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RESUMO

Dentre os principais desafios para o controle da malaria no Brasil e no mundo, o advento da
resisténcia do plasmoddio, em especial do Plasmodium falciparum, se apresenta como o de
maior relevancia. A mefloquina ¢ o farmaco de primeira linha para o tratamento da malaria
falciparum, e a disponibilidade de métodos sensiveis e baixo custo para monitorizacdo das
concentragdes sanguineas do farmaco e da carboximefloquina auxilia na otimiza¢do dos
esquemas terapéuticos. Neste sentido, foi validada metodologia analitica, de acordo com
pardmetros sugeridos pelos oOrgdos regulamentadores oficiais, para determinagdo de
mefloquina e seu derivado carboxilado em amostra de sangue total adsorvida em papel de
filtro. Foi empregado cromatografia liquida de alta eficiéncia ap6s extracdo liquido-liquido
dos analitos de interesse. A deteccdo foi realizada em A = 222nm. Nido foi observada
interferéncia de outros antimalaricos comumente utilizados. O método foi linear em intervalo
de concentracdo de 0,25 a 2,5 pg/mL, para mefloquina e seu derivado carboxilado. O limite
de deteccdo foi de 35 ng/mL e do de quantificagdo de. 70 ng/mL, para mefloquina e
carboximefloquina, respectivamente. A precisdo intra ensaio média foi 31+4 % para
mefloquina e de 21+£5 % para carboximefloquina. A precisdo inter ensaio média foi de e
38+4% para mefloquina e de 25+7% para carboximefloquina. A recuperagdo média para
concentracdes de mefloquina variando de 0,25 a 2,5 pg/mL  foi de 83+ 14%, e de
carboximefloquina nas concentragdes de 0,375 a 3740 pg/mL foi de 88+11%. O farmaco foi
estavel nas amostras adsorvidas em papel de filtro pelo periodo de um més. O método foi
robusto para pequenas variacdes de pH da fase movel. Para avaliar a aplicabilidade do
método foi realizada determinagdo dos analitos em amostras de sangue adsorvidas em papel
de filtro de pacientes com maldaria falciparum. A concentragdo média de mefloquina foi de
0,861+0,723 ng/mL e de carboximefloquina de 0,472+0,086 pg/mL. Os pardmetros de
validacdo da metodologia analitica seguem as recomendagdes propostas pelos 6rgaos oficiais
sendo o0 método adequado para determinacdo de mefloquina e carboximefloquina em amostras
de sangue total adsorvidas em papel de filtro.

Palavras-chave: Malaria. Mefloquina. Carboximefloquina. Validagdo de método.

Monitorizagao.



ABSTRACT

Among the main challenges for malaria control in Brazil and in the world, the advent of
resistance to the Plasmodium, particularly Plasmodium falciparum, is presented as the most
relevant. Mefloquine is a drug of first line for the treatment of falciparum malaria, and the
availability of sensitive methods and low cost for monitoring of blood concentrations of the
drug and carboxymefloquine assists in the optimization of drug regimens. In this sense,
analytical methodology was validated in accordance with the parameters suggested by official
regulatory agency for determination of mefloquine and its carboxylated derivative on the
whole blood sample adsorbed on filter paper. The method was employed using High
Performance Liquid Chromatography after liquid-liquid extraction of the analytes. The
detection was performed at 222nm. No interference was observed in other antimalarials
commonly used. The method was linear in concentration range from 0.25 to 2.5 pg/mL for
mefloquine and its carboxylated derivative. The detection and quantification limits were 35
ng/mL and 70 ng/mL for mefloquine and carboxymefloquine, respectively. The average intra
assay precision was 31+4% for mefloquine and 21+5% for carboxymefloquine. The average
inter assay precision was 38+4% for mefloquine and 25+7% for carboxymefloquine. The
average of recovery for concentrations of mefloquine ranging from 0.25 to 2.5pg/mL was
83+14% and carboxymefloquine varying from 0.375 to 3740 pg/mL was 88+11%. The drug
was stable in samples adsorbed on filter paper for a period of a month. . The method showed
to be robust for small changes on pH of the mobile phase. To evaluate the applicability of the
method was performed determination of analytes in blood samples adsorbed on filter paper
from patients with falciparum malaria. The average concentration of mefloquine was
0.861+0.723 png/mL and carboxymefloquine 0.472+0.086 pg/mL. The validation parameters
of the analytical methodology followed the recommendations proposed by the official
agencies and the method showed to be appropriate for determination of mefloquine and

carboxymefloquine in whole blood samples adsorbed on filter paper.

Keywords: malaria, mefloquine, carboxymefloquine, validation method, monitoring.
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1 INTRODUCAO
|

A maléria tem persistido, ao longo dos anos, como relevante endemia no Mundo.
Hipodcrates relacionou as manifestagdes clinicas com as estagdes do ano e os locais onde os
doentes habitavam (BRUCE-CHWATT, 1980). Os povos antigos acreditavam que era
causada por emanacgdes ¢ miasmas oriundas dos pantanos. Desta forma, a expressdo inicial
usada para se referir a doenca era de “mal aire”, de origem italiana que significa mau ar,

insalubre ou que pode trazer doencas (SUCEN, 2000).

Em 1881, o agente etiologico da doenca foi descrito no interior dos globulos
vermelhos humanos pela primeira vez pelo médico francés Charles Alphonse Laveran. Em
1897, o médico britdnico Ronaldo Ross, encontrou formas do parasito no interior de um
mosquito, o qual havia realizado repasto sanguineo em um portador da doenca, contribuindo
assim para a elucidag@o do modo de transmissdo. Estudos realizados entre 1898 ¢ 1899, pelos
pesquisadores italianos Amico Bignami, Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi, descreveram o

ciclo completo do parasita no homem e na fémea do Anophele (VILLALON, 2006).

Atualmente a malaria € considerada importante problema de satde publica para 2,4
bilhdes de pessoas, o que representa mais de 40% da populacdo do mundo em mais de 90
paises de regides tropicais e sub-tropicais. E responsavel por mais de um milhdo de 6bitos ao
ano, a maioria em gestantes e criangas, que sao os grupos de risco para a forma grave da
doenga, cuja ocorréncia anual ¢ de dois a trés milhdes. Nas areas endémicas, os casos durante
a gravidez sdo responsaveis por cerca de 25% dos episodios de anemia materna grave e 10-
20% de baixo peso ao nascer (BRUCE-CHWATT, 1980; KAGER, 2002; WHITTY et al,
2008).

Apesar da maioria das mortes ocorrerem na Africa, evidéncias indicam que o niimero
de episodios clinicos pela malaria falciparum é superior ao anteriormente citado, ¢ a
mortalidade na Asia é amplamente subnotificada, incluindo os casos pelo Plasmodium vivax
(CDC, 2005). E uma doenga global, porém difere em suas caracteristicas em um mesmo Pais,
portanto a adogdo de uma unica estratégia de controle ndo podera ser aplicavel para todas as
regioes. Sendo assim, para implantagdo de politicas de controle da doenga ¢ importante que se

considere fatores biologicos, antropoldgicos, culturais e sociais, como as caracteristicas da
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populacdo, intensidade e periodicidade da transmissdo, espécies do parasito e sua
sensibilidade aos antimalaricos, espécies do mosquito vetor, mudangas sociais e ecologicas e

a operacionalizagdo do servico de saude local (PHILLIPS, 2001).

Os principais desafios para o controle da malaria no Brasil e no mundo s@o: o
aumento acelerado das populacdes nas areas endémicas, as migracdes para regides de
transmissdo, a degradacdo ambiental que causa desequilibrio ecoldgico, o desmatamento e a
formacao de novos criadouros para o vetor, caréncia de politicas e estratégias adequadas para
o controle da infeccdo e o advento da resisténcia do plasmddio, em especial do P. falciparum
as drogas antimalaricas e do vetor aos principais inseticidas disponiveis no mercado (TOSTA;
MUNIZ-JUNQUEIRA, 2005; VITTOR et al, 2006). Somam-se as dificuldades para
produgdo de vacinas eficazes assim como a diminuigdo dos recursos financeiros para

produgdo de novos quimioterdpicos (CRAVO; ROSARIO, 2002).

As manifestacdes clinicas da doenga levam a diminui¢do do nivel educacional e
produtividade dos pacientes devido a incapacidade de participagdo nas atividades escolares e
ocupacionais. Cerca de 76% dos anos de vida produtiva sdo perdidos em decorréncia da
malaria quando comparado as doencas degenerativas nos paises economicamente
desenvolvidos (PHILLIPS, 2001). O efeito econdmico do paludismo ¢ elevado, estimativas
demonstraram que o Produto Interno Bruto (PIB), diminuiu 2% nos Paises onde a doenga era
endémica, em relacdo aqueles nos quais os casos sdo importados (GREENWOOD et al,

2005).

A malaria ¢ transmitida através da picada do mosquito fémea do género Anopheles,
infectado pelo Plasmodium. No Brasil, trés espécies principais causam a doenca: P.vivax,
P.malariae e P. falciparum, esta ultima responsavel pela forma mais grave da doenga.
Também conhecida como paludismo, ¢ uma doenca infecciosa febril aguda, caracterizada por
febre alta acompanhada de calafrios, sudorese e cefalé¢ia, que ocorrem em padrdes ciclicos,

conforme a espécie do parasita infectante (BRASIL/MS/SAS, 2008).

A quinina, alcaldide, ativo extraido da casca da Cinchona sp., foi por longo periodo
utilizada no tratamento da malaria. Contudo as dificuldades do fornecimento em larga escala,

principalmente durante os periodos de guerra, estimularam pesquisadores a obtencdo de
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antimalaricos sintéticos, culminando com o desenvolvimento da pamaquina (1924),

mepacrina (1930) e cloroquina (1934) (DUTRA, 2001).

Na década de 60, surgiram cepas de plasmodium falciparum resistentes a cloroquina
(WERNSDOFER, 1991). Neste sentido, em 1971 foi desenvolvida a mefloquina por
Ohnmacht e colaboradores do programa Walter Reed Institute for Medical Research,
objetivando combater tais cepas (SALLES; SALLES, 2000). A quimioterapia objetiva abolir
o ciclo de reproducdo do parasita, agindo em diversas etapas deste, como na interrup¢ao da
esquizogonia sanguinea. Sendo assim, dentre os varios medicamentos utilizados, a
mefloquina se destaca por sua a¢do nas formas eritrocitarias do parasita (BRASIL/MS/FNS,

2001).

A associa¢do quinina e doxiciclina foi implantada no Brasil para o tratamento da
malaria falciparum nao complicada ha varios anos, entretanto, estudo recente apontou eficacia
inferior a 90% abaixo daquela recomendada pela Organizagdo Mundial de Satde. No estado
do Para, foi demonstrada reducao na adesdo a este tratamento para 75%. Em 2005, foram
inseridos novos esquemas terapéuticos, como a associagdo mefloquina e artesunato, cuja

eficacia atualmente se aproxima de 100% (BRASIL/MS/SVS, 2007).

No Brasil, o cloridrato de mefloquina ¢ distribuido sob supervisdo da Fundagao
Nacional de Satde em comprimidos contendo 274 mg do sal, equivalente a 250 mg de
mefloquina-base. Apresentada na forma de Lariam (Roche®) e Mephaquin (Mepha®). A
dose recomendada pelo Ministério da Saude ¢ de 15-20 mg/kg em adultos e ndo deve ser
utilizada em menores de 6 meses de idade ou pesando menos de 15 kg (BRASIL/MS/FNS,
2001).

Ao se considerar a auséncia de novos medicamentos, existe um esfor¢o continuo na
busca por estratégias de baixo custo e eficazes para o aperfeicoamento das politicas de
tratamento e¢ controle da doenca, sendo a monitorizacdo das concentragdes plasmaticas dos
antimalaricos uma importante ferramenta a qual requer métodos analiticos sensiveis, de facil
execucdo ¢ baixo custo. Neste sentido, propde-se neste estudo a validacdo de metodologia
analitica para determinacdo das concentragdes de mefloquina e carboximefloquina em

amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro.
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2 REVISAO DA LITERATURA
___________________________________________________________________|

2.1 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

A doenca se distribui pelas regides tropical e sub-tropical do planeta (Figura 1). A
maior area de transmissdo ¢ a Africa-Sub-Sahariana onde ocorrem 90% dos casos. E
endémica em 53 paises da Africa, 21 das Américas, 4 da Europa e 14 no Leste do

Mediterraneo e no Sudoeste Asiatico (MUTABINGWA, 2002; GREENWOOD, 2005).

A Africa tropical, regido situada ao sul do deserto do Saara, é a mais atingida. Onde
se estima que ocorram 90% das mortes atribuida a malaria. A eficiéncia do mosquito vetor
(Anopheles gambiae) e a predominancia do Plasmodium falciparum e, consequentemente, a
possibilidade das manifestacdes graves da doenga, aliados a falta de programas de controle
eficazes de combate a infecgcdo, sdo os fatores que contribuem para as altas taxas de

incidéncia e mortalidade (CDC, 2005).

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

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

s Areas onde ocome transmissao da malaria
| Areas com risco limitado
Nerhuma hialaria
Figura 1: Distribui¢cdo global do risco de transmissdo da malaria, 2006

Fonte: WHO, 2007.

i
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Mais de dois bilhdes de pessoas, representando mais de 40% da populagdo mundial,
estdio em risco de contrair a doenca nas regides onde a temperatura e os indices
pluviométricos favorecem a disseminacdo dos vetores, o que aliado as condigdes economicas
regionais, propiciam a continuidade da endemia (WHITTY et al., 2008). A malaria foi
endémica na Europa Ocidental e Estados Unidos, entretanto, atualmente sdo observados
apenas casos importados das areas endémicas, o que estd associado ao desenvolvimento

econOmico e as medidas de cuidados da saude da populagdio (GREENWOOD et al., 2008).

Em 2007, 547.659 episodios foram diagnosticados no Brasil, destes 99,9% na
Amazoénia Legal (BRASIL/MS/SAS, 2008). A situagdo epidemioldgica atual é preocupante,
apesar do declinio no numero absoluto de casos, no ano de 2008 ainda foi superior a 300.000
pacientes em todo o Pais. Destes, 99,9% transmitidos nos Estados da Amazonia Legal, sendo
o P. vivax a espécie causadora de cerca de 90%. No entanto, a transmissdo do P. falciparum,
sabidamente responsdvel pela forma grave e letal da doenga, tem apresentado redugdo
importante nos ultimos anos, o que ¢ refletido na diminuigdo da freqiiéncia das internacdes
pela doenga no Brasil, ficando em 1,3% no ano de 2008, enquanto em 2003 foi de 2,6%. A
distribuicdo espacial do risco de transmissdo da doenga no Brasil ¢ apresentada na Figura 2.

(BRASIL/MS/SVS, 2010)

Dados da Secretaria de Vigilancia em Satde (SVS) do Ministério da Saunde
demonstram queda expressiva dos casos na regido da Amazdnia Brasileira. No periodo de
janeiro a setembro de 2008, foram notificados 241.420 episddios da doenca, e, em 2007, no
mesmo periodo, 362.518, equivalente a reducdo de 33,4%. Neste periodo, o Sistema de
Informagdes de Vigilancia Epidemiologica (Sivep-Maléaria) do Programa Nacional de
Controle da Maldria (PNCM) registrou diminui¢ao de 50,3% da infeccdo pelo P. falciparum,
principal responsavel pela forma grave da doenca. Foram 74.808 casos, em 2007, e 37.200,

em 2008 (SIVEP-MALARIA; DATASUS, 2009).
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Risco IPA gﬁd

Regidao Amazonica

Sem transmissao

Baixo nsco (n=323) 6/\«\

B Medio risco (n=80)
- Alto risco (n=67)

Figura 2: Mapa do Brasil destacando as areas de risco para maldaria pelos diferentes niveis de
incidéncia parasitaria anual.
Fonte: BRASIL/MS/SVS, 2010

2.2 VETORES DA MALARIA

Sdo insetos da ordem Diptera, familia Culicidae, género Anopheles (RUSSEL et al,
1946; FORANTTINI, 1962). Existem aproximadamente 400 espécies de Anopheles em todo
o mundo, destes cerca de 60 sdo vetores da doenga nas condi¢des naturais, dos quais 30 t€m

relevancia epidemiologica (TUTEJA, 2007).

No Brasil, as principais espécies transmissoras pertencem a dois subgéneros:
Nyssorhincus, destacando-se as espécies Anopheles (N) darlingi Root, 1926 ¢ Anopheles (N)
aquasalis Curry, 1932, e o Anopheles (N) albitarsis, Arribalzaga, 1878; e o subgénero
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Kerteszia, com as principais espécies A. (K) cruzzi, Dyar; Knab, 1908 e 4. (K) bellator, Dyar;
Knab, 1908 (DEANE, 1986).

O Anopheles (N) darlingi Root, 1926, ¢ considerado o mais importante vetor da
doenga no Brasil, principalmente na regido amazonica brasileira. E a espécie de maior
importancia epidemiologica, pela abundancia, ampla distribui¢do no territério nacional, alto
grau de antropofilia e endofagia e capacidade de transmitir diferentes espécies de plasmodios.
Possui como criadouros preferenciais as colegdes de aguas limpas, quentes, sombreadas e de
baixo fluxo, o que ¢ frequente nesta regiio (DE OLIVEIRA-FERREIRA et al, 1990; POVOA
et al, 2000).

Segundo Tauil (2005), a prevaléncia e a periodicidade da malaria sdo influenciadas
pelas caracteristicas ambientais, como: temperaturas entre 20 ¢ 30 °C e umidade relativa
acima de 60% sdo ideais para criacdo dos anofelinos e desenvolvimento dos parasitas no seu
interior. Portanto, observa-se na regido amazonica a sazonalidade na transmissdo da doenga,

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

2.3 AGENTES ETIOLOGICOS DA MALARIA

Pertencem ao Filo Apicomplexa, Ordem Eucoccidiida, Subordem Haemosporinae,
Familia Plasmodiidae e género Plasmodium (MACHIAFAVA; CELLI, 1885), o qual
apresenta cerca de 120 espécies, destas, quatro infectam o homem: Plasmodium malariae
(LAVERAM, 1881), Plasmodium vivax (GRASSI; FELETTI, 1890), Plasmodium falciparum
(WELCH 1897) e Plasmodium ovale (STEPHENS, 1922) (GOMES et al, 2001).

Mais de 100 espécies de Plasmodium podem infectar os animais, como répteis, aves
e mamiferos, entretanto apenas quatro causam a doenga nos seres humanos: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malarie e Plasmodium ovale. Estes diferem na
morfologia, nos aspectos imunolégicos, na distribuicdo geografica, nos padrdes de recaida e

na resposta ao tratamento com antimalaricos (TUTEJA, 2007).
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Segundo Bruce-chwatt (1987) a distribui¢do do P. vivax é ampla, prevalecendo nas
zonas temperadas, subtropicais e tropicais. O P. falciparum é encontrado nas zonas tropicais e
subtropicais, podendo ser visto também nas temperadas. O P. malarie apresenta distribui¢ao
semelhante ao P. falciparum, no entanto em menor freqiiéncia. Enquanto o P. ovale apresenta
baixa prevaléncia, sendo pouco encontrado na Africa tropical e esporadicamente em outras

partes do mundo.

2.4 CICLO BIOLOGICO DA MALARIA HUMANA E BIOLOGIA DO PARASITA

O ciclo do P. falciparum dura cerca de 48 horas no homem e produz a malaria
denominada ter¢cd maligna. No P. vivax ¢ de 48 horas e produz a ter¢d benigna, assim
denominada pela menor gravidade dos casos. J4 no Plasmodium ovale é de 48 horas e no
Plasmodium malarie, causador da malaria quartd, ¢ de 72 horas (CAMARGO, 2003;
CORNEJO; ESCALANTE, 2006).

Malaria
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AR &, i

\ infectado

Estagio do mosquito

ﬂ,':l Rumura do o A

hindlste: Mosquito durante a LA
# p s hemﬂmfagia inoculs Ciclo Exo-eritrocitico
: A esporozotos : z
§ Docista /' A Liberagéo de Liberagao dos Ezquizonte
Esporozotas gsquizontes o ®
»:g;v\
-\}'\1
Ciclo Esporoadnico
\ Trofozoito
2, imaturo

Macrogametcto  Gametdcios

. #
@ Cocineto (3] *
Mozguito durante s
\ hematofagia ingere #

B

A - Ciclo Eritrocitico A
o= ‘..'-c-:o ™, Trotozoto
o r@ . o ry ' madurs
R fakrroanm -1 ‘ ‘
; ik oy
Microgametdcito 2 ! Rup‘(ura dos‘\ rabl /
exflagelado ] Esqwzontes ) | .1‘- ‘.&
Esqwzorﬂe -

ﬁ" o Bt rt A /-
A= Estégin infectivo ? 3 g a%c D‘.-S "-f"';ii» " Gametécitos
vivax s
3

A: Esténio de disgndstica o

B mailatiae

Figura 3: Esquema do ciclo bioldgico da malaria humana e indicagdo do local de agdo da mefloquina.
Fonte: Adaptado de http://www.famane-malaria.blogspot.com. Acesso, agosto de 2010.
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O ciclo biologico (figura 3) se processa em dois hospedeiros. No homem, considerado
intermediario, ocorre reproducdo assexuada por esquizogonia e, no mosquito, hospedeiro

definitivo, é do tipo sexuada por esporogonia (REBELO, 2001).

Inicialmente a fémea do mosquito Anopheles, infectada pelo plasmodio, ao exercer a
hematofagia, inocula a forma infectante, chamada esporozoito, na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado, os quais migram pela circulacdo periférica e infectam células do
figado, neste estagio o parasita estd recoberto pela proteina circunsporozoito (CS) e pela
proteina adesiva relacionada a trombospondina (TRAP), responsaveis por mediar o processo
de invasdo nos hepatocitos e pela formagdo do vacuolo parasitoforo (MILLER et al, 2002;

PRUDENCIO et al, 2006).

Nesta fase, denominada primaria, exo-eritrocitica ou tissular, o esporozoito se
diferencia em trofozoito pré-eritrocitico, que se multiplica por reprodugdo assexuada do tipo
esquizogonia originando os esquizontes teciduais, que se rompem e liberam merozoitos. O P.
vivax e o P. ovale tétm uma forma latente, os hipnozoitas que podem persistir no figado e
causar relapsos invadindo a circulagdo sanguinea, em semanas ou mesmo anos mais tarde

(CDC, 2006).

Posteriormente, os merozoitas hepaticos penetram nas hemacias, onde se
transformam em trofozoitas jovens, que crescem e se dividem por esquizogonia, originando
os esquizontes hematicos que, apdés o rompimento das hemadcias, liberam os merozoitas na
circulacdo, que invadem outros eritrécitos repetindo o ciclo. Esta fase ¢ denominada de

esquizogonia eritrocitica (MARSH; KINY ANIJUI, 2006).

Alguns parasitas se diferenciam em micro (masculino) e macrogametocitos
(feminino), que sdo as formas infectantes para o mosquito, ingeridas pela fémea do anofelino
durante o repasto sanguineo (CDC, 2006). No estdmago do mosquito, os microgametas
penetram nos macrogametas que geram o0s zigotos, que se tornam moveis e alongados
(oocinetos) e invadem a parede do intestino médio do mosquito e se transformam em
oocistos, que crescem, rompem ¢ liberam os esporozoitos que irdo migrar para as glandulas
salivares do mosquito, os quais durante o repasto sanguineo sdao inoculados no hospedeiro

humano e o novo ciclo se inicia (REBELO, 2001).
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2.5 MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA

As principais manifestagdes da malaria ndo grave sdo: febre, cefaléia e sudorese
intensa acompanhada de outros sintomas inespecificos como, vOmitos, diarréia e dores

abdominais (TAVARES, 2006).

Dentre as espécies de plasmodios que causam a maldria nos seres humanos, o P.
falciparum € o mais importante, pois ¢ responsavel pelo maior nimero de 6bitos, o que pode
se relacionar a capacidade de se vincular ao endotélio arterial durante a infeccdo,
particularmente no sistema nervoso central, acarretando quadro de gravidade variavel em
funcdo do estado imune do hospedeiro. As manifestacdes clinicas mais freqlientes da malaria
grave sdo anemia severa (resultante da destrui¢do direta dos globulos vermelhos por acdo dos
parasitas ou indiretamente via complexos antigénicos), convulsdes, insuficiéncia renal,
alteragdes respiratorias, comprometimento do sistema nervoso central e alteragdes

metabodlicas como hipoglicemia (GREENWOOD et al, 2008).

No Quadro I estdo apresentados os principais achados clinicos ¢ laboratoriais dos

pacientes com malaria falciparum grave.
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Quadrol: Manifestacdes Clinicas e Laboratoriais da malaria grave e complicada, por P.

falciparum

Sintomas e sinais

Alteracoes laboratoriais

Prostacao
Alteragdo da conciéncia
Dispnéia ou hiperventilagiao
Convulsoes
Edema pulmonar ao RX de térax

Hemorragias

Anemia grave
Hipoglicemia
Acidose metabolica
Insuficiéncia renal
Hiperlactatemia

Hiperparasitemia

Hemoglobinuria -
Oliguria -
Hiperpirexia (>41° C) -
Ictericia -

Hipotensao arterial ou choque -
Fonte: BRASIL/MS/SVS/2010

2.6 ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA MEFLOQUINA

2.6.1 Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas da mefloquina

E um derivado 4-quinoleinometanol ou 4-hidroximetilquinoleina, quimicamente
relacionada a quinina (SOURI et al, 1997). Apresenta a nomenclatura quimica (R*,S*)-(+)-a-
2-piperidinil-2,8-bis(trifluorometil)-4-quinolinometanol, féormula molecular C;7H cF¢N,O e
peso molecular de 414.78 K. E um p6 cristalino branco ou levemente amarelado, pouco
soluvel em agua e soluvel em metanol, acetato de etila e etanol; possui ponto de fusdo de 259
a 260 °C e constante de dissociagio (PKa) de aproximadamente 9.0 (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2006).

Esta presente no mercado como mistura racémica de igual propor¢do, cujas

propriedades farmacocinéticas sdo estereoespecificas (ASHLEY et al., 2006). Estudos in vitro
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sugerem que (+)-mefloquina apresenta maior atividade antimalarica que (-)-mefloquina contra

algumas cepas de P. falciparum (SKORSKA et al, 2006).

(+)-Mefloquine (-)-Mefloquine
11R, 2'S 118, 2R

FIGURA 4: Estrutura quimica da mefloquina.
Fonte: SOURI et al., 1997.

2.6.2 Farmacocinética da mefloquina

2.6.2.1 Absorgao

Apo6s administragdo via oral, a meia-vida de absor¢do ¢ de aproximadamente duas
horas (SCHWARTZ et al, 1982) ¢ o tempo médio para alcangar o pico de concentragdo
plasmatica de 17 horas. A biodisponibilidade média ¢ de 85% (LARIAM, 2004), e a presenca
de agua e alimentos eleva significativamente a velocidade e a quantidade do farmaco
absorvida (CREVOISIER et al, 1997). Foi observado durante a fase aguda da doenca a
reducdo da absor¢do do farmaco, a qual nao foi elevada pela ingestdo conjunta de alimentos,
contudo na convalescéncia, a biodisponibilidade foi aumentada, o que pode ser creditado ao

fato do paciente estar afebril e com fungdes gastrintestinais normais (ASHELY et al, 2006).

2.6.2.2 Distribuigao

Nos adultos saudaveis, o volume de distribuigao aparente, apds dose unica de 250

mg, ¢ aproximadamente 20 L/Kg, caracterizando extensa distribui¢cdo tecidual e prolongada
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atividade (KARBWANG; WHITE, 1990). Apresenta alta capacidade de ligacdo as proteinas
plasmaticas (>98%) e se distribui intensamente ndo s6 nos tecidos, como também nos fluidos
organicos, sendo detectada em altas concentragdes nos pulmdes, figado, rins, musculos, tecido

adiposo e eritrocitos (SALLES; SALLES, 2000).

2.6.2.3 Biotransformacao

A mefloquina ¢ biotransformada pela subfamilia 3A do citocromo P-450, originando
produtos de biotransformagdo carboxilados e hidroxilados. O principal metabdlito ¢ a
carboximefloquina, cujos niveis plasmaticos nos individuos saudaveis sdo detectados entre
duas a quatro horas apds dose unica oral, e pode exceder em cerca de 50%, aquela do farmaco

original apds duas semanas da ingestdo (SCHWARTZ et al, 1982).

2.6.2.4 Excrecao

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

et al, 2006).

A excrecdo ocorre principalmente pela via fecal, pois o farmaco apresenta secrecao
biliar e substancial circulagdo entero-hepatica (SCHWARTZ et al, 1982). Pequena quantidade
inalterada ¢ excretada pela urina. Cerca de 3 a 4% de mefloquina ¢ secretada pelo leite

materno, apos dose equivalente a 250 mg de base livre (LARIAM, 2004).

2.6.3 Mecanismo de acdo da mefloquina

A mefloquina ¢ um esquizonticida sangiiineo de acdo prolongada que atua no estagio
intra eritrocitico assexuado do plasmddio, particularmente sob as formas de trofozoita e

esquizonte do P. falciparum e do P. vivax (GUSTAFSSON et al, 1987). Interrompe a
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esquizogonia eritrocitaria abolindo as manifestacdes clinicas da doenca. A regressdo da
parasitemia ocorre em cerca de trés dias (TAVAREZ, 1996). O tratamento deve ser
acompanhado de primaquina uma vez que, o firmaco ndo tem acdo sobre os estigios
hepaticos do plasmoddio, os gametocitos maduros do P. falciparum e as formas tissulares

latentes do P. vivax (BRASIL/MS/FNS, 2001).

O exato mecanismo de acdo dos quinolinometanois ndo ¢ bem conhecido, entretanto,
parece envolver ligagdo direta ao grupo heme e inibigdo da heme polimerase com crescente
acumulo de Fe (II) PPIX no vacutolo digestivo (FOLEY; TILLEY, 1998). Esta enzima ¢
utilizada pelo parasita para catalisar a detoxificacdo da Fe (III) PPIX, formando um composto
inerte, ndo toxico, denominado hemozoina ou pigmento malarico, que tem por unidade bésica

a B-hematina (SULLIVAN et al, 1998).

A mefloquina, a exemplo da quinina, ndo se concentra tdo intensamente no parasita,
quando comparada a cloroquina, sugerindo-se que outros mecanismos possam estar

envolvidos (FOLEY; TILLEY, 1998).

2.6.4 Efeitos adversos

A mefloquina ¢ geralmente bem tolerada por criangas e adultos, no entanto, pode
ocasionar reagoes adversas como disturbios gastrintestinais, cardiovasculares, dermatoldgicos
e neuropsiquidtricos (WOOLTORTON, 2002). As ultimas sdo caracterizadas por psicose,
encefalopatias, polineuropatias motora e sensorial (incluindo parestesia, tremor e ataxia),
confusdo mental, depressdo, ansiedade, crise de panico, mudangas de humor, reacdes
paranoicas, fadiga, alteragdes visuais, alucinagdes e, raramente suicidio (CRAIG; STITZEL,

1996; WATT-SMITH et al, 2001; SANJEEV et al, 20006).

Outros eventos adversos freqilientes sdo: tontura, labirintite, ndusea, vomito, diarréia
e dor abdominal, os quais podem ocorrer em cerca de 40% dos pacientes e, em geral, sdo
leves ou moderados, auto-limitados e ndo requerem tratamento especifico (PALMER et al,

1993; WOOLTORTON, 2002).
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2.7 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

O termo validar nas analises quimicas, se traduz na confiabilidade de determinado
resultado analitico (LEITE, 2002). Portanto, ¢ a garantia que um novo método analitico esteja
fornecendo informacgdes confidveis e interpretaveis de determinado analito, isto €, adequado
para seu proposito (RIBANI et al, 2004); um método ¢ considerado validado, quando suas
caracteristicas  atendem  pré-requisitos  estabelecidos em  procedimento  padrdes

disponibilizados pelos 6rgaos regulamentadores oficiais (BRITO et al, 2003).

No Brasil, o guia para validagdo para métodos analiticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) recomenda a avaliagdo dos seguintes parametros:
seletividade, linearidade e curva de calibragdo, limite de deteccdo e de quantificagdo

(sensibilidade), precisdo, intervalo de concentragdo, exatiddo e robustez.

A seletividade se refere a capacidade de medir exatamente um composto na presenca
de outros como: impurezas, excipientes, produtos de degradacdo, demais ingredientes ativos
bem como compostos de propriedades similares que possam estar, porventura, presentes na
amostra; € o primeiro pardmetro a ser avaliado no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo, pois influencia nos demais parametros; devera ser reavaliada
continuamente durante a validacao e subsequente uso do método (ANVISA, 2003; RIBANI et
al, 2004; MOREAU et al, 2008). Nas analises por cromatografia liquida assegura que o pico

da resposta seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al, 2004 ).

A capacidade do método em demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, ¢ denominada linearidade (BRITO et al,
2003; RIBANI et al, 2004), que ¢é obtida pela construgdo de curvas de calibragdo, a partir de
padrdes contendo concentragdes proximas daquelas esperadas em determinado estudo (CASS;

DEGANI, 2001; FDA, 2001).

A sensibilidade ¢ avaliada através dos limites de quantificagdo, que ¢ a menor
concentracdo do analito que pode ser medida com precisdo especificada pelos critérios de

aceitacao do método e de deteccao, considerado a menor concentragdo do analito que produz
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uma resposta superior a trés vezes o ruido da linha de base. (CASS; DEGANI, 2001; FDA,
2001).

A precisdo indica a concordancia entre diferentes valores experimentais obtidos, os
quais quanto mais proximos estiverem, maior serd a precisdo (LEITE, 2002); pode ser
avaliada em trés niveis: repetibilidade (precisdo intra-ensaio), isto ¢, nas mesmas condigdes de
operacdo (equipamento, analista, reagentes, dia e condigdes ambientais), geralmente no
mesmo dia; o coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem, ¢ obtido, a partir de nove
determinagdes do analito na amostra, contemplando o intervalo linear do método, quer seja,
trés concentracdes (baixa, média e alta), analisadas em triplicata (ANVISA, 2003); a
intermediaria (inter-ensaio) que expressa as variagdes no mesmo laboratorio entre diferentes
dias, analistas e equipamentos, dentre outros parametros (ANVISA, 2003) e a
reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial), que avalia a precisdo entre laboratorios,

mediante estudos colaborativos (BRITO et al, 2003).

A exatiddo demonstra a proximidade entre os valores obtidos em relagdo ao
verdadeiro. O valor médio deve se situar dentro de 15% do valor real, exceto no limite de
quantificagdo (FDA, 2001); esta associada a recuperagdo do procedimento, que se destina a
avaliar a quantidade do analito recuperada no processo, em relagao a real presente na amostra;
¢ realizada através da adicdo de concentracdo conhecida do analito na amostra (“fortificacao”
da amostra) e posterior extragdo e quantificacdo, cujos valores sdo comparados com aqueles
previamente adicionados. (FDA, 2001). Ressalta-se que a adicdo do analito a amostra tenta
simular condi¢des reais, ndo interferindo significativamente nas interagdes que ocorrem nesta,
0 que nem sempre ¢ possivel, visto que a solug¢do de fortificacdo ¢ preparada com solventes
organicos, geralmente ndo presentes na matriz (BRITO; AMARANTE; POLESE; RIBEIRO,
2003).

A estabilidade, nas diversas etapas do processo, como coleta, manuseio da amostra
apos armazenagem de longa e curta duracdo, ciclos de congelamento e nas condigcdes de
analise, ¢ de fundamental importancia pela possibilidade de degradacdo dos compostos de
interesse. E recomendado também o estudo da estabilidade do analito nas solugdes-padrio,
elaboradas nas concentragdes conhecidas e solventes apropriados (ANVISA, 2003; RIBANI
et al, 2004).
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A robustez ¢ a capacidade do método analitico de resistir as pequenas e deliberadas
variagOes dos parametros analiticos, indicando sua confianga durante o uso normal. Deve ser
avaliada para o conhecimento da susceptibilidade do método as variagdes nas condicdes
analiticas estabelecendo-se precaugdes no procedimento. Portanto, um método ¢ considerado
robusto, quando ndo ¢ afetado por pequenas e deliberadas modificagdes nos seus pardmetros

como, por exemplo, concentragdo do solvente organico e pH da fase movel (FDA, 2001).
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3 JUSTIFICATIVA
]

Ao se considerar a auséncia de novos medicamentos, existe um esfor¢o continuo na
busca por estratégias de baixo custo e eficazes para o aperfeicoamento das politicas de
tratamento e controle da doenca, sendo a monitorizacdo das concentragdes plasmaticas dos
antimalaricos uma importante ferramenta, uma vez que, através do conhecimento da cinética
dos diversos antimalaricos, pode-se alcangar o tratamento eficaz, isto ¢, o efeito terapéutico
rapido com risco reduzido de toxicidade (MELLO, 2004). Entretanto, como a malaria ¢é
caracteristica das areas rurais, distante dos laboratdrios especializados, ha dificuldade no
transporte e conservagdo das amostras de sangue total, plasma ou soro, tornando-se valido a
utilizacdo de meios alternativos de acondicionamento das amostras, como a utiliza¢do de
papel de filtro para adsor¢do, secagem e transporte aos laboratorios analiticos (PATCHEN;

MOUNT; SCHWARTZ; CHUCHILL, 1983).

Propde-se neste estudo validar metodologia analitica para determinagdo de
mefloquina e carboximefloquina em amostras de sangue total adsorvidas em papel de filtro

objetivando a monitorizagdo terapéutica do farmaco nos pacientes com maléria falciparum.
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4 OBJETIVOS
___________________________________________________________________|

4.1 GERAL

Validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

para determinacdo de mefloquina e carboximefloquina em amostras de sangue total

adsorvidas em papel de filtro

4.2 ESPECIFICOS

Propor procedimento de separacdo e extracdo liquido-liquido para mefloquina e
carboximefloquina presente em amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro;
Avaliar condi¢cdes cromatograficas para resolucdo da mefloquina e da
carboximefloquina;

Determinar pardmetros de validacdo da metodologia proposta quer sejam: precisao,
recuperagdo, linearidade, limite de detec¢do e de quantificagdo, interferentes e
robustez;

Aplicar o método validado CLAE/UV na determinacdo das concentragdes de
mefloquina e carboximefloquina em amostras de sangue adsorvidas em papel de filtro

de pacientes com malaria falciparum.
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5 CASUISTICA E METODO
. |

5.1 CASUISTICA

Para validagdo da metodologia analitica foram utilizadas amostras de sangue total de
pacientes que nunca apresentaram episodios de malaria ou fizeram uso de mefloquina, e que
sdo regularmente atendidos no laboratério de analises clinicas do Curso de Farméacia da

Universidade Federal do Para.

Para o estudo da aplicabilidade do procedimento analitico validado foram
determinadas as concentragdes de mefloquina e carboximefloquina, em amostras de sangue
total de cinco pacientes com maldria falciparum ndo grave, atendidos no
Ambulatorio/Laboratorio do Programa de Ensaios Clinicos em Maléria do Instituto Evandro
Chagas. A coleta do material biologico foi acompanhada do preenchimento de protocolo

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

5.1.1 Critérios de Inclusiao

e Ter diagndstico hemoparasitoscopico de maléria por P. falciparum, através de exame
de gota espessa;

e Ter iniciado tratamento para malaria por P. falciparum: Larian (comprimidos
contendo 250mg de mefloquina, dose Unica;

e Ter idade acima de 18 anos (ambos os sexos);

e Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE-Anexo 1);

5. Critérios de Exclusao

Portadores de malaria vivax, mista ou falciparum grave;
Pacientes que apresentarem doenca cronica ou infecciosa concomitante;
Aqueles que apresentarem historico de hipersensibilidade a mefloquina.

Gestantes, lactantes e menores de 18 anos de idade;

Aqueles que se recusarem a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.
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5.2 AMOSTRA

O universo amostral foi composto por cinco amostras de sangue total, coletadas de
pacientes com diagnostico de Malaria por Plasmodium falciparum atendidos no
Ambulatorio/Laboratdrio do Programa de Ensaios Clinicos em Maléria do Instituto Evandro
Chagas. A coleta foi realizada, empregando-se tubo tipo Vacoutainer®, de volume de 3mL,
no terceiro dia (D3) apos instituicdo da terapia. A seguir, foram transferidas para papel de
filtro Whatman, n° 40, 125 mm, em aplica¢des de 100 uL cada, em gotas concéntricas de
aproximadamente 2 cm de didmetro. O papel de filtro foi seco a temperatura ambiente e
acondicionado em envelope comum devidamente identificado e mantido a temperatura
ambiente para o transporte ao Laboratorio de Toxicologia da UFPA onde foram realizadas as
analises. O tempo decorrido entre a preparacdo das amostras e a realizagdo das andlises foi

inferior a trés dias.

5.3 ESQUEMA TERAPEUTICO

Todos os pacientes seguiram esquema terapéutico alternativo para o tratamento da
malaria falciparum ndo complicada, a saber: quatro comprimidos de 250 mg de Cloridrato de

Mefloquina no DO (BRASIL/MS/FNS, 2001).

5.4 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

As analises foram realizadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Varian®,
composto por bomba isocratica modelo ProStar 300, injetor manual reodyne, com loop de
20uL, detector duplo canal ultravioleta e visivel ProStar, modelo 220. A separagio
cromatogréfica foi realizada a temperatura ambiente empregando-se coluna X-TERRA® RP18

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

Também foram utilizados: agitador de tubos vortex, Q-220b1, Quimis ®; Ultra-som,
Q-335D, Quimis®, Centrifuga, 2K15, Sigma Laborzentrifugen®;, peagametro digital PHS-
3B, pHte ®k; Balanca, VL-1mg, Acculab®; Homogeneizador BHS-300, Benfer ® Bomba de

vacuo, Fabbe®; deionizador de agua Aquapur AQ 0010®; microseringa de 50uL,
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Halmliton ®; Papel de filtro Whatman, n 40, 125 mm ; micropipetas automaticas com volume

regulavel Finnpipette (10uL a 100uL, 20uL a 200uL e 200uL a 1000uL), Labsystems ®.

5.5 REAGENTES E SOLVENTES

O padrio de mefloquina foi adquirido da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St Louis, Mo), de
carboximefloquina foi cedido pelo CDC (Center for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA doado por Walter Reed Institute for Medical Research) e quinidina (Padrao
Interno) da Sigma (Sigma-Aldrich, Inc. St Louis, Mo). Hidroxido de sddio foi adquirido da
Labsynth (Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda, Sdo Paulo). O 4cido orto-fosforico da
Vetec (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro) e Trietilamina da Merck (Merck,
Hohenbrunn, Alemanha). Todos os reagentes foram preparados em agua ultrapura. Os
solventes utilizados foram de grau cromatografico, o metanol foi obtido da J. T. Baker
(Mallinckrodt Baker Inc. Philipsburg, NJ) e o éter metil terc butilico da Vetec (Vetec

Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro).

5.6 SOLUCOES PADRAO

5.6.1 Solucées Estoque

As solugdes estoque de mefloquina em concentragio de 1,0 mg/mL,
carboximefloquina de 46 pg/mL e do padrio interno (quinidina) de 1,0 mg/mL, foram

preparadas pela dissolugao dos respectivos sais em metanol.

4.6.2 Solucoes de Trabalho

As solugdes estoque de mefloquina, carboximefloquina e quinina foram diluidas em
metanol, com a finalidade de obter concentragdes de 25 pg/mL; 25 pg/mL e 21 pg/mL,

respectivamente.
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Todas as solugdes padrdo foram acondicionadas a — 5 °C e protegidas da luz em

frasco ambar, envolto em papel aluminio durante o processo.

5.6.3 Amostras Controle

As amostras controle de mefloquina e carboximefloquina utilizadas na validac¢do da
metodologia analitica foram preparadas a partir de sangue total, proveniente de voluntarios
que nunca fizeram uso de antimaldricos, adicionadas dos compostos de interesse em
concentragdes de 0,25 pg/ml a 2.5 pg/ml, a partir da diluicdo das solu¢des padrao em volumes

apropriados de sangue total humano através de agitacdo mecanica por uma hora.

Volume de 100uL de cada amostra de sangue com concentracdo conhecida de
mefloquina e carboximefloquina foi aplicado sobre o papel de filtro, os quais foram secos por
trés horas e armazenados em envelopes a temperatura ambiente, ¢ usados de acordo com as

necessidades de trabalho.

5.7 PROCEDIMENTO DE EXTRACAO

Os “spots” foram recortados em pequenos pedacos e transferidos para tubos de
centrifuga de polipropileno de capacidade de 15 mL; foram adicionados 1,5 mL de HCI 0,1
M. Os tubos foram submetidos a agitacdo por vinte minutos em agitador mecanico.
Posteriormente, foram transferidos para ultra-som a temperatura ambiente por uma hora.
Com o auxilio de um palito de madeira, o papel de filtro foi retirado, e adicionado ao tubo 0,5
mL de NaOH 2M, 100 puL do padrdo interno e 6 mL de éter metil terc butilico. Em seguida,
foram agitados por quinze minutos e centrifugados a 2000 rpm por quinze minutos. A fracdo
organica foi separada e evaporada em banho de agua a 60° C. O residuo foi reconstituido com

100uL da fase moével e injetado, em volume de 20uL. no CLAE (BLESSBORN et al, 2007).

5.8 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fase movel foi composta de uma mistura isocratica de metanol e solucdo aquosa de

trietilamina 0,01 M (60:40, v/v) pH 5,5, ajustado com acido orto-fosforico a 50%. A solugdo
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foi filtrada e desgaseificada em tanque de ultra-som por 10 minutos antes do uso. O fluxo foi
1,0 mL/min e comprimento de onda de 222 nm (BERGQVIST et al, 1988; GREEN et al,
1999).

Tais parametros de separagdo foram previamente otimizados nas condi¢des
laboratoriais presentes, utilizando-se solugdes padrdes de quinidina, mefloquina e
carboximefloquina, a fim de obter a melhor resolugdo entre os picos dos compostos de
interesse. Foram avaliadas a vazio, a constituicdo da fase movel e o comprimento de onda de

deteccdo (Patchen et al, 1983).

5.9 VALIDACAO DO METODO

Foi realizada segundo os critérios propostos pelo FDA (1994), “Guidance for
Industry Bioanalytical Method Validation”, (2001) e resolugdo da ANVISA RE n° 899, de
29/5/2003. Os parametros avaliados foram: linearidade e curva de calibracdo, seletividade,
precisdo intra e inter ensaio, recuperacao, estabilidade, limites de deteccdo e quantificagdo e

robustez.

5.9.1 Seletividade

Foram utilizadas aliquotas de pool/ de sangue total adsorvidos em papel de filtro,
enriquecidas com as solugdes padroes de quinina, quinidina, cloroquina, desetilcloroquina e
amodiaquina nas concentracdes terapéuticas geralmente utilizadas, as quais podem ser
administradas conjuntamente com a mefloquina para o tratamento da malaria, submetidas a

extragdo conforme 5.7 e analisadas segundo condigdes descritas em 5.8.

5.9.2 Linearidade e curva de calibracao

Foram usadas concentragdes crescentes das solugdes de trabalho de mefloquina e
carboximefloquina, em intervalo de 0,25 pg/mL a 2,5 ug/mL que juntamente com o padrio

interno, foram transferidas para tubos de polipropileno tipo eppendorf e aplicadas em
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quintuplicata, no cromatografo, segundo condi¢des descritas em 5.8; as relagdes das areas de
cada substancia e do padrdo interno foram plotadas no eixo da ordenada e as respectivas
concentragdes na abscissa. A equagdo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados
e expressa por y= a + bx, onde o coeficiente angular (a) ¢ a inclinacdo da reta em relacdo aos
eixos e o coeficiente linear (b) ¢ a intersecdo da reta com o eixo y. J4 a faixa linear de trabalho
foi determinada por intermédio do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) (FDA, 2001;

ANVISA, 2003).

A curva de calibracdo foi elaborada a partir dos calibradores adsorvidos em papel de
filtro na faixa linear, os quais foram separados e extraidos, conforme 5.7, e submetidos a
analise cromatografica, segundo condi¢des descritas em 5.8. Os ensaios foram realizados em
quintuplicata e as relagdes das dreas de cada substancia de interesse e do padrao interno foram
projetadas no eixo da ordenada e as concentragdes na abscissa. Foram obtidos a equagdo da

reta e o coeficiente de correlacao de Pearson (r)

5.9.3 Limite de deteccio e de quantificaciao

O limite de deteccdo foi determinado através de inje¢des no cromatografo de
solucdes diluidas daquelas de trabalho da mefloquina e carboximefloquina. Foi considerado

trés vezes o desvio padrdo da linha de base (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

O limite de quantificagdo da mefloquina e carboximefloquina foi determinado
empregando-se amostras controle, contendo concentragdes de 1,25; 0,5; 0,25 e 0,125ug /mL
de cada substancia, as quais foram submetidas aos procedimentos de separagdo e extracdo
descritos em 4.7 e analisadas segundo 4.8. As relagdes das areas das substancias de interesse e
do padrio interno nas diversas concentracdes foram empregadas para obtencdo dos
coeficientes de variagao. O limite de quantificacao foi considerado aquele cujo coeficiente de

variacgdo foi igual ou inferior a 15% (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

5.9.4 Precisao intra-ensaio e interensaio
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A precisdo intra-ensaio empregando-se amostras controle, contendo diversas concentragdes
dos analitos de interesse, os quais foram analisados, segundo procedimentos descritos em 4.7
e 4.8, em quintuplicata no mesmo dia. A precisdo interensaio foi estabelecida a partir da
analise das amostras controle enriquecida com os analitos de interesse, em quintuplicata, por

trés dias consecutivos. Foram determinados os coeficientes de variacdo intra e inter ensaios.

5.9.5 Recuperacio

A recuperagdo absoluta foi determinada a partir das amostras controle enriquecida
com diversas concentragdes de mefloquina e de carboximefloquina adsorvidas em papel de
filtro e analisadas conforme 5.7 e 5.8. A relag@o das areas de mefloquina e carboximefloquina
e do padrdo interno foi comparada com aquela resultante da inje¢@o direta no cromatdgrafo
das solugdes de interesse e do padrio interno, nas respectivas concentragdes. Os ensaios
foram realizados em quintuplicata ¢ os resultados expressos em porcentagem da area da
amostra extraida em relagdo aquela do padrdo, a qual representa 100% (FDA, 2001;
ANVISA, 2003). O processo de separagdo dos analitos foi avaliado de acordo com 5.7 e apds
12 horas (overnight) do contato com a solugdo 4acida, objetivando determinar a melhor

recuperagao.

5.9.6 Estabilidade

Foi determinada por meio das amostras controles em concentracdo de 0.5 pg/mL
adsorvidas em papel de filtro, as quais foram submetidas, em triplicata, a analise no dia de
preparo, que foi considerado o tempo zero, e apds 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente, em envelope lacrado, considerado o tempo 1. Foi aceita variagdo maxima de 15%

entre os resultados.

5.9.7 Robustez

A robustez da técnica foi analisada através da avaliacdo da variagao do pH da fase

movel (FDA, 2001; ANVISA, 2003).
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5.9.8 Aplicacio do método validado em papel de filtro contendo sangue total de
pacientes com malaria falciparum

Aliquotas de sangue total adsorvidas em papel de filtro de individuos com
diagnodstico positivo para malaria falciparum, foram submetidas a analise conforme

procedimentos descritos em 5.7 € 5.8.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nas diversas etapas de validacdo da metodologia foram descritos
como média e desvio padrdo; foram calculados os diversos coeficientes de variacdo e
determinadas a equac@o da reta e o coeficiente de correlacdo de Pearson, empregando-se os
softwares Bioestat 5.0 (AYRES et al, 2007) EXCEL® e INSTAT®. O nivel de significancia
foi de 5%.

5.11 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi desenvolvido com amostras biologicas coletadas para a pesquisa no
Ambulatorio/Laboratorio do Programa de Ensaios Clinicos em Maléria do Instituto Evandro
Chagas e aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas. O
numero do parecer de aprovagdo ¢é: 0022/20088 e o niimero do protocolo do CEP/IEC é:
0020/08. O estudo foi realizado em conformidade com os preceitos das Normas de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude. Cada
paciente, candidato ao presente estudo, assinou o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido, aceitando participar da pesquisa ¢ teve sua identidade mantida em sigilo (Anexo

0.
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6 RESULTADOS
___________________________________________________________________|

6.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condicdes cromatograficas utilizadas para validacdo da metodologia analitica, que
permitiram boa resolucdo dos analito de interesse estdo apresentadas na Tabela 1. Os tempos
de retencdo da mefloquina, carboximefloquina e quinidina, em concentracdes de 25 pg/mL,

25 pg/mL e 21 pg/mL, respectivamente, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 01: Parametros cromatograficos utilizados para validagdo da metodologia.

Parametro Condicao
Detecgao UV (A =222 nm)
Fluxo 1,0 mL/min
Coluna C18, 5um X-terra 4.6 X 150mm (Waters, Saint Quentin-

en-Y velines, France ®).
Fase Movel mistura isocratica de metanol e solugdo aquosa de
trietilamina 0,01 M (60:40, v/v) pH 5,5
Volume de injecao 20 uL

Tabela 02: Tempo de retencdo das solugdes padrdes de mefloquina (25 pg/mL),
carboximefloquina (25 pg/mL) e quinina (21 pg/mL), segundo condig¢des cromatograficas
previamente padronizadas.

Farmaco n Retencdo (min)
Quinidina 3 2,46
Carboximefloquina 3 3,30
Mefloquina 3 5,36

n= numero de determinagdes
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Figura 5: Cromatograma das solugdes padroes de mefloquina (25 pg/mL) (C), carboximefloquina (25
pg/mL) (B) e quinidina (21 pg/mL) (A), segundo condigdes cromatograficas previamente

padronizadas.

6.2 PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO

6.2.1 Seletividade

Como mostrado na Tabela 3, todos os eventuais interferentes selecionados
apresentaram tempos de retengdo distintos daqueles encontrados para os analitos de interesse,

assim como para o padrao interno.
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Tabela 3: Medicamentos com seus respectivos tempos de retencdo para identificar a possivel
interferéncia de quimioterapicos administrados em associacdo com mefloquina.

Medicamento Tempo de retengdo
Carboximefloquina 7,01
Mefloquina 13,32
Quinina 2,8
Quinidina 2,77
Amodiaquina 3,0
Cloroquina N.E
Desetilcloroquina 6,3

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

6.2.2 Linearidade e curva de calibracao

A linearidade da resposta do detector frente as diversas concentragoes de mefloquina
e carboximegloquina estd apresentada nas Tabelas 4 e¢ 5, e as representagdes graficas nas
Figuras 6 e 7, respectivamente. A equacdo da reta foi Y= 0,1988 + 1,8341X e coeficiente de
correlacdo de 0,9896 para mefloquina e Y= - 0,1686 + 2,3528 X e coeficiente de correlacdo

de 0,9996 para carboximefloquina.

Tabela 4: Linearidade da mefloquina

Mefloquina N Relagdo das areas
ug/mL Amostra/Padrao interno
0,25 15 0,78
0,50 15 1,19
1,00 15 1,75
2,50 15 4,87

n= numero de determinagdes
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Figura 6: Representacdo grafica da linearidade da mefloquina
Tabela 5: Linearidade da carboximefloquina
Carboximefloquina n Relacdo das areas
pg/mL Amostra/Padrio interno
0,375 15 1,11
0,750 15 1,94
1,500 15 3,60
3,740 15 9,00

n= numero de determinagoes
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Figura 7: Representagao grafica da linearidade da carboximefloquina

As curvas de calibracdo de mefloquina e carboximefloquina estdo apresentadas na
Tabela 6 e 7 e ilustradas nas Figuras 8 ¢ 9. Para mefloquina a equacdo da reta foi Y= 0,1983 +
1,5216 X e o coeficiente de correlagdo igual a 0,9933. Ja para carboximefloquina a equacdo

dareta foi Y=10,0152 +2,1146 X e o coeficiente de correlacdo (r) de 0,989.

Tabela 6: Curva de calibragdo da mefloquina no plasma.

Mefloquina n Relagao das areas
ug/mL Amostra/Padrio interno
0,25 15 0,50
0,50 15 1,13
1,00 15 1,61
2,50 15 4,02

n= numero de determinacgdes
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Figura 8: Curva de calibragado da mefloquina no plasma.

Tabela 7: Curva de calibragao da carboximefloquina no plasma.

Carboximefloquina N Relagdo de areas
pg/mL Amostra/Padrao interno
0,375 15 11
0,750 15 1,63
1,500 15 2,71
3,740 15 8,08

n= numero de determinagoes
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Curva de Calibragao da Carboximefloquina
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Figura 9: Curva de calibragao da carboximefloquina no plasma.

6.2.3 Limite de deteccao

O limite de deteccao para mefloquina e carboximefloquina foi 35 ng/mL.

6.2.4 Limite de quantificacido

O limite de quantificacdo para mefloquina e carboximefloquina foi 70 ng/mL.

6.2.5 Precisao do método

47

Os coeficientes de variagdo intra-ensaio e inter-ensaio da mefloquina e

carboximefloquina estdo mostrados nas tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8: Precisdo intraensaio ¢ interensaio da mefloquina, expressa como coeficiente de
variagao.

. Coeficiente de Coeficiente de variagao
Mefloquina o . : .
/L n variagdo intra ensaio n inter ensaio
ne (%) (%)
0,25 5 35 15 43
1,00 5 26 15 38
2,50 5 33 15 35

n= numero de determinagdes

Tabela 9: Precisdao intra ensaio e inter ensaio da carboximefloquina, expressa como
coeficiente de variacdo.

. . Coeficiente de Coeficiente de variacao
Carboximefloquina o . : .
. n variacdo intra ensaio n inter ensaio
"e (%) (%)
0,375 5 292 15 36
0,750 5 22 15 27
1,500 5 18 15 20
3,740 5 18 15 19

n = numero de determinagdes

6.2.6 Recuperacio

As recuperacdes da mefloquina e carboximefloquina, obtidas pelo método sem e

apos separagdo overnigth, estdo apresentadas na tabela 10 e 11 respectivamente.
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Tabela 10: Recuperagdo absoluta do método de extracdo sem separagdo overnight de
diferentes concentragdes de mefloquina e carboximefloquina.

Mefloquina Recuperagdo Carboximefloquina Recuperagdo
ng/mL ! (%) ng/mL n (%)
0.25 15 64 0,375 15 103
0,50 15 95 0,750 15 85
100 15 92 1,500 15 75
2,50 15 82 3,740 15 89

Tabela 11: Recuperacdo absoluta do método de extragdo com separacdo overnight de
diferentes concentragdes de mefloquina e carboximefloquina.

Mefloquina Recuperagdo Carboximefloquina Recuperagao
pg/mL SN pg/mL N )
0,25 15 77 0,375 15 77
0,50 15 88 0,750 15 N.E
1,00 15 93 1,500 15 100
2,50 15 42 3,740 15 30
6.2.7 Estabilidade

De acordo com a Tabela 12, pode-se verificar a estabilidade da mefloquina e
Carboximefloquina, apds 30 dias da preparagdo do papel de filtro armazenado em envelope

lacrado e mantido a temperatura ambiente.
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Tabela 12: Estabilidade da mefloquina e carboximefloquina no plasma apo6s ciclos de
congelamento e a temperatura ambiente.

Concentragao Concentragao
Farmaco n (ng/mL) (ng/mL)
Amostra recente Armazenamento por 30 dias
Mefloquina
(0,5ng/mL) 5 0,45 0,58
Carboximefloquina
(0,5ng/mL) 5 0,48 0.47
6.2.8 Robustez

Para avaliagdo da robustez do procedimento foi verificada a influéncia do pH da fase
movel sobre os tempos de retencdo dos analitos de interesse, cujos resultados estdo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Avaliagdo da interferéncia do pH da fase moével no tempo de retengdo da
mefloquina, carboximefloquina e do padrdo interno (quinidina).

pH Tempo de Tempo de retengdo Tempo de retencao da
retengdo da da quinidina
mefloquina carboximefloquina (minutos)

(minutos) (minutos)

5,4 6,5 5,2 2,2

5,75 7,1 52 2,3

6,0 6,3 5,5 2,1

6,5 8,3 5,4 2,8

OSS: Fluxo da fase mével: 1ml min
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6.2.9 Determinacio de mefloquina e carboximefloquina em pacientes com malaria
falciparum

Os resultados da determinacdo da mefloquina e carboximefloquina em amostras de
sangue adsorvidas em papel de filtro dos pacientes com malaria falciparum estdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Concentragdes plasmaticas de mefloquina e carboximefloquina (pg/mL) em D3
apés a instituicdo da terapia, em pacientes com maldria falciparum, oriundas do
ambulatorio/Laboratorio do Programa de Ensaios Clinicos em Malaria do Instituto Evandro
Chagas, no periodo de janeiro a julho de 2009.

Pacientes n mefloquina carboximefloquina

pg/mL pg/mL
1 3 0,68 0,419
2 3 0,32 0,450
3 3 0,95 0,427
4 3 2.06 0,437
5 3 0.295 0,625

X +DP 0,861+0,723 0,472+0,086

N= numero de determinacbes
X= média aritmética; + desvio padrao (DP)
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7 DISCUSSAO
|

Apesar dos esforcos das autoridades sanitarias dos Paises nos quais a malaria ¢
endémica, ndo foi observado até o presente, reducdo significativa do nimero de casos, o que
se traduz pelas elevadas taxas de morbimorbidade nestas areas, com significativo impacto

econdmico e social. (WHITTY et al, 2008; WALKER et al, 2009)

Dentre as estratégias empregadas para redu¢do do nimero de casos da doenga, o
tratamento rapido e eficaz, ocupa posicdo de destaque, por promover a cura e reduzir a
transmissdo (MELLO, 2004). Para avaliagdo da eficacia de determinado esquema terapéutico
e acompanhamento da aderéncia do paciente a terapia proposta, a monitorizacdo das
concentragdes de farmacos nos diferentes fluidos bioldgicos ocupa posicdo de destaque e para
identificacdo e quantificacdo sdo empregadas técnicas cromatograficas, como a cromatografia
liquida e a gasosa, as quais segundo Ribani et al. (2004) se destacam dentre as técnicas de
separacao, apresentando sensibilidade, especificidade e custo que se adéquam a estes

objetivos.

A determinacdo das concentragdes sanguineas de antimalaricos ¢ relevante para
avaliacdo dos casos nos quais ha parasitas circulantes logo apés ou decorrido determinado
periodo de tempo do tratamento, objetivando a distin¢ao entre falha terapéutica resultante da
resisténcia ou ndo aderéncia do paciente ao tratamento proposto (LIMA, 1992; DUA et al,
1993) . Neste sentido, a disponibilidade de métodos analiticos sensiveis, especificos, de baixo
custo e rapidos, sdo fundamentais para as dosagens séricas destes medicamentos, nas areas

onde a doenca ¢ endémica.

A mefloquina é empregada no tratamento de primeira linha na malaria por P.
falciparum pelo Ministério da Satde do Brasil, e sua determinacdo em fluidos biologicos é
justificavel pela sua extensa meia vida bioldgica, o que pode levar a exposicao dos parasitas a
concentragdes sub-terapéuticas do farmaco, favorecendo a ocorréncia de episddios de
resisténcia. Por outro lado, apesar da auséncia de atividade antimaldrica da

carboximefloquina, uma relagdo constante entre o farmaco original e seu principal metabolito
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assegura que a quimioprofilaxia ou o tratamento foi realizado de maneira adequada

(BRASIL/MS/ENS, 2001; SCHLITZER, 2007).

A determinacdo da concentracdo de mefloquina e de seu derivado carboxilado nos
fluidos biologicos destina-se tanto aos estudos de monitorizagdo terapéutica, quanto de
farmacocinética. No tltimo, ha necessidade de separacdo dos isOmeros, que apresentam acao
farmacoldgica e disposi¢do cinética diferenciadas, com emprego de técnicas de separacdo e

colunas especiais. (BERGQVIST et al, 1988)

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

utilizando extracdo em fase solida e HPLC em fase reversa.

O desenvolvimento de um método cromatografico para determinagdo de mefloquina
e seu principal metabdlito carboxilado em amostras bioldgicas com extracdo liquido-liquido
em uma Unica etapa, empregando condi¢gdes cromatograficas facilmente reprodutiveis, ¢ uma
necessidade atual dos laboratorios de monitorizagao terapéutica de antimalaricos. Para tanto,
neste trabalho foi realizada a validacdo de método por HPLC para quantificacdo de
mefloquina e carboximefloquina em amostras de sangue total adsorvidas em papel de filtro,
com a preocupacdo de desenvolver um procedimento simples, empregando detector
ultravioleta, coluna de fase reversa C18, extracdo em fase liquida, reduzido consumo de
solventes organicos e papel de filtro facilmente encontrado, a fim de tornar a analise acessivel
economicamente para a maioria dos laboratorios de andlises de antimalaricos dos paises da

América Latina. (GREEN et al., 1999)

Justifica-se o emprego de papel de filtro como suporte para acondicionamento e

transporte das amostras, pela possibilidade de atendimentos de pacientes residentes em areas
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remotas dos grandes centros de diagnostico de dificil acesso ou de reduzida infra-estrutura
laboratorial e de recursos humanos; soma-se o fato da possibilidade da coleta de amostra por

puncdo digital (PATCHEN; MOUNT; SCHWARTZ; CHUCHILL, 1983).

Procedeu-se entdo a validagdo do procedimento, etapa de fundamental importancia
para que os laboratorios disponham de meios e critérios objetivos para demonstrar que os
métodos de ensaio que executam conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade
pretendida; os seguintes pardmetros foram avaliados: linearidade, limite de detecgdo e
quantificagdo, curva de calibracdo, tempo de retencdo, recuperagdo, precisdo, interferentes,

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

De acordo com as condi¢gdes cromatograficas padronizadas, a mefloquina,
carboximefloquina e Quinidina (padrdo interno) demonstraram boa separacdo, eluindo em
5,36, 3,30 e 5,36 minutos, respectivamente (Tabela 2 e Figura 5); ndo foi observada eluigdo
de possiveis interferentes representados por outros farmacos utilizados no tratamento da
malaria falciparum ou de seus sintomas (Tabela 3); indicando que o método se adequa a
identificacdo de mefloquina e carboximefloquina sem interferéncia de outros analitos,

portanto, apresenta boa seletividade (ANVISA, 2003).

Os limites de deteccdo e de quantificagdio de mefloquina e carboximefloquina
caracterizam a aplicabilidade do procedimento proposto para monitorizagao terapéutica do
farmaco, uma vez que apos o uso de mefloquina, segundo esquema terapéutico padrdo para o
tratamento da malaria falciparum sdo alcancadas concentragdes sanguineas médias de 2,5
png/mL variando de 0,871 a 6,04 pg/mL em pacientes fazendo uso de 15 mg/kg de MQ apds
24 horas (NOSTEN et al, 1991).

O método foi linear em ampla escala de concentragdes de mefloquina e
carboximefloquina, isto ¢ de 0,25 a 2,5 pg/mL, as quais incluem aquelas associadas ao uso
terapéutico e quimioprofilatico do farmaco; os coeficientes de correlacdo de Pearson foram
superiores a 0,989 para ambos analitos (Figuras 6 ¢ 7). O mesmo achado foi observado nas
curvas de calibragdo elaboradas com concentracdes crescentes das amostras controle

embebidas em papel de filtro (Figuras 8 ¢ 9). Tais valores sdo adequados a legislacao oficial
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vigente no Brasil, a qual recomenda que no estudo de linearidade o coeficiente de Pearson

devera ser igual ou superior a 0,98. (ANVISA, 2003)

A recuperacdo média de mefloquina nas amostras de sangue adsorvidas em papel de
filtro cuja separacao foi realizada em uma hora foi de 83+ 14%, enquanto que apds 12 horas
de separacdo foi 75+24%. Nao foi observada diferenca significativa nos valores médios de
recuperag¢do, considerando o intervalo de tempo do processo de separacdo do analito (p>0,05).
Contudo, na maior concentracdo analisada, isto ¢, 2.5ug/mL, os teores de mefloquina foram
superiores na extracdo realizada em uma hora (Tabela 11). A recuperacio média apos

separagdo em uma hora obedece as recomendagoes da legislacdo vigente (ANVISA, 2003).

A recuperagdo média da carboximefloquina nas amostras de sangue adsorvidas em
papel de filtro apds separacdo de uma hora foi 88+11%, e apds 12 horas de 69+35%. Nao foi
observada diferenca estatistica significativa entre os valores médios da recuperacdo (p>0.05),
considerando o intervalo de tempo para separacdo do analito, apesar do claro decaimento
desta em periodo prolongado de separagdo; entretanto, a recuperacdo média apds separacdo de

uma hora atende as recomendacdes da legislacdo vigente.

O coeficiente de variacdo médio intra ensaio da mefloquina foi 31+4 % e o inter
ensaio foi 38+4%. Para carboximefloquina tais valores foram 21+£5% e 25+7%,
respecitvamente (Tabelas 8 e 9). Sao considerados valores eclevados e acima das
recomendacdes da legislagao vigente (ANVISA, 2003); entretanto, os métodos validados para
determinagdo de outros antimalaricos, como quinina, lumefantrina ¢ cloroquina, nos quais as
amostras de sangue se encontram adsorvidas em papel de filtro, também apresentam elevados
coeficientes de variagdo, chegando até 40%. (PATCHEN; MOUNT; SCHWARTZ;
CHUCHILL, 1983; TONNESEN, 2001).

Credita-se tal variacdo a maneira como ¢ realizado o corte do papel de filtro, com
auxilio de tesoura, ndo formando cortes homogéneos, e impedindo o contato uniforme destes
com a solucdo 4cida de separacdo; soma-se a incerteza referente a retirada do papel de filtro
apos separacdo da matriz bioldgica, € o quanto da matriz adsorveu novamente no papel neste
procedimento, o qual € realizado com auxilio de bastdo de madeira. Por outro lado, a maneira

como a amostra ¢ aplicada ao papel de filtro também podera corroborar para redugdo da
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precisdo do procedimento, devendo ser dispensada atencdo para o volume exato de 100uL a
ser transferido para o papel de filtro, o formato da circunferéncia formada, os movimentos
homogéneos e circulares a serem aplicados ao papel no momento da aplicagdo e o tempo

necessario para a secagem inicial do papel na posicdo horizontal.

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

congelamento ou mantidas a temperatura ambiente.

Variac¢des no pH da fase movel ndo modificaram de maneira significativa a resolucao
dos analitos de interesse, sugerindo robustez adequada do método para este pardmetro,
caracteristica indispensavel para a qualidade analitica (BRITO et al, 2003). Neste sentido,
optou-se pelo pH 5,5 pela melhor separagdo dos compostos de interesse mantendo-se a

adequada resolucdo cromatografica considerando possiveis interferentes na matriz bioldgica.

Para avaliacdo da aplicabilidade da metodologia analitica proposta efetuou-se a
determinagdo dos teores de mefloquina e carboximefloquina em amostras de sangue total
adsorvidas em papel de filtro, coletadas de pacientes com malaria falciparum trés dias apods
ingestdo do farmaco. Os valores médios obtidos corroboraram com os achados de Todd et al.
(1997), que observaram teor sérico médio de 0,979pug/ml, durante a ingestdo de 250 mg de
mefloquina por 18 semanas, e de Hatin et al. (1992), que estudaram 47 pacientes ndo imunes
com malaria por P. falciparum, provenientes do Senegal, apds a ingestdo de dose de
12,5mg/Kg de mefloquina e obtiveram concentracdo sérica média de 0,955+0,74 pg/ml, com

intervalo de 0,36 a 1,719 ug/ml.

Os teores de carboximefloquina apresentados na Tabela 14 variaram de 0,41 a 0,62
ug/ml e se assemelham aqueles obtidos por Hatin et al. (1992) em estudo com 47 pacientes
ndo imunes com maldria por P. falciparum, provenientes do Senegal apés 48 horas da
ingestdo de 12,5 mg/kg de mefloquina, nos quais a concentracdo média do derivado

carboxilado foi de 0,407+0,49 pg/mL, com intervalo de 0,05 a 1,180 pg/ml.
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9 CONCLUSAO
|

Os resultados deste estudo indicaram que:

- O método validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por
ultravioleta mostrou-se apropriado para determinacdo de mefloquina e carboximefloquina em
sangue total adsorvidos em papel de filtro visto que apresentou parametros de desempenho
condizentes aos objetivos do trabalho e em conformidade com os pardmetros recomendados

pelos 6rgdos internacionais e pela legislagdo sanitaria vigente no pais;

- A mefloquina e seu metabolito apresentaram estabilidade quando adicionadas as
aliquotas de sangue total adsorvidas em papel de filtro, o que demonstra sua aplicabilidade na

coleta de material bioldgico de pacientes;

- A extracdo liquido-liquido, conferiu ao método validado baixo custo operacional e
a possibilidade de ser implementado na maioria dos laboratérios de médio porte dos paises
nos quais a doenga ¢ endémica, justificando a utilizagdo da cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccdo ultravioleta.
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ANEXO A
Termo de consentimento livre e esclarecido

VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO DE MEFLOQUINA E
CARBOXIMEFLOQUINA EM AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL ADSORVIDAS EM PAPEL DE
FILTRO, POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE), EM PACIENTES
COM MALARIA FALCIPARUM NAO COMPLICADA.

A maldria ¢ uma doenga causada por um parasita chamado Plasmodio que ¢ um
ser vivo tdo pequeno que sO6 conseguimos vé-lo com a ajuda de lentes de aumento. Essa
doenca ¢ transmitida através da picada de um mosquito.

As primeiras manifestacdes sdo debilidade fisica, febre, enjoo e vomitos. Se ndo
tratada corretamente, a malaria pode causar sérios problemas a saude das pessoas, como
afetar os rins, figado e cabeca.

Vocé tem um tipo de malaria que foi causada pelo Plasmodium falciparum, e por
. . . . ® .
1sso precisou tomar o medicamento chamado Lariam ™, composto de mefloquina.

Essa pesquisa € para sabermos a quantidade de mefloquina que permanece no seu
sangue, depois de ter tomado os remédios. Para isso, haverd a necessidade de coleta de
sangue, através de uma inje¢do no seu braco. Apos coleta, realizada no Instituto Evandro
Chagas, as amostras serdo aplicadas em um papel de filtro e transportadas em envelopes para
analise no Laboratdrio de Toxicologia, da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Para.

Os participantes podem ficar tranqiiilos, pois as suas identidades ndo serdo
reveladas, garantindo-se o mais absoluto sigilo de sua participagdo na pesquisa, sendo apenas
utilizados os resultados dos exames. Estes serfo apenas do conhecimento do pesquisador.
Copias dos resultados serdo entregues aos respectivos participantes.

A presente pesquisa ndo acarreta riscos minimos a vida dos pacientes, bem como
assegura total e gratuita assisténcia, e serd realizada em ambiente seguro, com materiais
limpos, descartdveis, oferecidos gratuitamente.

OBSERVACAO: Apés os esclarecimentos sobre todo o programa, o responsavel é livre para
participar ou retirar-se do projeto a qualquer momento.

Pesquisadora: Patricia Marques de Ataide
End: Rua Augusto Correa n°01; Fone: 2017733/UFPA

Termo de consentimento livre e esclarecido
Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, ¢ me sinto perfeitamente esclarecido
sobre o conteudo da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por
minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material.
Belém, / /

Assinatura do Responsavel



