProStar, modelo 220. A separação 
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cromatográfica foi realizada a temperatura ambiente empregando-se coluna X-TERRA  RP18 

5μm 4.6 X 150mm (Waters, Saint Quentin-en-Y velines, France). 

 

       No preparo das amostras também foram utilizados: agitador de tubos vortex, Q-

22ob1, Quimis
®

; Ultra-som, Q-335D, Quimis
®
; Centrífuga, 2K15, Sigma Laborzentrifugen

®
; 

peagâmetro digital PHS-3B, pHte
®
 k; Balança, VL–1mg, Acculab

®
; Homogeneizador BHS-

300, Benfer
®
; Bomba de vácuo, Fabbe

®
; desionizador de água Aquapur AQ 0010

®
;  

microseringa de 50µL, Halmliton
®
; Papel de filtro Qualy

®
 (14µg de poro); Papel de filtro 

Whatman
®
 n° 41  ; micropipetas automáticas com volume regulável Finnpipette (10µL a 

100µL, 20µL a 200µL e 200µL a 1000µL), Labsystems
®

.; coluna preparativa de 100mL e 

chapa aquecedora.  

 

 

4.4  REAGENTES E SOLVENTES 

 

 

       Foram utilizados metanol, ácido acético, ácido tartárico, trietilamina, ácido 

fosfórico, acetonitrila, anidrido acético, hexano e éter-etílico que foram obtidos da Merck
®
 e 

Labsynth
®
. A água utilizada foi purificada com o sistema Aquapur AQ 0010

®
.  

 

 

4.5 SÍNTESE DO PADRÃO INTERNO (LUMEFANTRINA ACETILADA) 

          

 

                   A síntese foi realizada no Laboratório de Química Farmacêutica da Faculdade de 

Farmácia-UFPA, utilizando oito comprimidos de Coartem
®
, que foram triturados e 

solubilizados em metanol. A mistura foi filtrada em papel de filtro, e o filtrado permaneceu a 
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temperatura ambiente para evaporação do solvente. A seguir, foi pesado e transferido para 

erlenmeyer, no qual foi adicionado anidrido acético e trietilamina. Submetido a aquecimento 

em placa aquecedora a 70°C por duas horas. Por fim, resfriado a temperatura ambiente para 

cristalização do produto da reação. O derivado acetilado formado está apresentado na figura 

abaixo. 

 

 

N
O

CH3
O

Cl

Cl

Cl
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                                          Figura 09: Estrutura química do Padrão interno 

 Fonte: Próprio autor 

 

 

 

4.6  SOLUÇÕES-PADRÃO 

 

 

4.6.1  Soluções estoque 

                  

 

                   As soluções estoque de lumefantrina (adquirida de Novartis
®
 Pharmaceutical) e do 

padrão interno lumefantrina acetilada (adquirida através de síntese) foram preparadas usando 

metanol-ácido acético (99,8:0,2 v/v) para uma concentração final de 200µg/mL e de 
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212µg/mL, respectivamente. A seguir, foram acondicionadas em frascos de vidro âmbar a        

-20°C  

 

 

4.6.2 Soluções intermediárias 

 

 

                   As soluções estoque de LF e do PI foram diluídas em metanol para obtenção das 

soluções intermediárias de 20 µg/mL e 10 µg/mL, respectivamente. 

            

 

4.6.3 Soluções de trabalho 

 

 

       As soluções intermediárias de LF e do PI foram diluídas em metanol para obtenção 

das soluções de trabalho nas concentrações de 8µg/mL e 1 µg/mL para LF e na concentração 

de 1 µg/mL para o PI. Estas soluções foram preparadas momentos antes do uso.   

 

 

4.6.4  Padrões de calibração 

              

 

                   As amostras controle de lumefantrina utilizadas na validação da metodologia 

analítica foram preparadas em sangue total e plasma, oriundas de voluntário saudável que 

nunca fez uso de antimalárico. Foram obtidas a partir da diluição de alíquotas da solução de 

trabalho (8 µg/mL) de LF  em volumes apropriados de sangue total e plasma humano, de modo 

a obter seis concentrações diferentes (160, 320, 640, 800, 1440 e 1760 ng/mL).  
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                   Antes de receber a amostra biológica, o papel de filtro foi submerso por 30 

segundos em um recipiente plástico contendo solução de ácido tartárico 0,75M e seco a 

temperatura ambiente por uma hora. A seguir, estocado e protegido da luz (BLESSBORN et 

al., 2007). Os “spots” foram preparados no papel de filtro usando 100µL das amostras controle 

em diversas concentrações. Foram realizadas dez aplicações em cada folha de papel de filtro, 

os quais foram secos por três horas e armazenados em envelope a temperatura ambiente.  

 

 

4.7  EXTRAÇÃO DA LUMEFANTRINA DAS AMOSTRAS DE PLASMA 

 

 

                   Foi utilizada uma alíquota de 250µL de cada amostra, que foi transferida para 

tubos de centrífuga de polipropileno de capacidade de 15mL (FALCON). A seguir, foram 

adicionados 56,60 μL do padrão interno (212 µg/mL) e 100 µL de ácido acético 30%. O tubo 

foi agitado em vórtex por 30 segundos e adicionado 2,0 mL de hexano-éteretílico (7:3). 

Posteriormente homogeneizado por 30 minutos e centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm. A 

fase orgânica (sobrenadante) foi transferida para microtubos de polietileno (eppendorf) e 

evaporada a temperatura ambiente. O resíduo foi ressuspendido com 100 µL da fase móvel, 

agitado em vórtex por 30 segundos, e volume de 50 µL foi injetado no cromatógrafo, 

seguindo-se as condições previamente descritas no item 5.1. O fluxograma do procedimento 

analítico encontra-se descrito na Figura 10. 
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4.8 EXTRAÇÃO DA LUMEFANTRINA DAS AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL 

ADSORVIDAS EM PAPEL DE FILTRO. 

 

 

                   Os “spots” (com 100 µL de sangue cada um) foram cortados em pequenas peças e 

transferidos para tubos de centrífuga de polipropileno ( FALCON ) com capacidade de 15mL e 

adicionados 2mL de ácido acético a 30%. A seguir, foram homogeneizados por 15 minutos e 

transferidos para ultra-som por uma hora e depois centrifugados a 2000 rpm por 10min. O 

papel de filtro foi retirado, com auxílio de um palito de madeira e adicionados 56,60 µL do PI 

(212 µg/mL) e 6mL de hexano-éteretílico (7:3). Os tubos foram agitados em vórtex por 30 

segundos, homogeneizados por 20 minutos e centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. A fase 

orgânica (sobrenadante) foi transferida para tubos de centrífuga de polipropileno e evaporada a 

temperatura ambiente. O resíduo foi ressuspendido com 100 µL da fase móvel, agitado em 

vórtex por 30 segundos, e volume de 50 µL foi injetado no cromatógrafo, seguindo-se as 

condições previamente descritas em 5.1. O fluxograma do procedimento analítico encontra-se 

descrito na Figura 11. 
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Figura 10: Fluxograma do procedimento analítico de extração da lumefantrina em amostras 

de plasma. 

 

 

 

 
250 µL DE PLASMA 

 56,60µL de PI (212 µg/mL) 

 

 100 µL de ácido acético 30% 

 

 Vórtex 30 seg. 

 

 2,0 mL de hexano-éteretílico (7:3) 

 

 Homogeneizador 30 min. 

 

 Centrifugar a 2500 rpm por 10 min 

 

 c 

 

 

 

 

  

  

 

FASE AQUOSA 

 

FASE ORGÂ NICA 

 Evaporar em TA 

 

 100µL de fase móvel 

 

 Agitar vortex 30 seg. 

 
 

DESCARTAR 

 

CLAE* 

*Volume injetado: 50µL. 
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*Volume injetado: 50µL. 

 

Figura 11: Fluxograma do procedimento analítico de extração em papel de filtro da 

lumefantrina em amostras de sangue total. 

 

 
DOIS “SPOTS” 

(200 µL) 

 

FASE AQUOSA 

 

FASE ORGÂ NICA 

 

DESCARTAR 

 

CLAE* 

 2,0mL de ácido acético 30% 

 

 Homogeneizador 15 min. 

 

 Ultra-som (uma hora) 

 

 Centrifugar a 2000rpm (10min.) 

 

 Retirar o papel de filtro 

 

 Adicionar 56,60 µL de PI (212 µg/mL) 

 

 6,0mL de hexano-éteretílico (7:3) 

 

 Vórtex 30seg. 

 

 Homogeneizador 20min. 

 

 Centrifugar a 2500rpm (10min.) 

 

 

 

 

  

  

 Evaporar em TA 

 

 100µL de fase móvel 

 

 Agitar vortex 30 seg. 
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4.9 VALIDAÇÃO ANALÍTICA DOS MÉTODOS 

 

 

      A validação das metodologias analíticas foi realizada segundo os critérios propostos 

pelo FDA, “Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation”, (2001) e resolução da 

ANVISA n° 899, de 29/5/2003. Os parâmetros avaliados foram: seletividade, linearidade, 

curva de calibração, limites de detecção e quantificação, recuperação, precisão intra e inter 

ensaio, estabilidade e robustez. 

 

 

4.9.1 Otimização das condições cromatográficas 

 

 

                   As condições cromatográficas foram obtidas utilizando-se soluções padrões de 

lumefantrina e lumefantrina acetilada em concentração de 1 µg/mL. Foram otimizados o fluxo, 

a composição e pH (ajustado com ácido fosfórico 30%) da fase móvel e o comprimento de 

onda de detecção.  

 

 

4.9.2  Parâmetros de desempenho analítico 

 

 

4.9.2.1  Seletividade 

 

 

      Foi realizada a fim de caracterizar a possível interferência dos fármacos comumente 

empregados no tratamento da malária e seus metabólitos ou para hipertermia nos tempos de 

retenção do analito de interesse e do padrão interno. Foram avaliados a mefloquina, 

carboximefloquina, quinidina, quinina, cloroquina, desetilcloroquina, doxiciclina, 
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amodiaquina, primaquina, diclofenaco, ácido acetilsalicílico e paracetamol. (ANNERBERG et 

al., 2005; NTALE et al., 2008).  A análise foi realizada segundo as condições cromatográficas 

descritas no item 5.1.  

 

 

4.9.2.2  Linearidade 

 

 

      Alíquotas da solução de trabalho de LF (8 µg/mL) foram diluídas em metanol para 

a obtenção de seis concentrações diferentes (160, 320, 640, 800, 1440 e 1760 ng/mL), as quais 

foram injetadas em quintuplicata no cromatógrafo de acordo com as condições apresentadas no 

item 5.1. A seguir, a concentração de lumefantrina foi plotada no eixo das abscissas e a relação 

entre sua área e a do padrão interno (212 µg/mL) no eixo das ordenadas.  Foi obtida a equação 

da reta, pelo método dos mínimos quadrados, e determinado o coeficiente de correlação de 

Pearson (r). 

 

 

4.9.2.3  Curva de calibração 

 

 

                   Foram construídas duas curvas, utilizando amostras controle de sangue total 

adsorvida em papel de filtro, e com plasma contendo LF nas concentrações de 160, 320, 640, 

800 e 1440 ng/mL, as quais foram submetidas aos procedimentos de extração e quantificação 

descritos em 4.7, 4.8 e 5.1. Os ensaios foram realizados em quintuplicata e as relações das 

áreas de lumefantrina e do padrão interno foram projetadas no eixo da ordenada e as 

concentrações na abscissa. A regressão linear foi feita para obtenção da equação da reta e o 

coeficiente de Pearson (r) foi calculado para estabelecer a correlação entre a concentração do 
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fármaco e as respectivas relações das áreas do analito e do padrão interno (FDA, 2001; 

BRASIL/ANVISA, 2003). 

 

 

4.9.2.4  Limite de detecção  

 

 

      O limite de detecção foi determinado a partir da injeção no cromatógrafo das 

diluições sucessivas das soluções de trabalho de lumefantrina. O limite de detecção foi 

considerado três vezes o desvio padrão da linha de base (FDA, 2001; BRASIL/ANVISA, 

2003).  

 

 

4.9.2.5  Limite de quantificação 

 

 

      O limite de quantificação foi determinado empregando-se amostras controle 

contendo lumefantrina em concentração decrescente, as quais foram submetidas ao 

procedimento de extração e determinação, segundo condições padronizadas neste estudo. As 

relações das áreas da lumefantrina e do padrão interno nas diversas concentrações avaliadas 

foram empregadas para obtenção do coeficiente de variação. As análises foram realizadas em 

quintuplicata e o limite de quantificação foi considerado aquele que apresentou coeficiente de 

variação inferior a 15% (FDA, 2001; BRASIL/ANVISA, 2003).  
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4.9.2.6  Recuperação 

            

  

                  Foram empregadas amostras controle contendo lumefantrina em concentrações de 

160, 640 e 1440ng/mL, as quais foram submetidas aos procedimentos de extração e 

quantificação previamente descritos. As relações das áreas da lumefantrina e do padrão interno 

das amostras controle foram comparadas aquelas resultantes da injeção direta no cromatógrafo 

da solução padrão de lumefantrina e do padrão interno, nas mesmas concentrações. Os 

resultados foram expressos em porcentagem da área da amostra extraída, em relação aquela da 

solução injetada diretamente no cromatógrafo, que representa 100%. As amostras foram 

analisadas em quintuplicata durante cinco dias consecutivos.  

 

 

4.9.2.7  Precisão  

 

 

 A precisão intra-ensaio foi determinada, analisando-se, em um mesmo dia, 

amostras de plasma e sangue total fortificadas com LF, em concentrações de 160, 640 e 

1440ng/mL. A análise foi realizada em quintuplicata para cada concentração e submetida à 

extração conforme descrito nas figuras 10 e 11. Foram calculados os valores do coeficiente de 

variação para cada análise (FDA, 2001; BRASIL/ANVISA, 2003). 

 

O estudo de precisão inter-ensaio foi realizado analisando amostras de plasma e 

sangue total fortificadas com LF nas concentrações de 160, 640 e 1440ng/mL, em 

quintuplicata por cinco dias consecutivos. Para obtenção da precisão inter ensaio foram 

calculados os coeficientes de variação de cada concentração durante os cinco dias de estudo 

(FDA, 2001; BRASIL/ANVISA, 2003).  
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4.9.2.8  Estabilidade 

 

 

       A estabilidade da lumefantrina no sangue total adsorvido em papel de filtro foi 

determinada por meio da análise, em triplicata, das amostras controle contendo diversas 

concentrações do analito (160, 640 e 1440 ng/mL), no mesmo dia de preparo dos “spots” 

(tempo 0) e comparadas àquelas analisadas após 70 dias de acondicionamento do papel de 

filtro em envelopes lacrados armazenados a temperatura ambiente. A variação aceita é de 15% 

(BRASIL/ANVISA, 2003; NASCIMENTO, 2008). 

 

 

4.9.2.9  Robustez 

 

 

      Para estudo de robustez foram testadas três condições dos parâmetros 

cromatográficos mais sujeitas a variação: pH, fluxo e composição da fase móvel.  

 

 

4.10  AVALIAÇÃO ESTATÍSTICA    

 

 

       Considerando-se que as concentrações plasmáticas de quimioterápicos devem 

apresentar distribuição normal e variâncias iguais na população de estudo, foram empregados 

testes paramétricos para a avaliação dos diversos parâmetros de validação analítica, com 

auxílio dos programas BIOSTAT 5.0
®

 E EXCEL
®

. O nível de significância aceito foi de 5%.  
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4.11  ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

                  O trabalho foi desenvolvido com amostras biológicas coletadas para as pesquisas 

associadas ao projeto RAVREDA. Cada paciente candidato ao presente estudo assinou o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo A), aceitando participar da pesquisa e 

teve sua identidade mantida em sigilo. O presente trabalho foi submetido ao comitê de ética em 

Pesquisa de seres humanos do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Pará 

(CEP-CCS/UFPA) (anexo B).  
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1  CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 

             

 

                 As condições cromatográficas utilizadas para validação dos métodos estão 

apresentadas na tabela 02:  

 

 

TABELA 02: Parâmetros cromatográficos utilizados para validação da metodologia analítica 

PARÂMETRO CONDIÇÃO 

Detecção   UV (λ = 335 nm) 

 

Fluxo 1,2 mL/min 

Coluna  C18, 5µm X-terra 4.6 X 150mm 

(Waters, Saint Quentin-en-Y velines, 

France). 

Fase móvel Acetonitrila:água, pH de 3,5 (60:40) 

Volume de injeção 20 µL 

 

 

    Nas condições cromatográficas acima, os tempos de retenção das soluções 

padrões de LF e LFac (lumefantrina acetilada)  estão apresentados na Tabela 03 e o 

cromatograma está ilustrado na Figura 12. 
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TABELA 03: Tempo de retenção das soluções padrões de LF (1µg/mL) e PI (1µg/mL)   

segundo condições cromatográficas previamente padronizadas. 

Fármaco n Retenção 

(min) 

Lumefantrina (A) 5 7,0 

 Lumefantrina acetilada(B) 5 9,7 

n= número de determinações  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12: Cromatograma das soluções padrões de LF (1µg/mL) (A) e PI (1µg/mL) (B), 

segundo condições cromatográficas padronizadas. 
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    B 
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5.2  PARÂMETROS DE DESEMPENHO ANALÍTICO 

 

 

5.2.1 Seletividade 

      

 

                 A tabela 04 mostra que nas condições cromatográficas estabelecidas, não há 

interferência dos fármacos avaliados nos tempos de retenção da LF e do PI. 

 

 

5.2.2 Linearidade 

 

 

      A linearidade do procedimento juntamente com a equação da reta e o coeficiente 

de correlação de Pearson (r) estão apresentados na tabela 05 e na figura 13.    

 

 

5.2.3 Curva de calibração 

 

 

                    As curvas de calibração obtidas através de análises do plasma e sangue total, 

conforme descrito em 4.9.2.3 estão apresentadas nas tabelas 06 e 07 e ilustradas nas figuras 14 

e 15, respectivamente. 
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TABELA 04: Tempo de retenção dos fármacos de interesse, de acordo com as condições 

cromatográficas padronizadas para determinação de lumefantrina. 

Fármaco Tempo de retenção 

(minutos) 

Mefloquina NE 

Carboximefloquina 3,6 

Quinidina NE 

Quinina NE 

Cloroquina NE 

Desetilcloroquina 1,4 

Doxiciclina 1,6 

Amodiaquina NE 

Primaquina NE 

Diclofenaco NE 

Àcido acetilsalicílico 2,3 

Paracetamol 1,8 

NE: Não eluiu nas condições cromatográficas padronizadas 

 

 

 

TABELA 05: Linearidade da lumefantrina 

Lumefantrina 

ng/mL 

n Relação das áreas 

Lumefantrina/Padrão 

interno 

160 5 0,057 

320 5 0,129 

640 5 0,253 

800 5 0,415 

1440 5 0,715 

1760 5 0,909 

n= número de determinações 
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      Figura 13: Representação gráfica da Linearidade da Lumefantrina 

 

 

TABELA 06: Curva de calibração da lumefantrina em plasma 

Lumefantrina 

ng/mL 

n Relação das áreas 

Lumefantrina/Padrão 

interno 

160 5 0,872 

320 5 1,324 

640 5 2,097 

800 5 2,876 

1440 5 4,007 

n= número de determinações 

 

TABELA 07: Curva de calibração da lumefantrina em sangue total  

Lumefantrina 

ng/mL 

n Relação das áreas 

Lumefantrina/Padrão 

interno 

160 5 0,228 

320 5 0,253 

640 5 0,295 

800 5 0,356 

1440 5 0,412 

n= número de determinações   
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  FIGURA 14: Representação gráfica da curva de calibração da lumefantrina em plasma   
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FIGURA 15: Representação gráfica da curva de calibração da lumefantrina em sangue total 

adsorvido em papel de filtro.   
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5.2.4 Limite de detecção 

 

 

         O limite de detecção foi de 32ng/mL 

 

 

5.2.5   Limite de quantificação 

 

 

                  O limite de quantificação tanto para o plasma quanto para o sangue total foi de 

160ng/mL 

 

 

5.2.6  Recuperação absoluta 

 

 

                   Na Tabela 08 estão apresentados os resultados da recuperação absoluta da 

lumefantrina no plasma e no sangue total adsorvido em papel de filtro, em três concentrações 

avaliadas.  

 

 

TABELA 08: Recuperação absoluta da Lumefantrina em plasma e sangue total 

Lumefantrina 

em plasma 

ng/mL 

 

 

 

n Recuperação 

(%) 

Lumefantrina em 

sangue total 

ng/mL 

n Recuperação 

(%) 

160  15 114 160 15 120 

640  15 106 640 15 85 

1440  15 80 1440 15 48 

n= número de determinações 
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5.2.7 Precisão dos métodos 

 

                 As Tabelas 09 e 10 mostram os resultados obtidos nos ensaios de precisão em 

plasma e sangue total adsorvido em papel de filtro, respectivamente. Pode ser observado que 

os coeficientes de variação mantiveram-se abaixo de 15% para ambos. 

 

TABELA 09: Precisão intra-ensaio e inter-ensaio da Lumefantrina em amostras de plasma 

expressa como coeficiente de variação.    

Lumefantrina 

ng/mL 

n  Coeficiente de 

Variação 

INTRAENSAIO 

(%) 

n Coeficiente de Variação 

INTERENSAIO 

(%) 

160 5 11,55 15 14,37 

640 5 10,95 15 10,89 

1440 5 10,15 15 14,39 

n= número de determinações 

 

 

TABELA 10: Precisão intra-ensaio e inter-ensaio da Lumefantrina em amostras de sangue 

total adsorvidas em papel de filtro, expressa como coeficiente de variação.    

Lumefantrina 

ng/mL 

n  Coeficiente de 

Variação 

INTRAENSAIO 

(%) 

n Coeficiente de Variação 

INTERENSAIO 

(%) 

160 5 9,14 15 10,63 

640 5 10,05 15 10,03 

1440 5 5,96 15 14,68 

n= número de determinações 
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5.2.8 Estabilidade 

 

 

        A tabela 11 mostra os resultados obtidos no estudo da estabilidade química da 

lumefantrina (item 4.9.2.8). Foi observado que, durante 70 dias, as amostras mantidas a 

temperatura ambiente, não apresentaram perda superior a 15%. 

 

 

TABELA 11: Estudo da estabilidade da lumefantrina 

Concentração 

de 

lumefantrina 

(ng/mL) 

n Tempo 0  

(relação de área) 

70 dias depois 

(relação de 

área) 

 Perda de 

lumefantrina 

(%) 

Coeficiente  

de variação 

(%) 

160 3 0,285 0,225 21,05 8,98 

640 3 0,256 0,204 20,31 8,27 

1440 3 0,287 0,223 22,30 13,70 

n= número de determinações 

 

 

5.2.9 Robustez 

 

 

                   Para avaliação da robustez do procedimento foram variados o pH da fase móvel 

em 5,1 e 3,5 , a concentração de acetonitrila, nas proporções de 70:30 (v/v) e 60:40 (v/v) e o 

fluxo da fase móvel em 1,2; 1; 0,8; 0,6 e 0,5 . Os resultados obtidos estão apresentados na 

Tabela 12.  
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5.2.10 Aplicabilidade do método  

 

 

                  O resultado da análise da concentração de lumefantrina em sangue total adsorvido 

em papel de filtro dos pacientes com malária falciparum em tratamento com Coartem
®

, 

coletado no D3, submetidos ao método validado, está representado na tabela 13 e figura 16.  

 

 

TABELA 12: Avaliação da robustez do método através de alterações no valor de pH, fluxo e 

na proporção dos solventes da fase móvel, de acordo com as condições cromatográficas 

previamente padronizadas.  

 

 

Variação 

Tempo de Retenção (min) 

 

n Lumefantrina PI 

ACN/água (70:30) 

pH=5,1; fluxo de 

1mL/min. 

 

5 

 

6,7 

 

7,6 

 

ACN/água (70:30) 

pH=5,1; fluxo de 

0,8mL/min. 

 

 

5 

 

 

 

9,2 

 

 

 

10,1 

 

 

ACN/água (60:40) 

pH=5,1; fluxo de 

1mL/min. 

 

 

 

5 

 

 

 

5,5 

 

 

6,1 

ACN/água (60:40) 

pH=5,1; fluxo de 

0,6mL/min. 

 

 

5 

 

9,4 

 

10,5 

ACN/água (60:40) 

pH=3,5; fluxo de 

0,5mL/min. 

 

5 

 

12,4 

 

12,2 

 

ACN/água (60:40) 

pH=3,5; fluxo de 

0,8mL/min. 

 

5 

 

14 

 

19,7 

 

ACN/água (60:40) 

pH=3,5; fluxo de 

1mL/min. 

 

5 

 

12,1 

 

17,5 

n= número de determinações 
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TABELA 13: Concentrações (ng/mL) de lumefantrina em pacientes com malária falciparum 

 

Paciente n Concentração lumefantrina 

(ng/mL) 

 

1 

 

3 

 

785 

 

2 

 

3 

 

1118 

       n= número de determinações 

  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
      

  

  FIGURA 16: Cromatograma de amostra de sangue total de paciente com malária 

falciparum em tratamento com Coartem
®
. LF(A) e LFac (B). 
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    B  
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6. DISCUSSÃO 

 

 

                  É fundamental que os laboratórios analíticos disponham de meios e critérios 

objetivos para demonstrar, através da validação, que os métodos de ensaios que executam 

conduzem a resultados confiáveis e adequados à qualidade pretendida. Se um método existente 

for modificado para atender aos requisitos específicos, ou um método totalmente novo for 

desenvolvido, o laboratório deve se assegurar de que suas características de desempenho 

atendem aos requisitos para as operações analíticas pretendidas. (INMETRO, 2003). 

 

                  A importância da validação em análise química tornou-se mais acentuada a partir da 

constatação, na década de 1970, da enorme variabilidade dos resultados de análise toxicológica 

de amostras submetidas a estudos interlaboratoriais por órgãos do governo americano. A partir 

de iniciativas de instituições do governo americano, tais como o Food and Drug 

Administration (FDA) e a Environmental Protection Agency (EPA), e dos resultados de 

estudos para assegurar a integridade dos dados laboratoriais, criou-se o sistema denominado 

ISSO/IEC-25. (CHASIN; CHASIN; SALVADORI, 1994), objetivando a padronização das 

exigências a serem seguidas pelos laboratórios a fim de garantirem competência na realização 

dos serviços, assim como tornarem os resultados internacionalmente aceitos e passíveis de 

serem reproduzidos em outros laboratórios. A partir destas normas, cada país estabelece seu 

próprio programa para assegurar a qualidade. (LANÇAS, 2009). 

                

                  No Brasil, há duas agências para verificar a competência dos laboratórios de 

ensaios, a ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) e o INMETRO (Instituto 

Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial). Estes órgãos disponibilizam 

guias para o procedimento de validação dos métodos analíticos. A regulamentação é 
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apresentada na resolução n° 899, da ANVISA, a qual é baseada no guia proposto pelo FDA 

(Guidance for industry. Bioanalitical Method Validation). 

 

                  Artigos envolvendo determinação de LF nos fluídos biológicos são escassos, 

principalmente aqueles que envolvem o papel de filtro como suporte, até o momento apenas 

dois artigos se encontrou em todo o mundo: Blessborn et al. (2007) e Ntale et al. (2008). Os 

que utilizam plasma humano também possuem carência de publicações, apenas cinco: Zeng et 

al. (1996); Mansor et al. (1996); Annerberg et al. (2005); Lindegardh et al. (2005); Huang et 

al. (2010). Isto é preocupante, pois a lumefantrina em combinação com arteméter está sendo 

utilizada em muitos países onde a malária é endêmica e onde há presença de resistência aos 

outros antimaláricos (WHITE, 2004).       

          

                  Com a introdução do Coartem® como terapia de primeira linha para o tratamento 

da malária falciparum no Brasil, torna-se imprescindível a validação de um método que 

determine a concentração da LF em fluídos biológicos humanos, tal como plasma e sangue 

total. Este foi um dos motivos que impulsionou o planejamento deste trabalho, assim como a 

carência de um método eficiente e de baixo custo para a monitorização terapêutica deste 

fármaco. 

 

                   Ao considerar que para a validação analítica é necessário conhecer o processo que 

envolve as diversas etapas metodológicas, portanto, foram seguidas neste estudo as 

recomendações sugeridas por Leite (2002), quer sejam: conhecer a substância a ser analisada e 

a amostra, o melhor sinal analítico, o modo ideal para conservação das soluções padrões e 

amostras e definição das condições analíticas através do conhecimento dos dados 

disponibilizados na literatura.  
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                  Além disso, estudos para determinar os parâmetros de desempenho analítico devem 

ser realizados com equipamentos e instrumentos operando de acordo com as especificações do 

fabricante e devidamente calibrados. Da mesma forma, o operador que realiza os estudos deve 

ter competência nesta área do conhecimento e ser capaz de tomar as decisões apropriadas 

durante a realização do trabalho. (HARTMANN et al., 1998; INMETRO, 2003). 

 

    No presente trabalho, o método validado para determinação de lumefantrina 

utilizou equipamento de baixo custo operacional (CLAE) disponível em boa parte dos 

laboratórios dos países em desenvolvimento como o Brasil. Além disso, possui como 

vantagens o tempo reduzido de análise, alta resolução, seletividade, sensibilidade 

versatilidade e possibilidade de automatização. (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).  

 

                  As condições para análise cromatográficas foram estabelecidas em função das 

características dos grupos funcionais da LF e da matriz biológica usada, uma vez que a 

complexidade desta é a questão principal na validação de um método bioanalítico. O 

desenvolvimento do método se iniciou com a escolha de um sistema cromatográfico capaz de 

separar o fármaco em tempo mais reduzido possível. (HENDRIKS, 2009).  

 

                  O detector de ultravioleta (UV) foi escolhido por ser o mais adequado a detecção da 

estrutura química da LF, em comprimento de onda de 335nm (Tabela 02). Além disso, 

considerou-se o baixo custo e a simplicidade na detecção. (CIOLA, 1998). A coluna C18 em 

fase reversa foi escolhida devida suas características apolares (sílica ligada a um grupo 

octadecil), ter sido utilizada, com sucesso, em alguns dos métodos validados (Zeng et al. 

(1996); Mansor et al. (1996) e Ntale et al. (2008), além do preço inferior, quando comparada a 

coluna com grupamentos CN, também empregada em alguns métodos (Annerberg et al. 
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(2005); Lindegardh et al. (2005); Blessborn et al. (2007) e Huang et al. (2010) (CIOLA, 1998; 

LANÇAS, 2009).  

 

                   Neste estudo, utilizou-se água ultra pura e acetonitrila na composição da fase 

móvel, a primeira é de fácil acesso e baixo custo; a segunda foi escolhida devida sua baixa 

polaridade, o que facilitou a eluição do analito em tempo adequado (Tabela 03). Esta fase 

móvel foi selecionada, também, devido a algumas propriedades físico-químicas importantes: 

alto grau de pureza, dissolução da amostra sem decompor seus componentes, não decompõe a 

fase estacionária, baixa viscosidade e ponto de ebulição, é compatível com o detector utilizado 

e tem miscibilidade completa. (LEITE, 2002; COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).   

 

                   Vários estudos publicados, como os de Mansor et al. (1996), Annerberg et al. 

(2005), Lindegardh et al. (2005), Blessborn et al.(2007) e Ntale et al.(2008), utilizaram tampão 

na composição da fase móvel (fosfato, percolato ou acetato), a fim de manter o pH constante, 

reproduzindo o tempo de retenção. Contudo, neste estudo o emprego de fase móvel sem 

tampão, não acarretou mudança significativa no tempo de retenção do analito e do padrão 

interno, não prejudicando sua separação e identificação.   

 

                    Zeng et al.(1996) e Huang et al.(2010) acrescentaram ácidos na fase móvel para 

reforçar a dissociação do analito nos solventes orgânicos, o que mostrou-se desnecessário neste 

estudo, pois tanto no preparo da solução estoque de LF, quanto nas extrações utilizou-se ácido 

acético glacial, e a LF apresentou boa solubilização em acetonitrila, que é o componente 

majoritário da fase móvel.  
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                   Outro ponto importante foi o pH da fase móvel, pois a maioria dos artigos 

revisados utilizam pH ácido (entre 2,00 a 2,35 ), com exceção de apenas dois: Mansor et al. 

(1996) (pH=4,9) e  Zeng et al. (1996) (pH=4,00). Sabe-se que a sílica da fase estacionária, 

mesmo estando ligada a grupos como o octadecil, pode ser degradada em pH extremo, e o ideal 

é entre 3 a 7. (CIOLA, 1998; LEITE, 2002; CÉSAR; PIANETTI, 2009). Neste estudo, optou-

se por preservar a coluna utilizando pH=3,5 pois foram obtidos boa resolução dos picos e 

solubilização do analito na fase móvel, bem como pelo fato da LF ser uma base fraca e fases 

móveis muito ácidas poderiam ionizá-la, resultando no aparecimento de picos com cauda, pela 

maior afinidade a fase móvel. (LANÇAS, 2009). 

 

       A utilização de padrão interno confere maior reprodutibilidade ao método, pois 

minimiza as variações que podem ocorrer nas diversas etapas metodológicas, desde a 

separação e extração até as oscilações do equipamento (detector, coluna, bomba ou vazão). 

Assim, a identificação dos analitos de interesse por meio do tempo de retenção em relação ao 

padrão interno, garante maior confiabilidade à análise qualitativa, enquanto a quantificação 

por meio da relação de áreas dos picos cromatográficos do analito de interesse e do padrão 

interno assegura maior qualidade dos resultados (RIBANI et. al, 2004).  

  

                  Alguns estudos utilizaram halofantrina como PI, Mansor et al. (1996), Ntale et al. 

(2008) e Huang et al. (2010), outros sintetizaram análogos com estruturas químicas similares a 

da LF, Zeng et al. (1996), Annerberg et al. (2005), Lindegardh et al. (2005) e Blessborn et al. 

(2007) . Como não foi possível a aquisição da halofantrina, devido ao seu alto custo, optou-se 

pela síntese de um derivado (lumefantrina acetilada). O cromatograma das soluções padrões 

(figura 12) mostra que os picos apresentaram boa resolução, corroborando com os trabalhos de 

Annerberg et al. (2005), Lindegardh et al. (2005), Ntale et al. (2008) e Huang et al. (2010).        
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                  Tanto a extração do plasma como do papel de filtro foram baseadas nos estudos de 

Mansor et al. (1996) e Lindegardh et al. (2005). Vários testes foram conduzidos para 

otimização das condições de extração, e consequentemente melhor recuperação do analito e 

do padrão interno. O custo mais baixo e simplicidade na execução foram os pontos principais 

para a escolha da extração líquido-líquido, além disso, Zeng et al. (1996) e Mansor et al. 

(1996) obtiveram boas recuperações da LF (92,9% e 96,8% , respectivamente) utilizando este 

tipo de extração em amostras de plasma. O que foi corroborado pelos resultados obtidos neste 

estudo, cuja recuperação média da LF nas amostras de plasma em diversas concentrações foi 

101,3%. (Tabela 08). Destaca-se que tais resultados são superiores aqueles empregando 

extração líquido-sólido, como de Annerberg et al. (2005); Lindegardh et al. (2005) e Huang et 

al. (2010), que obtiveram, respectivamente, as recuperações médias de 84,4%, 88,5% e 

86,9%.    

 

        Soma-se o fato que os valores de recuperação das diversas concentrações de LF  

adicionadas as amostras de plasma neste estudo obedecem as recomendações oficiais vigentes, 

isto é, entre 80-115% (Tabela 08). (BRASIL/ANVISA, 2003). 

 

          A recuperação média das amostras de sangue total adsorvida em papel de filtro foi 

de 84,3%, variando de 48 a 120%. Admite-se a ocorrência de contaminação do papel de filtro 

na recuperação da concentração de 160ng/mL, fato creditado a coincidência de datas do 

preparo do padrão interno e desta amostra controle. Por outro lado, o menor resultado de 

recuperação obtido, isto é, 48% corrobora aquele de Ntale et al. (2008), único estudo que 

utiliza papel de filtro e extração líquido-líquido, cujo valor foi 45%. 
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                   Na avaliação da seletividade foram considerados potenciais interferentes aqueles 

fármacos que poderiam ser administrados pelo paciente concomitantemente ou algum tempo 

antes ou após o uso do Coartem®, como os antipiréticos e antimaláricos, uma vez que nas 

áreas endêmicas onde os indivíduos são infectados várias vezes em curto intervalo de tempo, 

aqueles fármacos ou seus metabólitos de meia vida prolongada, como a cloroquina e a 

mefloquina, ainda poderão estar no organismo do paciente. Os resultados apresentados na 

tabela 04 demonstraram que não houve interferência dos fármacos avaliado no tempo de 

retenção do analito e do padrão interno nas condições cromatográficas otimizadas. 

 

                   O limite de detecção ficou um pouco acima quando comparado aos estudos de 

Zeng et al. (1996), Mansor et al. (1996); Annerberg et al. (2005) e Lindegardh et al. (2005). 

Isto se deve a diferença de sensibilidade entre os equipamentos, sem comprometimento da 

finalidade da análise. Já o limite de quantificação foi de 160ng/mL, caracterizando assim, a 

aplicabilidade do procedimento validado, uma vez que concentrações de LF inferiores a 280 

ng/mL, já indicariam possibilidade de resistência (Ezzet, Mull e Karbwang (1998); White, Van 

vugt e Ezzet (1999).  

 

                    A escolha da faixa de aplicação do método foi baseada nos estudos de 

farmacocinética realizados por Ezzet, Mull e Karbwang (1998), White, Van vugt e Ezzet 

(1999), Ezzet et al. (2000) e Ashley et al. (2007)(a), os quais demonstraram que as 

concentrações terapêuticas de LF em pacientes com malária falciparum variaram de 180 a 

1567ng/mL. Ressalta-se que alguns fatores interferem nestas concentrações, como: 

biodisponibilidade após administração via oral, dia após a administração do fármaco no qual o 

sangue foi coletado e a aderência do paciente a terapia.  (NTALE et al., 2008).  
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                  A linearidade e a curva de calibração apresentaram baixa dispersão dos pontos 

experimentais, com relação de áreas diretamente proporcionais a concentração do analito, que 

foi caracterizado pelo coeficiente de correlação (r) superior a 0,95. (Tabelas 05, 06 e 07 e 

Figuras 13, 14 e 15).   

 

      A precisão dos métodos avaliada a partir do coeficiente de variação apresentou 

valores adequados, segundo as recomendações vigentes, isto é, inferiores a 15%, tanto para o 

método em plasma quanto o de sangue total (Tabelas 09 e 10). (FDA, 2001; 

BRASIL/ANVISA, 2003) 

 

      As agencias regulamentadores não exigem a avaliação da estabilidade, por isso 

alguns estudos não realizaram esta análise, contudo ao se considerar o uso do papel de filtro, 

como suporte para matriz biológica, torna-se relevante sua avaliação. Os resultados 

apresentados na tabela 11 indicam perda média do analito de 21,22%, corroborando estudos 

realizados por Ntale et al. (2008) ao demonstrarem que  os “spots” contendo LF foram estáveis 

por três meses a temperatura ambiente. Já Blessborn et al.(2007),  constataram que o analito é 

estável por quatro meses em papel de filtro tratado com ácido tartárico. 

 

       Já nas amostras de plasma não foi avaliado este parâmetro, uma vez que Mansor 

et al. (1996) estabeleceram que  a LF, nesta matriz, pode ser estocada a  -80°C por três meses 

sem degradação significativa. Lindegardh et al. (2005) ampliaram os estudos nas amostras de 

plasma, demonstrando que o analito era estável a -20°C por até quatro meses, bem como após 

dois ciclos de congelamento e 24 horas a temperatura ambiente.  Hodel et al. (2009), 

indicaram que a LF em plasma não degradava  em temperatura ambiente por até 48 horas.  

Huang et al. (2010), verificaram que o fármaco é estável no plasma por nove meses a -70°C, e 
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após três ciclos de congelamento. Já as soluções padrão foram estáveis por nove meses a         

-20°C e por três dias a 22°C.  

 

      Algumas modificações nos parâmetros cromatográficos estabelecidos, como  

proporções do solvente orgânico, pH e no fluxo da fase móvel, não alteraram  

significativamente a resolução da LF e do padrão interno (Tabela 12). Indicando assim, 

robustez adequada do método, característica indispensável para a qualidade analítica (BRITO 

et al., 2003).  

 

                     A aplicabilidade do método foi realizada utilizando duas amostras que foram 

coletadas no D3 de pacientes com malária falciparum que usaram Coartem®. Os resultados 

foram satisfatórios, pois o método validado demonstrou ser eficaz na identificação e 

quantificação do analito de interesse (figura 16). As concentrações de LF obtidas (tabela 13) 

corroboram com Ntale et al. (2008), no qual as concentrações determinadas no D3 foram 

semelhantes as obtidas neste estudo. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

                   -Foram otimizados os procedimentos de separação e extração líquido-líquido de 

lumefantrina em amostras de plasma e de sangue total adsorvidas em papel de filtro, os quais 

se demonstraram adequados de acordo com a recuperação média do analito;  

 

                  - O padrão interno sintetizado (lumefantrina acetilada) foi adequado aos objetivos 

propostos; 

 

                   - Os parâmetros de validação determinados seguem as recomendações do órgão 

regulamentador no Brasil, indicando a aplicabilidade do procedimento na determinação de 

lumefantrina em amostras de plasma e sangue total adsorvidas em papel de filtro;  
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ANEXO A 
Termo de consentimento livre e esclarecido 

 
PROJETO: Validação de metodologia analítica para determinação de lumefantrina  

adsorvida em papel de filtro, por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), em 

pacientes com malária por Plasmodium falciparum. 

  

                   A malária é uma doença causada por um parasita chamado Plasmódio que é um 

ser vivo tão pequeno que só conseguimos vê-lo com a ajuda de lentes de aumento. Essa 

doença é transmitida através da picada de um mosquito.  

 As primeiras manifestações são debilidade física, febre, enjôo e vômitos. Se não 

tratada corretamente, a malária pode causar sérios problemas à saúde das pessoas, como  

afetar os rins, fígado e cabeça. 

                   Você tem um tipo de malária que foi causada pelo Plasmodium falciparum, e por 

isso precisou tomar o medicamento chamado Coartem
®
, no qual há dois compostos: arteméter 

e lumefantrina.  

                   Essa pesquisa é para sabermos a quantidade de lumefantrina que permanece no 

seu sangue, depois de ter tomado os remédios. Para isso, haverá a necessidade de coleta de 

sangue, através de um pequeno furo no seu dedo indicador. Após coleta, realizada no Instituto 

de Medicina Tropical de Manaus, as amostras serão aplicadas em um papel de filtro e 

transportadas em envelopes para análise no Laboratório de Toxicologia, da Faculdade de 

Farmácia da Universidade Federal do Pará.  

                   Os participantes podem ficar tranqüilos, pois as suas identidades não serão 

reveladas, garantindo-se o mais absoluto sigilo de sua participação na pesquisa, sendo apenas 

utilizados os resultados dos exames. Estes serão apenas do conhecimento do pesquisador. 

Cópia dos resultados será entregue aos respectivos participantes. 

                   A presente pesquisa não acarreta riscos à vida dos pacientes, bem como assegura 

total e gratuita assistência, e será realizada em ambiente seguro, com materiais assépticos, 

descartáveis, oferecidos gratuitamente.     

OBSERVAÇÃO: Após os esclarecimentos sobre todo o programa, o responsável é livre para 

participar ou retirar-se do projeto a qualquer momento.   

          

                                                     ____________________________________________ 

 Pesquisadora: Priscila de Nazaré Quaresma Pinheiro 

               End: Rua Augusto Correa nº01; Fone: 3201-7733/UFPA 

 

Termo de consentimento livre e esclarecido 

Declaro que li as informações acima sobre a pesquisa, e me sinto perfeitamente esclarecido 

sobre o conteúdo da mesma, assim como seus riscos e benefícios. Declaro ainda que, por 

minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material.  

                                                                       Belém,______/______/______ 

                                                               

                                                         _____________________________________________ 

                                                          Assinatura do Responsável 
 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal 

do Pará (CEP-CCS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS – Sala 13 - Campus 

Universitário, nº 01, Guamá – CEP: 66075-110 - Belém-Pará. Tel/Fax. 3201-8028.      E-

mail: cepccs@ufpa.br 
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