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Resumo

RESUMO

Atualmente, a malaria é a infeccdo parasitaria de maior incidéncia mundial. A terapia de
combinagéo com artemisinina (ACT) tem sido proposta como um tratamento promissor para malaria, sendo
artemeter-lumefantrina (20+120 mg) a principal associagdo recomendada em areas endémicas. Apesar da
ampla utilizagdo desta associagao, a literatura cientifica ainda é escassa em relagdo a métodos analiticos
para quantificacdo de artemeter e lumefantrina em produtos farmacéuticos e matrizes bioldgicas. O objetivo
do presente trabalho foi desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo de artemeter e
lumefantrina isoladamente em matérias-primas farmacéuticas e simultaneamente em comprimidos de dose
fixa combinada e em plasma humano. O método analitico descrito na Farmacopéia Internacional 42 edigao
por CLAE-UV foi adaptado e validado para quantificagdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica. Para
determinacéo de lumefantrina, trés métodos analiticos foram desenvolvidos e comparados estatisticamente:
CLAE, UV e tilulagdo em meio ndo aquoso. A anadlise cromatografica foi realizada em coluna C4g, com fase
moével composta por metanol e acido trifuoroacético 0,05% (80:20). A robustez do método por CLAE foi
avaliada por meio de Teste de Youden, que permitiu analisar a influéncia de sete parametros analiticos no
resultado final. Para o método espectrofotométrico, empregou-se detecgdo em 335 nm. Acido perclérico 0,1
M em acido acético glacial foi utilizado como titulante no método volumétrico. Os trés métodos se mostraram
adequados para quantificacdo do farmaco em matéria-prima, enquanto para analise dos comprimidos,
CLAE e UV forneceram resultados mais confiaveis. A quantificagao simultdnea de artemeter e lumefantrina
em comprimidos de dose fixa combinada foi realizada por meio de um método de adicdo de padrido de
artemeter por CLAE, com coluna Ciano, fase mével composta por acetonitrila e acido trifluoroacético 0,05%
(60:40) e detecgao UV em 210 nm. O método desenvolvido cumpriu com todos os parametros de validagao
exigidos e se mostrou adequado para analises rotineiras. Desenvolveu-se, ainda, método bioanalitico por
CLAE com detecgao por espectrometria de massas e ionizagao por eletrospray no modo positivo para
quantificacdo de artemeter e lumefantrina em plasma humano. Para extracido dos farmacos do plasma,
empregou-se precipitagdo de proteinas e artesunato como padrdo interno. A analise cromatografica foi
realizada em coluna Ciano e as transigbes empregadas para artemeter, lumefantrina e artesunato foram m/z
316 — m/z 267, m/z 530 — m/z 348 e m/z 402 — m/z 267, respectivamente. O método demonstrou ser
seletivo, preciso e exato, além de fornecer taxas de recuperacao superiores a 80% para todos os farmacos.
A linearidade do método para artemeter foi comprovada na faixa de 10 a 1000 ng/ml, enquanto para
lumefantrina uma curva quadratica foi obtida na faixa de 10 a 18000 ng/ml. O estudo clinico com voluntarios
permitiu a obtengéo das curvas de absorc¢ao plasmatica e dos pardmetros farmacocinéticos. A concentragao
plasmatica maxima de artemeter, 57,4 ng/ml, foi alcangada apds 1,9 h da administragdo do medicamento,
enquanto para lumefantrina, a concentracdo maxima de 1979,9 ng/ml foi alcangada em 5,8 h. Realizou-se,
ainda, estudo das estruturas dos fragmentos e das rotas de fragmentacédo de artemeter e lumefantrina. O
desenvolvimento de métodos analiticos rapidos e simples é de extrema importancia para avaliar a qualidade
dos medicamentos antimalaricos distribuidos atualmente, enquanto o método bioanalitico desenvolvido

constitui uma ferramenta Util para estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia.

Palavras-chave: artemeter, lumefantrina, antimalaricos, CLAE, espectrometria de massas, produtos

farmacéuticos, plasma humano.



Abstract

ABSTRACT

Nowadays, malaria is the world’s most incident parasitic infection. The artemisinin based
combination therapy (ACT) has been advocated as a promising treatment for malaria and artemether-
lumefantrine (20+120 mg) is the main recommended association in endemic areas. In spite of the wide use
of this association, the scientific literature is still scarce regarding analytical methods for the quantitation of
artemether and lumefantrine in pharmaceutical products and biological matrices. The aim of the present
work was developing and validating analytical methods for the quantitation of artemether and lumefantrine
isolated in pharmaceutical raw materials and simultaneously in fixed dose combination tablets and human
plasma. The analytical method described in the International Pharmacopeia 4™ edition by HPLC-UV was
adapted and validated for the quantitation of artemether in pharmaceutical raw material. Three analytical
methods were developed and statistically compared for lumefantrine determination: HPLC, UV and non
aqueous titration. The chromatographic analysis was performed in a C4s column and mobile phase
composed of methanol and 0.05% trifluoroacetic acid (80:20). The robustness of the HPLC method was
evaluated by means of Youden’s test, which allowed analysing the influence of seven analytical parameters
in the final result. In the spectrophotometric method, the detection was performed at 335 nm. The titulant
employed in the volumetric method was 0.1 M perchloric acid in glacial acetic acid. All methods showed to
be adequate for the quantitation of the drug in raw material, while for the tablet assay, HPLC and UV
provided the most reliable results. The simultaneous quantitation of artemether and lumefantrine in fixed
dose combination tablets was carried out by means of artemether standard addition method, by HPLC with
cyano column, mobile phase composed of acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid (60:40) and UV
detection at 210 nm. The developed method complied with all required validation parameters e showed to be
adequate for routine analysis. A bioanalytical method by HPLC with detection by mass spectrometry and
eletrospray ionization in the positive mode was developed for the quantitation of artemether and lumefantrine
in human plasma. For the extraction of the drugs from plasma, protein precipitation and artesunate as
internal standard were employed. The chromatographic analysis was performed using a cyano column and
the employed transitions for the quantitation of artemether, lumefantrine and artesunate were m/z 316 — m/z
267, m/z 530 — m/z 348 e m/z 402 — m/z 267, respectivelly. The method showed to be selective, precise,
acurate, besides providing recovery rates higher than 80% for all drugs. Linearity of the method for
artemether was proved in the range from 10 to 1000 ng/ml, while for lumefantrine, a quadratic curve was
obtained in the range from 10 to 18000 ng/ml. The clinical study with volunteers allowed obtaining plasmatic
absorption curves, as well as the pharmacokinetic parameters. The maximum plasmatic concentration of
artemether, 57.4 ng/ml, was reached 1.9 h after the drug administration, whereas for lumefantrina, a
maximum concentration of 1979.9 ng/ml was reached after 5.8 h. The study of the fragment structures and
fragmentation routes of artemether and lumefantrine was also performed. The development of simple and
rapid analytical methods is extremely important to evaluate the quality of the antimalarials distributed
nowadays and to contribute to assuring the treatment efficacy, while the developed bioanalytical method

represents a useful tool for bioavailability and bioequivalence studies.

Key words: artemether, lumefantrine, antimalarials, HPLC, mass spectrometry, pharmaceutical products,

human plasma.
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1 INTRODUCAO

Apesar de muito antiga, a malaria continua sendo um dos principais problemas de
saude publica no mundo. Atualmente, cerca de 109 paises no mundo apresentam
malaria, sendo que praticamente metade destes esta localizada na Africa, ao sul do
Saara. Embora esse numero seja consideravelmente menor do que o encontrado na
década de 1950 (140 paises), mais de 3,3 milhdes de pessoas no mundo ainda estdo sob
o risco de contrair malaria (WORLD, 2008).

A incidéncia de malaria no mundo é estimada entre 189 e 327 milhdes de casos
por ano. Cerca de 86% desses casos ocorrem na Africa e a maioria é causada por
Plasmodium falciparum. O numero de mortes por malaria varia entre 610000 e 1212000
por ano, dos quais cerca de 810000 ocorrem em criangas africanas menores de 5 anos.
Essas mortes infantis, resultantes principalmente de malaria cerebral e anemia,
constituem aproximadamente 25% da mortalidade infantil na Africa (WORLD, 2008).

Na América Latina, o maior numero de casos é verificado na Amazoénia brasileira,
com registro de cerca de 500 mil casos por ano. O desenvolvimento intensificado da
Amazonia nas décadas de 70 e 80 acelerou o processo migratorio, atraindo moradores de
outras localidades do pais. Nessa regido, as precarias condi¢cbes soOcio-econdmicas da
populagdo migrante determinaram a rapida expansdo da malaria (BRAGA & FONTES,
2002).

No Brasil, a incidéncia de malaria em 2006 foi de 540.047 casos, sendo que 0s
estados do Amazonas, Rondénia, Para e Acre foram responsaveis por 87,9% dos
mesmos. Na Amazénia legal, as infeccbes causadas pela espécie P. vivax prevalecem.
Em 2006, foram registrados cerca de 396.000 casos de malaria por essa espécie,
correspondendo a 73,4% das notificagdes (BRASIL, 2006b).

Durante o século passado, a malaria foi reconhecida como um problema de saude
grave pelas autoridades sanitarias e grandes avangos foram realizados no sentido de
compreender a biologia da doenga e do parasita, visando o desenvolvimento de métodos
de controle. Desta forma, na década de 1950, a combinacdo de inseticidas potentes e
farmacos a baixo custo trouxeram, por um breve momento, a possibilidade de erradicagao
da doencga. Entretanto, a malaria continua sendo um dos maiores problemas de saude
mundial no século 21, uma vez que os planos de erradicacdo da doenga falharam por
diversos motivos, como instabilidade politica, dificuldades econémicas regionais,
desenvolvimento de resisténcia do parasita aos farmacos e inseticidas e investimento
insuficiente na descoberta de novos farmacos (WINSTANLEY, 2001).
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Além de ser uma doenga grave, a malaria também envolve problemas sécio-
econdmicos a curto e longo prazo. Os custos médicos associados a doenga sao grandes,
incluindo consultas médicas, diagndstico, tratamento com medicamentos e medidas de
prevencado. Em adicdo a essas despesas, os custos relacionados a malaria em paises
pobres envolvem também o sofrimento dos pacientes, retardo fisico e cognitivo no
desenvolvimento de criangas e consequentemente baixo desempenho na escola, anemia
e aumento da vulnerabilidade a outras doencas. Além disso, a malaria incapacita os
trabalhadores, aumentando as taxas de auséncia ao emprego, e desencoraja o turismo e
investimentos financeiros na regiao, reduzindo as oportunidades para o desenvolvimento
econdmico (SACHS & MALANEY, 2002; GUERIN et al., 2002).

Um dos maiores desafios encontrados para o controle mundial da malaria é o
crescimento e intensificacdo da resisténcia do parasita aos antimalaricos em utilizagao
clinica. O numero limitado destes farmacos aumenta as dificuldades para o
desenvolvimento de esquemas terapéuticos eficazes e controle adequado da doenca
(WORLD, 2008). Com o aumento de resisténcia tanto em relagcdo aos farmacos
antimalaricos como a inseticidas, o desenvolvimento de uma vacina para malaria tem
criado grande expectativa. Entretanto, pesquisas sobre vacinas nas ultimas trés décadas
tém se caracterizado por repetidas falhas, devido a complexidade do parasita, falta de
modelos animais apropriados e falta de conhecimento sobre os mecanismos imunes
envolvidos na protecdo (GUERIN et al., 2002).

Atualmente, a resisténcia a cloroquina é altamente difundida em areas endémicas e
ja foram registrados casos de resisténcia de P. falciparum a todas as classes de
farmacos, exceto aos derivados de artemisinina (WONGSRICHANALAI et al., 2002). Por
isso, a terapia de combinagdo com artemisinina (ACT — artemisinin based combination
therapy) tem sido proposta como uma alternativa promissora para esse tipo de
tratamento, apresentando alta eficacia clinica e seguranga (MARTENSSON et al., 2005).

Nem todas as falhas observadas no tratamento da malaria se devem ao
desenvolvimento de resisténcia. Fatores criticos que devem ser avaliados quando ha
falha terapéutica incluem a verificagdo da qualidade e do prazo de validade do
medicamento, se a dose administrada pelo paciente foi correta e se o farmaco foi
devidamente absorvido no trato gastrintestinal (SHANKS, 2006).

Além disso, o problema relacionado a medicamentos antimalaricos falsificados ou
de méa qualidade é bem conhecido em varias partes do mundo, incluindo Africa e sudeste
da Asia. A utilizacdo desses medicamentos pode contribuir para o desenvolvimento de

resisténcia do plasmoédio em areas endémicas de malaria, devido a exposicao a doses
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subterapéuticas do farmaco (GREEN et al., 2001; ATEMNKENG et al., 2007a). Desta

forma, o desenvolvimento e aplicacdo de métodos analiticos para identificacdo e

quantificacdo de antimalaricos s&o de grande importéncia para avaliar e garantir a
qualidade dos medicamentos comercializados e distribuidos atualmente. Tal medida pode
contribuir para assegurar a eficacia do tratamento e diminuir o desenvolvimento de
resisténcia a antimalaricos.

Com a intensificagdo do uso da associacdo de artemeter-lumefantrina como um
tratamento promissor para malaria causada por P. falciparum resistente, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de métodos bioanaliticos para quantificacdo simultanea
desses farmacos em plasma, importantes para realizacdo de estudos sobre
biodisponibilidade e farmacocinética. Ha, ainda, possibilidade de interesse na produgao
de medicamentos genéricos futuramente, de forma que tais métodos bioanaliticos podem

ser uteis também para os estudos de bioequivaléncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo biolégico da maléaria

A malaria humana pode ser causada por quatro espécies de protozoarios
intracelulares do género Plasmodium, sendo eles P. falciparum, P. vivax, P. malarie
e P. ovale. A infecgdo malarica inicia-se quando esporozoitos infectantes sao
inoculados no homem por mosquitos do género Anopheles. Essas formas
parasitarias saem rapidamente da circulagcdo sanguinea e se alojam nos
hepatdcitos, onde se transformam, multiplicam e originam esquizontes tissulares.
Essa fase assintomatica € denominada pré-eritrocitica e dura cerca de 5 a 15 dias.
Em seguida, os esquizontes se rompem, cada qual liberando milhares de merozoitos
que caem na circulagao, invadem os eritrocitos e iniciam, assim, o ciclo eritrocitico
(BRAGA & FONTES, 2002; HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

Nos eritrocitos, a maioria dos parasitas se reproduz assexuadamente,
originando merozoitos que invadirdo novos eritrocitos. Depois de algumas geracdes
de merozoitos, ocorre a diferenciagdo em estagios sexuados, os gametocitos, que
continuardo seu desenvolvimento no mosquito vetor. Os eritrocitos contendo
parasitas se rompem, cada qual liberando 6 a 24 merozoitos, sendo esse processo o
responsavel pelas crises febris (BRAGA & FONTES, 2002; HARDMAN & LIMBIRD,
2003).

Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito Anopheles ingere as
formas sanguineas do parasita, mas somente os gametdcitos sdo capazes de se
desenvolver no inseto. No intestino do mosquito, o processo de gametogénese é
estimulado, formando-se zigotos. Essas formas do parasita se desenvolvem na
parede do intestino do inseto e ddo origem a esporozoitos infectantes, que se alojam
nas glandulas salivares do mosquito. Esse inseto pode, entdo, infectar outro
hospedeiro humano ao exercer a hematofagia (BRAGA & FONTES, 2002;
HARDMAN & LIMBIRD, 2003).

2.2 Quadro clinico e diagndstico

Uma fase sintomatica inicial, caracterizada por mal-estar, cefaléia, cansaco e

mialgia, geralmente precede a classica febre da malaria. O ataque paroxistico agudo
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(acesso malarico), coincidente com a ruptura das hemacias ao final da esquizogonia,
€ acompanhado de calafrios e sudorese. Essa fase dura cerca de 15 minutos a uma
hora, sendo seguida por uma fase febril, com temperatura corpérea podendo atingir
41 °C ou mais. Apos a fase inicial, a febre assume um carater intermitente,
relacionado ao tempo de ruptura de hemacias, que é de 48 horas para o P.
falciparum e P. vivax (BRAGA & FONTES, 2002).

NUNES & FERREIRA (2007) analisaram o quadro clinico de 326 pacientes
diagnosticados com malaria ndo-complicada na regido amazoénica. Treze sintomas
foram identificados nos pacientes, sendo eles febre, calafrio, sudorese, cefaléia,
mialgia, artralgia, dor abdominal, ndusea, vomito, tonteira, tosse, dispnéia e diarréia.
Os sintomas mais freqlentes foram cefaléia (59,8% dos casos), febre (57,1%) e
mialgia (48,4%). 29,4% dos casos de malaria diagnosticados foram assintomaticos.
A prevaléncia e a intensidade da febre e dos demais sintomas clinicos variaram de
forma significativa em relacdo a parasitemia, idade dos pacientes, exposigao
cumulativa a malaria, infeccao recente a doenca e espécie do parasita.

O quadro de malaria complicada inclui sintomas como anemia,
hepatoesplenomegalia, comprometimento cerebral, faléncia renal e choque. Estas
complicagdes podem comprometer gravemente o estado de saude do paciente e
levar a morte (KNUDSON et al., 2007).

As manifestagdes clinicas da malaria em areas de alta transmissao sdo mais
frequentes em criangas e jovens, enquanto as infecgbes assintomaticas sdo mais
comuns em individuos de maior idade. Isso indica que a imunidade é adquirida
gradualmente e esta relacionada com a idade em que ocorreu a primeira exposi¢cao
a doenga (KNUDSON et al., 2007).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) preconiza tanto o diagndstico clinico
quanto o laboratorial como norteadores da terapéutica da malaria. Os sintomas da
malaria sao inespecificos, ndo sendo possivel a distincdo clinica entre malaria e
outras infeccdes agudas do homem. Com isso, o diagndstico de certeza da infecgao
malarica sé é possivel pela demonstragado do parasita ou de antigenos especificos
no sangue periférico do paciente. As técnicas mais utilizadas para o diagnostico
laboratorial sdo gota espessa e esfregagco sanguineo, que se baseiam na
visualizacdo do parasita por meio de microscopia Optica, apds coloragdo com
corantes especificos (azul de metileno e Giemsa) (BRAGA & FONTES, 2002).

Véarios métodos alternativos para o diagnostico laboratorial tém sido

desenvolvidos nos ultimos anos, como o QBC (quantitative buffy-coat),
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imunofluorescéncia, testes de ELISA para detecgdo do antigeno de P. falciparum e
uso de métodos moleculares por PCR (polymerase chain reaction). Entretanto,
nenhum desses testes € usado rotineiramente devido a complexidade e custo
elevado (GUERIN et al., 2002).

2.3 Agentes antimaléaricos

Os antimalaricos podem ser classificados pelo estagio do parasita no qual
agem, pelas indicagdes clinicas de seu uso ou classe quimica (HARDMAN &
LIMBIRD, 2003).

De acordo com o estagio do ciclo de vida do parasita no qual agem, os
antimalaricos podem ser classificados em esquizonticidas sanguineos,
esquizonticidas teciduais, gametocidas e esporonticidas (SWEETMAN, 2005).

Os esquizonticidas sanguineos agem nas fases eritrociticas dos parasitas,
que sao diretamente responsaveis pelos sintomas clinicos da doenca. Eles podem
promover a cura clinica ou a supressao da infeccdo por isolados de plasmaodios
suscetiveis. Entretanto, como ndo exercem efeito nas formas exoeritrociticas, os
esquizonticidas sanguineos nao levam a cura radical em relagéao as recaidas devido
a infecgao por P. vivax ou ovale (SWEETMAN, 2005).

Os esquizoticidas teciduais atuam nas fases exoeritrociticas do parasita. Sao
usados para profilaxia, prevenindo a invasao de células sanguineas, e para evitar
recaidas, levando a cura radical de infec¢des por P. vivax ou ovale (SWEETMAN,
2005).

Os gametocidas destroem as formas sexuadas do parasita, interrompendo a
transmissao da infeccdo ao mosquito vetor. Os esporonticidas ndo apresentam agao
direta nos gametécitos no hospedeiro humano, mas previnem a esporogonia no
mosquito (SWEETMAN, 2005).

Os principais antimalaricos disponiveis atualmente e suas estruturas quimicas
estéo representados na Figura 1.

A cloroquina, principal farmaco utilizado no tratamento de P. vivax, € um
potente agente esquizonticida sanguineo, eficaz contra formas eritrocitarias do

parasita, mas que ndo exerce nenhum efeito sobre os esporozoitas ou gametécitos.
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A cloroquina atua, principalmente, no processamento do heme, ao impedir a
digestdo da hemoglobina pelo parasita. Na atualidade, P. falciparum tornou-se
resistente a cloroquina na maior parte do mundo (WONGSRICHANALAI et al.,
2002).

A amodiaquina possui agdo muito semelhante a da cloroquina e ja foi retirada
do mercado, visto que causava agranulocitose. Entretanto, voltou a ser utilizada na
atualidade devido a alta incidéncia de resisténcia a cloroquina (RANG et al., 2004).

A quinina € um alcaldide derivado da casca de cinchona e trata-se de um
agente esquizonticida sanguineo, eficaz contra formas eritrocitarias. Assim como a
do parasita. A mefloquina também ¢é esquizonticida sanguineo, que exibe atividade
contra P. falciparum e P. vivax, mas € inativa contra as formas hepaticas do parasita,
sendo frequentemente associada a pirimetamina. Outro potente esquizonticida
sanguineo é a halofantrina, ativa contra isolados de P. falciparum resistentes a
cloroquina, pirimetamina e quinina. E eficaz também contra a forma eritrocitaria do P.
vivax. A lumefantrina, estruturalmente relacionada a halofantrina, é eficaz contra P.
falciparum, particularmente quando combinada com mefloquina ou derivados de
artemisinina (RANG et al., 2004).

Os agentes antifolato sdo classificados em compostos de tipo 1 e tipo 2. Os
antifolatos de tipo 1 incluem as sulfonamidas (sulfadoxina) e sulfonas (dapsona), que
inibem a sintese do folato ao competirem com o &cido p-aminobenzdico. Os
antifolatos do tipo 2 s&o farmacos como a pirimetamina e a proguanil, que impedem
a utilizacao do folato para a sintese de DNA. Esses compostos exercem acao contra
formas eritrocitarias do parasita e sao utilizados, geralmente, em associacbées com
outros antimalaricos (RANG et al., 2004).

A primaquina é o unico antimalarico disponivel atualmente ativo contra os
hipnozoitas hepaticos. Esse farmaco nao afeta os esporozoitas e exerce pouca ou
nenhuma acgao sobre o estagio eritrocitario do parasita. Entretanto, exerce acéao
gametocida, constituindo o agente antimalarico mais eficaz para prevengdo da
transmissao da doenca (RANG et al., 2004).

Alguns antibacterianos, como a doxiciclina e a tetraciclina sao utilizados no
tratamento do ataque agudo da malaria, bem como na quimioprofilaxia. Sao
utilizados, geralmente, em associagdo com outros agentes antimalaricos (RANG et
al., 2004).
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Os compostos a base de artemisinina sdo derivados da erva ging hao
(Artemisia annua L.), utilizada tradicionalmente pelos chineses contra malaria. A
artemisinina € um esquizonticida sanguineo de agao rapida, eficaz no tratamento de
ataque agudo da malaria, incluindo malaria resistente a cloroquina e malaria
cerebral. Os analogos sintéticos artesunato, artemeter e arteéter exibem maior
atividade e sdo melhor absorvidos. Esses compostos concentram-se nos eritrocitos
parasitados e apresentam acdo gametocida (RANG et al., 2004).

A atovaquona é um agente antimalarico que atua inicialmente inibindo a
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial do parasita. A atovaquona e o
antifolato proguanil sdo habitualmente utilizados em combinagdo, uma vez que
atuam produzindo um efeito antimalarico sinérgico (RANG et al., 2004).

Algumas substancias naturais com atividade antimalarica, principalmente
alcaldides, estdo sendo isoladas de plantas. A descoberta e o isolamento de
substancias provenientes de produtos naturais tem sido proposta como uma
abordagem promissora, uma vez que tais substancias podem ser utilizadas como
modelo para o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos (OLIVEIRA et al.,
2009).

2.4 Tratamento

O tratamento quimioterapico adequado da malaria € a medida mais efetiva
para o controle da doenca. O tratamento da malaria visa a interrupcdo da
esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas da
infeccdo, e a interrupgao da transmissao, pelo uso de farmacos que eliminam as
formas sexuadas dos parasitas (BRAGA & FONTES, 2002).

O esquema terapéutico recomendado pelo Ministério da Saude para
tratamento de malaria por P. vivax ou P. malarie consiste na administracao, por trés
dias, de cloroquina, ativa contra formas sanguineas e gametocitos, associada a
primaquina por sete dias (BRASIL, 2006b). Para conseguir a cura radical da malaria
por P. vivax e P. malarie, a associagao de primaquina, um esquizonticida tecidual, é
essencial para erradicacao dos hipnozoitas, formas latentes do parasita alojadas no
figado (WINSTANLEY, 2001).

Apods surgimento da resisténcia do P. falciparum a cloroquina, constantes

mudancas tém sido observadas no perfil de resposta deste plasmodio aos
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antimalaricos convencionais. No Brasil, a partir de 1987, recomendava-se a
associacado de quinina e doxiciclina como esquema terapéutico para tratamento de
P. falciparum (BRAGA & FONTES, 2002). Em dezembro de 2006, o Ministério da
Saude passou a adotar, como tratamento de primeira escolha para esse tipo de
malaria, associagdo de artemeter e lumefantrina, administrada em seis doses, por
trés dias. O esquema de segunda escolha consiste em quinina por trés dias,
doxiciclina por cinco dias e primaquina no sexto dia (BRASIL, 2006b).

Para o tratamento de malaria mista (P. falciparum + P. vivax), o esquema
terapéutico recomendado atualmente consiste na administracdo de artemeter e
lumefantrina por trés dias, associada a primaquina por dez dias (BRASIL, 2006b).

A adesdo dos pacientes ao esquema terapéutico € um ponto critico do
tratamento, uma vez a baixa adesao leva a um grande numero de recrudescéncias e
aumenta a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia (BRAGA & FONTES,
2002). A associagao dos farmacos em uma unica formulagdo, como artemeter e
lumefantrina em comprimidos de dose fixa combinada, facilita o tratamento e
apresenta consideravel vantagem em relacdo a maior adesdo ao tratamento por
parte dos pacientes (BAKSHI et al., 2000).

2.5 Profilaxia

A profilaxia da malaria pode ser realizada utilizando-se medidas de protegéo
individual, medidas de protegcao coletiva ou quimioprofilaxia. A principal medida de
protecao individual & a profilaxia de contato, que consiste em evitar o contato do
mosquito com a pele do homem por meio do uso de repelentes, telas nas portas e
janelas e mosquiteiros para dormir. Entretanto, essas medidas s6 se aplicam em
situacdes especiais, como no caso de pessoas que eventualmente visitam as areas
endémicas. O grande contingente de individuos que vivem nas areas de transmissao
ndo consegue, por razdes Obvias, adotar constantemente essas medidas (BRAGA &
FONTES, 2002).

Atualmente, algumas substancias ativas s&o aprovadas para aplicagdo na
pele na forma de repelentes. A N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET) é a substancia
mais amplamente utilizado com eficacia e seguranga comprovadas nas ultimas

décadas. O uso de novos agentes, como picaridina, e produtos naturais como 6leo
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de citronela ou eucalipto vem aumentando devido a sua baixa toxicidade e eficacia
adequada (KATZ et al., 2008).

A principal medida de protecdo coletiva nas areas endémicas consiste na
borrifacdo das paredes dos domicilios com inseticidas de agao residual (BATES &
HERRINGTON, 2007). Além disso, medidas de combate as larvas e de saneamento
basico exercem importante fungdo no controle da doenga (BRAGA & FONTES,
2002).

Como ainda nao ha disponivel um farmaco profilatico causal para a malaria, a
agao esquizonticida sanguinea de alguns antimalaricos tem sido usada como forma
de prevenir suas manifestagdes clinicas. O farmaco mais largamente utilizado como
profilatico no Brasil € a mefloquina, cuja administracdo deve ser iniciada uma
semana antes do deslocamento para o local de risco e interrompida ap6s quatro
semanas de regresso (BRAGA & FONTES, 2002).

O desenvolvimento e a implementacdo de uma vacina contra malaria
constituiriam uma das maiores inovagdes na saude publica mundial atualmente
(VEKEMANS & BALLOU, 2008). Em 1983, o gene da proteina circunsporozoita
(CSP), principal antigeno da superficie dos esporozoitas, foi clonado e a
possibilidade de produg¢do de uma vacina utilizando CSP pareceu iminente.
Entretanto, atualmente, mais de 25 anos depois, ainda ndo ha uma vacina que
garanta imunidade protetora contra malaria, apesar do consideravel volume de
informagdes sobre o genoma e proteoma dos parasitas (SHARMA & PATHAK,
2008).

Apesar da imunidade clinica a malaria ser bem documentada em alguns
adultos residentes em areas endémicas, as respostas imunes que ocorrem nestes
individuos n&o sdo bem esclarecidas, limitando o desenvolvimento de um controle
imunoldgico da doenga (SHARMA & PATHAK, 2008).

Recentemente, varios antigenos e combinagbes, candidatos a vacina em
potencial, entraram na fase clinica da pesquisa (VEKEMANS & BALLOU, 2008).
Entretanto, o plasmddio é um parasita altamente complexo, com um ciclo de vida
com estagios variados, durante o qual apresenta multiplos antigenos com
variabilidade significativa (GUINOVART & ALONSO, 2007). Além disso, a falta de
modelos animais apropriados, as dificuldades para avaliagado da eficacia da vacina
em areas endémicas e a falta de conhecimento sobre os mecanismos imunes

envolvidos na protecdo podem ser apontadas como as principais razbes para falhas
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no desenvolvimento de uma vacina eficaz contra malaria (GUERIN et al., 2002;
SHARMA & PATHAK, 2008).

2.6 Resisténcia a farmacos antimalaricos

Atualmente, a resisténcia do P. falciparum a cloroquina € comum em
praticamente todos os paises onde a malaria é endémica, principalmente no oeste
da Africa, aumentando as dificuldades em fornecer tratamentos adequados.
Consequentemente, no inicio da década de 90, alguns paises substituiram a
cloroquina pela associagdo de sulfadoxina com pirimetamina como tratamento de
primeira escolha. A resisténcia a essa associagao, entretanto, se estabeleceu
rapidamente e estudos recentes sugeriram que ocorreram alteracbes na
susceptibilidade do parasita a sulfadoxina/pirimetamina, induzindo resisténcia
clinica. A resisténcia a mefloquina é difundida em areas como Tailandia e alguns
paises da Africa. A sensibilidade do parasita & quinina esta declinando em varios
paises do sul da Asia e na regido Amazodnica, onde esse farmaco é usado em
associacdo com doxiciclina ou tetraciclina. Dessa forma, o uso de artemisinina e
seus derivados tem aumentado como tratamento de primeira escolha em algumas
destas areas (WORLD, 2000).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento e expansao da resisténcia
a malaria. Os genes mutantes do parasita que conferem resisténcia a antimalaricos
ocorrem naturalmente, independente do efeito do farmaco, uma vez que os
antimalaricos, normalmente, ndo s&o mutagénicos. Mutagdes pontuais ou em
multiplos pontos no genoma do plasmoédio podem conferir resisténcia mediante o
tratamento com antimalaricos (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Caracteristicas do farmaco sao fatores importantes para o desenvolvimento
de resisténcia. Farmacos com tempo de meia-vida longo, como mefloquina,
permanecem em concentragdes subterapéuticas no plasma, eliminando os parasitas
mais suscetiveis e permitindo que aqueles mais resistentes se recuperem e se
reproduzam (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A resisténcia tem maior probabilidade de ocorrer quando a imunidade do
paciente é baixa, o numero de parasitas no individuo é elevado e o0 uso de
medicamentos € intenso. A propensdo para o desenvolvimento de resisténcia

depende também das propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas do
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farmaco. Aqueles com longo tempo de meia-vida e para os quais a resisténcia
ocorre por mutagao pontual selecionam parasitas resistentes rapidamente (GUERIN
et al., 2002).

A medida que varios antimalaricos, como cloroquina e sulfadoxina mais
pirimetamina, vém sendo substituidos por terapias de combinagdo com artemisinina
mais eficazes, estratégias para monitorar o desenvolvimento de malaria resistente
devem ser atualizadas e otimizadas. A determinagao do crescimento do parasita in
vitro na presencga de concentragdes crescentes de antimalaricos é um dos métodos
mais utilizados para avaliacdo da resisténcia dos parasitas. Tais testes determinam
a susceptibilidade intrinseca do parasita aos farmacos, sem a influéncia dos fatores

do hospedeiro, como imunidade ou farmacocinética (LAUFER et al., 2007).

2.7 Associacao de artemeter e lumefantrina

Devido a difundida resisténcia do P. falciparum a antimalaricos convencionais,
varios paises estao enfrentando dificuldades em relagdo ao tratamento da malaria. A
terapia de combinagcdo com artemisinina (ACT — artemisinin based combination
therapy) tem sido proposta como uma alternativa promissora para esse tipo de
tratamento. O principio da ACT se baseia no uso de dois farmacos com diferentes
mecanismos de acdo: um derivado de artemisinina que causa redug¢ao da biomassa
do parasita de forma rapida e efetiva, e um farmaco complementar que apresenta
efeito de longa duracdo. Estes dois farmacos associados sdo capazes de promover
efetiva cura clinica e parasitoldgica e reduzir o indice de transmissdo da doenca,
além de proteger um ao outro do desenvolvimento de resisténcia pelo P. falciparum.
As trés associagcdes de ACT mais difundidas sao artemeter com lumefantrina,
artesunato com amodiaquina e artesunato com sulfadoxina e pirimetamina.
(MARTENSSON et al., 2005).

Atualmente, a ACT é considerada a melhor terapia para o tratamento de
malaria falciparum, e mudangas nas politicas da maioria dos paises estdo sendo
feitas, de forma a adotar a ACT como terapia de primeira escolha para malaria. As
evidéncias de eficacia e seguranga aumentaram significativamente nos ultimos anos,
de forma que essas associagbes se tornaram o grupo de antimalaricos mais
estudados e com maior enfoque (NOSTEN & WHITE, 2007).
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Artemeter-lumefantrina é uma associagao de dose fixa combinada (20 mg de
artemeter e 120 mg de lumefantrina), que foi inicialmente desenvolvida na China e,
atualmente, é produzida principalmente pela industria farmacéutica Novartis
(Coartem®). A vantagem da associacdo esta relacionada & rapida reducdo da
parasitemia pelo artemeter, promovendo alivio dos sintomas, enquanto a
lumefantrina elimina os parasitas residuais. Como os parasitas ndo sdo expostos ao
artemeter isoladamente, devido a sua rapida eliminagdo, o desenvolvimento de
resisténcia € minimizado. Mesmo que os parasitas fiquem expostos a lumefantrina
isoladamente, a probabilidade do aparecimento de resisténcia aos dois farmacos
simultaneamente é baixa (OMARI et al., 2004).

Desde 2001, a Organizagao Mundial de Saude recomenda que paises onde 0
plasmédio € resistente aos tratamentos convencionais, como cloroquina,
amodiaquina e sulfadoxina mais pirimetamina, adotem a ACT como tratamento de
primeira escolha. Quatro ACT s&o atualmente recomendados pela OMS: artemeter
com lumefantrina, artesunato com mefloquina, artesunato com amodiaquina e
artesunato com sulfadoxina/pirimetamina (WORLD, 2003).

Quarenta paises, vinte deles na Africa, adotaram oficialmente esses
medicamentos para tratamento da malaria desde 2001 e dezoito os adotaram em
2004. Dentre esses, quatorze paises utilizam artemeter com lumefantrina como
tratamento de primeira escolha para malaria (WORLD, 2003). No Brasil, esta
associacdo também foi adotada pelo Ministério da Saude, a partir de dezembro de
2006.

Segundo recomendagdes da OMS, um esquema terapéutico de seis doses de
artemeter-lumefantrina deve ser utilizado. O esquema para adultos consiste na
administragao oral de quatro comprimidos da associag¢ao (80 mg de artemeter + 480
mg de lumefantrina) a cada 8 horas no primeiro dia e a cada 12 horas no segundo e
terceiro dias, totalizando seis doses. O esquema terapéutico recomendado pelo
Ministério da Saude do Brasil também consiste em seis doses do medicamento,
entretanto, as administragdes s&o feitas a cada 12 horas, durante trés dias (BRASIL,
2006b). O numero de comprimidos por dose para criangas deve ser ajustado,
conforme indicado na Tabela 1 (WORLD, 2003; BRASIL, 2006b).

As estruturas quimicas de artemeter e lumefantrina estdo representadas na
Figura 2 (THE MERCK, 2001). Artemeter, também denominado diidroartemisinina
metil éter, é o analogo sintético de artemisinina mais utilizado atualmente.

Lumefantrina, inicialmente denominado benflumetol, € um aril alcool racémico. Os
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isbmeros dextrégero e levogero sédo igualmente potentes, ndo havendo diferenga
nas atividades antimalaricas entre os enantidbmeros isolados ou em mistura racémica
(WERNSDORFER et al., 1998).

Tabela 1 — Esquema terapéutico recomendado pela OMS e Ministério da Saide do Brasil para

tratamento de malaria causada por P. falciparum com a associa¢cao de artemeter (ATM) e

lumefantrina (LMF).

Peso do paciente (kg) N° de comprimidos Artemeter + lumefantrina por dose
<5 nao recomendado -
5-14 1 20 mg ATM + 120 mg LMF
15-24 2 40 mg ATM + 240 mg LMF
25-34 3 60 mg ATM + 360 mg LMF
>34 4 80 mg ATM + 480 mg LMF

Cl ‘ |

Cl ‘ Cl
g
-~

OH

(LMF)

Figura 2 — Estruturas quimicas de artemeter (ATM) e lumefantrina (LMF).

VAN VUGT et al. (2000) avaliaram a eficacia e segurangca de um esquema
terapéutico de seis doses de artemeter e lumefantrina, comparado com um
tratamento a base de artesunato associado a mefloquina. O estudo foi realizado com
adultos e criangas que contrairam malaria por P. falciparum na Tailandia. O
tratamento com artemeter e lumefantrina foi melhor tolerado e tao eficiente quanto
artesunato e mefloquina.

MARTENSSON et al. (2005) realizaram um estudo clinico comparando a
eficacia de artesunato e amodiaquina com artemeter e lumefantrina em 408 criancas
com malaria por P. falciparum na Tanzania. Ambos os tratamentos foram altamente
eficazes, mas a associacado de artemeter e lumefantrina promoveu maior prevencao

contra reinfecgao.
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A tolerabilidade e seguranga do tratamento com a associagédo de artemeter e
lumefantrina foram investigadas por BAKSHI et al. (2000) em 1869 pacientes,
incluindo adultos e criangas. A maioria dos efeitos adversos decorrentes da terapia
envolveu sintomas gastrintestinais (dor abdominal, nausea, vomito) e relacionados
ao sistema nervoso central (cefaléia), muitos dos quais coincidem com a
sintomatologia ou evolugdo da malaria. A associacdo artemeter e lumefantrina
apresentou perfil adequado de tolerabilidade e seguranca, favoravel ao tratamento
de malaria por P. falciparum.

SUTHERLAND et al. (2005) avaliaram a eficacia do tratamento com a
associacdo artemeter e lumefantrina, em relacdo a reducdo da transmissdo da
malaria, comparada com o tratamento a base de cloroquina e
sulfadoxina/pirimetamina. Apds estudo clinico em 497 criangas, observou-se que o
tratamento com artemeter e lumefantrina foi altamente eficiente na prevencédo da
transmissdo de P. falciparum pos-tratamento, devido a agdo especifica contra
gametécitos imaturos, e apresentou a capacidade de minimizar a transmissao de

parasitas resistentes.

2.8 Métodos bioanaliticos para quantificacdo de farmacos em matrizes

biol6gicas

2.8.1 Estudos de biodisponibilidade e farmacocinética

Os estudos de biodisponibilidade sédo uteis para determinacédo da eficacia e
seguranga de produtos farmacéuticos, assim como para avaliar o efeito de
alteracbes nas propriedades fisico-quimicas do farmaco e o efeito da formulagcdo na
sua farmacocinética (SHARGEL et al., 2005). Além disso, dados sobre a
farmacocinética podem ser considerados ferramentas extremamente Uteis para o
estudo do destino do farmaco no organismo em diversas situagdes, tais como a co-
administracdo de medicamentos, a presencga de condigdes patoldgicas associadas,
a interagao farmaco-alimento, entre outras (CONSIGLIERI & STORPIRTIS, 2000).

Para determinar a absorg¢ao, distribuigdo, metabolismo e eliminacdo de
farmacos em humanos, métodos bioanaliticos sdo necessarios para quantificagao
destes farmacos e seus metabdlitos em matrizes bioldégicas como plasma, urina e

tecidos. Os estudos bioanaliticos tém duas fases. A primeira consiste no
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desenvolvimento e validagdo do método analitico, e a segunda, na analise das
amostras em estudo (HOPFGARTNER & BOURGOGNE, 2003).

A execugdao de ensaios de biodisponibilidade e bioequivaléncia de
medicamentos requer planejamento criterioso, de modo a garantir a confiabilidade
dos resultados obtidos. Devem ser considerados aspectos fundamentais, tais como
a conformidade dos produtos em estudo em relacdo aos parametros fisicos e fisico-
quimicos previamente estabelecidos, os procedimentos de selecdo de voluntarios
sadios e de coleta de amostras de liquidos biologicos, a metodologia analitica
empregada na quantificagdo do farmaco, o calculo dos parametros farmacocinéticos
e a adequada analise estatistica dos dados (STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995).

2.8.2 Extracio e preparo de amostras

A analise cromatografica de substancias presentes em matrizes bioldgicas,
como soro, plasma e urina, em geral, requer um tratamento prévio da amostra. As
razbes para isso sao inumeras, destacando-se a complexidade das matrizes
biolégicas, a presengca de proteinas que s&o incompativeis com as colunas
cromatograficas e a baixa concentracdo das substancias a serem analisadas
(QUEIROZ et al., 2001).

Enquanto a analise cromatografica consiste, predominantemente, em um
processo automatico, o pré-tratamento da amostra é realizado manualmente na
maioria dos casos. Com isso, o tratamento prévio pode necessitar de maior tempo
para desenvolvimento do método e analises rotineiras, comparando-se a separacao
cromatografica e analise dos dados (SNYDER et al., 1997).

As técnicas mais comumente utilizadas para extragao e/ou concentracdo de
compostos presentes em fluidos bioldgicos sado: precipitacdo de proteinas, extragcéo
liquido-liquido, extracdo em fase sélida, extracao com fluido supercritico e extracao
em membranas sélidas (dialise e ultrafiltracdo) ou liquidas, sendo as trés primeiras
mais utilizadas em analises rotineiras (QUEIROZ et al., 2001; SNYDER et al., 1997).

2.8.3 Métodos de andlise e deteccéo

Na analise cromatografica, o tipo e os parametros do detector afetam

diretamente a resposta relativa dos componentes da amostra e as interferéncias em

potencial, de trés formas correlacionadas: sensibilidade, seletividade e ruido de linha
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de base. Para quantificacdo de farmacos em matrizes biologicas, torna-se
necessaria a utilizacdo de um detector que apresente alta sensibilidade, capaz de
quantificar concentragdes reduzidas do farmaco, e alta seletividade, capaz de
detectar apenas a substancia de interesse na presenca de outros componentes da
matriz. A selecdo do detector mais adequado a analise é feita de acordo com as
caracteristicas do farmaco a ser quantificado, concentracdo do analito na amostra,
presenca de interferentes, além de custo e disponibilidade dos detectores (SNYDER
et al., 1997).

Nos ultimos dez anos, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas vem sendo largamente aplicada a analises tanto quantitativas quanto
qualitativas de farmacos em meio biolégico, e vem substituindo de forma ampla os
outros tipos de detecgao, como ultravioleta, eletroquimica e fluorescéncia, na area
bioanalitica (XIA et al.,, 2003; HOPFGARTNER & BOURGOGNE, 2003). As
principais razbes para este crescimento exponencial da espectrometria de massas
sao a elevada sensibilidade e seletividade da técnica, além da rapidez de analise
(ZHOU et al., 2005). Além disso, um espectrometro de massas pode facilitar o
desenvolvimento de métodos por CLAE e evitar problemas comuns, por meio da
identificacdo de picos individuais nos cromatogramas e distingao entre compostos de
interesse e interferentes em pequenas quantidades (SNYDER et al., 1997).

O principio da espectrometria de massas se baseia na producao de ions dos
analitos em estudo, que sdo em seguida separados ou filtrados de acordo com sua
relacdo massa/carga (m/z). Os espectrOmetros de massa podem ser divididos em
uma fonte de ionizagdo, um analisador de massas e um detector (ZHOU et al.,
2005).

As fontes de ionizagdo a pressdo atmosférica (APl — atmospheric pressure
ionization) mais comumente utilizadas sao eletrospray (ESI) e ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI — atmospheric pressure chemical ionization), sendo que
cada uma das técnicas tem aplicagbes distintas em relagdo a polaridade e massa
molar dos analitos. Eletrospray € mais adequado a analitos polares ou iGnicos, com
ampla faixa de massa molar, enquanto ionizacdo quimica a pressdo atmosférica é
mais aplicada a analitos com menor polaridade e massa molar pequena a média. No
processo de ionizacdo por eletrospray, os analitos sao ionizados em solugcéo e em
seguida os ions sao transferidos para fase gasosa por meio de aplicagéo de spray e
voltagem especifica, seguida da evaporacédo do solvente. Em ionizagdo quimica a

pressdo atmosférica, os analitos sao inicialmente transferidos para a fase gasosa e
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em seguida ionizados por meio um processo no qual o solvente carregado transfere
sua carga aos analitos. A ionizagdo pode ser realizada no modo positivo, em que a
molécula do analito recebe uma carga positiva (por exemplo, [M+H]"), ou negativo,
quando o analito se torna carregado negativamente ([M-H]') (ROSENBERG, 2003).

Como na ionizagcao por APCI a evaporagao do solvente ocorre por meio da
aplicacao de temperaturas elevadas, acima de 500 °C, a fragmentagcdo do ion
precursor ocorre em maior propor¢ao, de forma que nem sempre € possivel
visualiza-lo no espectro de massas da substancia. A ionizacdo por ESI, por outro
lado, € mais branda, apresenta maior probabilidade de preservar o ion precursor
(menor fragmentagao), o que é interessante para identificagcdo da substancia. As
principais desvantagens da utilizacdo de ESI comparado a APCI consistem na
menor robustez em relacao a interferéncias da matriz e alteragdes nas condigdes da
fase moével, além do fato que ESI originalmente utiliza fluxos muitos baixos para
introdugdo das amostras, sendo necessaria a divisdo (split) do fluxo que sai do
cromatégrafo. Ainda assim, ESI é a fonte de ionizagdo mais comumente utilizada
para analise de farmacos (ROSENBERG, 2003).

Os efeitos de matriz (supressdo ou indugao ibnica) durante o processo de
ionizacdo sdo um fendbmeno comumente observado em ionizacdo a pressao
atmosférica (API), resultando em diminuicdo ou, mais raramente, em aumento do
sinal. As alteragbes da intensidade do sinal sdo causadas pela co-eluicdo de
substancias enddgenas como sais, aminas, acidos graxos ou triglicérides, que
interferem na ionizagdo dos analitos. Estes efeitos sdo fortemente substancia-
dependentes, e sdo mais pronunciados quando se utiliza ESI comparando-se a
APCI (HOPFGARTNER & BOURGOGNE, 2003). Para evitar o efeito de matriz, é
necessaria uma etapa inicial de extragao e limpeza da amostra, por meio de técnicas
como extracdo em fase sodlida, extracio liquido-liquido ou precipitacao de proteinas.
A segunda etapa envolve a utilizagdo da cromatografia liquida, que separa o analito
de interesse de outras substancias indesejaveis (ZHOU et al., 2005).

Mais recentemente, foto ionizagédo a pressao atmosférica (APPI — atmospheric
pressure photo ionization) tem sido utilizada como uma técnica de ionizagéo
alternativa, na qual os analitos sao ionizados por meio de radiagao proveniente de
uma lampada ultravioleta. Entretanto, € uma técnica limitada, restrita a substancias
fotoionizaveis (ZHOU et al., 2005).

Além da fonte de ionizacdo, outro fator importante que afeta a performance

dos equipamentos LC-MS sdo os analisadores de massa utilizados. A maior parte
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dos métodos bioanaliticos quantitativos utilizam espectrémetro de massas do tipo
tandem (MS/MS), que emprega dois filtros de massa e uma célula de colisdo. Neste
analisador, denominado triplo quadrupolo, o ion pai ou precursor & filtrado no
primeiro quadrupolo (ou filtro de massas), sendo em seguida fragmentado na célula
de colisdo (segundo quadrupolo). O ion filho ou fragmento formado é entéo
selecionado e filtrado no terceiro quadrupolo (ZHOU et al., 2005). Desta forma, o
triplo quadrupolo pode trabalhar no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring), no
qual as massas do ion precursor e do fragmento correspondentes ao analito s&o
selecionadas no primeiro e terceiro quadrupolos, respectivamente. O par de massas
do ion precursor e do fragmento é tipicamente conhecido como transi¢ao. A principal
vantagem da utilizagdo de um analisador triplo quadrupolo no modo MRM ¢é o
aumento consideravel na sensibilidade e seletividade da técnica, necessarias a uma
aplicacdo quantitativa (HERNANDEZ et al., 2005).

Outros tipos de analisadores utilizados séo ion trap (IT) e time-of-flight (TOF).
Esses analisadores sao comumente empregados para elucidagcdo estrutural e
identificacdo de substancias (XIA et al.,, 2003). O analisador ion trap permite a
realizagdo de fragmentagGes sucessivas dos ions analisados (MS"), sendo que sua
principal vantagem € a alta sensibilidade no modo de varredura (scan), permitindo a
identificacdo de substancias por meio da interpretacdo dos sucessivos espectros
obtidos. Time-of-flight € um analisador que apresenta elevada exatidao e resolugao
na determinacdo das massas, além de alta sensibilidade e velocidade de aquisi¢ao,
sendo adequado para diferenciacdo de substancias isobaricas, que apresentam a
mesma massa nominal, mas diferentes massas exatas (LACORTE & FERNANDEZ-
ALBA, 2006). Atualmente, o analisador que apresenta maior resolucdo de massa,
além de elevada exatidao, é o FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron resonance),
constituindo uma ferramenta importante na elucidagao estrutural e desenvolvimento
de novos farmacos (ZHANG et al., 2005).

2.8.4 Validacédo de métodos bioanaliticos

A validacdo de métodos bioanaliticos € o processo utilizado para garantir que
0s parametros analiticos estdo adequados para o uso pretendido, garantindo a
confiabilidade dos resultados. A quantificacdo de analitos em matrizes bioldgicas é

suscetivel a um grande numero de variaveis, de forma que o processo de validagéo
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de métodos cromatograficos aplicados em bioanalise € mais minucioso (CAUSON,
1997).

No processo de validagdo, todas as variaveis do meétodo devem ser
consideradas, incluindo procedimento de amostragem, preparo da amostra,
separagao cromatografica, detecgdo e analise dos dados. No caso de métodos
bioanaliticos, o procedimento de validagao inclui, em um primeiro momento, a
validagdo do método analitico, e em seguida, a validagcdo da estabilidade dos
analitos na matriz biolégica. Todos os parametros devem ser avaliados antes da
utilizacdo do método para a analise rotineira (BRESSOLLE et al., 1996).

Para métodos que visam a determinacdo quantitativa de farmacos e/ou
metabdlitos em matrizes bioldgicas, devem ser avaliados os parametros de
linearidade, seletividade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, robustez, recuperacdo e estabilidade do farmaco em liquidos
bioldgicos. A analise de todas as amostras de um analito em matriz biolégica deve
ser concluida dentro de um periodo de tempo para o qual a estabilidade tenha sido
determinada (BRASIL, 2003).

2.9 Métodos analiticos e bioanaliticos para quantificacdo de artemeter e

lumefantrina

Até o inicio do presente trabalho, ndo foram encontrados artigos publicados
ou monografias oficiais que apresentassem métodos para quantificagdo simultédnea
de artemeter e lumefantrina em produtos farmacéuticos, como comprimidos de dose
fixa combinada. Na literatura cientifica, ndo ha estudos para quantificacdo de
lumefantrina em produtos farmacéuticos e apenas poucos artigos estdo disponiveis
para quantificacao de artemeter em matéria-prima ou produto acabado.

A Farmacopéia Internacional 42 edigdo (THE INTERNATIONAL, 2006)
apresenta monografias de artemeter matéria-prima, comprimidos e solug¢ao injetavel.
Os métodos de doseamento para estes produtos sdo cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detecgdo na regido do ultravioleta (216 nm), e um método
alternativo, em que artemeter é submetido a hidrélise acida, seguida da leitura em
espectrofotometro, em 254 nm. O método cromatografico descrito € relativamente

simples, entretanto, devido a baixa absortividade de artemeter na regido do
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ultravioleta, a concentragédo de trabalho é consideravelmente alta (10 mg/ml), o que
implica em elevado gasto de substancia quimica de referéncia e amostras para
realizacdo do doseamento. O método alternativo por espectrofotometria de absorgao
na regido do ultravioleta apds hidrélise acida, apesar de ser mais barato, é
demorado, laborioso e nem sempre reprodutivel.

GREEN et al. (2001) realizaram a identificagcdo de artemeter, artesunato e
diidroartemisinina em comprimidos utilizando reacdes colorimétricas. O método
descrito € simples, podendo ser aplicado em laboratérios com poucos recursos
financeiros, porém, é limitado a analises qualitativas ou semi-quantitativas dos
farmacos. DEBNATH et al. (2006) quantificaram artemeter em formulagdes
farmacéuticas por meio de polarografia de pulso diferencial, devido a capacidade de
artemeter de sofrer reagdo de reducdo. O método foi devidamente validado e
aplicado com sucesso a quantificacdo de artemeter em comprimidos e capsulas.
Entretanto, a técnica utilizada é pouco comum e poucos laboratérios dispdem de
polarografos para realizagdo destas analises.

Em dois trabalhos recentes, a quantificacdo de artemeter em produtos
farmacéuticos foi realizada por CLAE com detecgédo UV, a 215 nm. ATEMNKENG et
al. (2007a) realizaram a determinacdo de antimalaricos derivados da artemisinina
em medicamentos utilizados no Quénia e Congo. Dos 24 medicamentos analisados,
apenas 15 (62,5%) cumpriram com as especificagdes de teor preconizadas pela
Farmacopéia Européia (95 a 105% do valor rotulado), além de terem sido verificados
problemas relativos a falsificacdo e qualidade inadequada dos medicamentos.
ATEMNKENG et al. (2007b) quantificaram artemeter, metilparabeno e
propilparabeno em pd para suspensao oral pediatrica. Devido a grande diferencga
nas concentragbes de trabalho dos trés analitos, artemeter n&o foi quantificado
simultaneamente com os parabenos.

Alguns métodos bioanaliticos para quantificagao de artemeter ou lumefantrina
isoladamente, no plasma, sdo descritos na literatura. Os métodos de extragao e as
condigbes cromatograficas destes métodos, obtidos em diferentes referéncias da
literatura, estdo demonstrados na Tabela 2.

Todos os métodos de extragcdo disponiveis para analise de artemeter se
baseiam em extracao liquido-liquido. Os solventes extratores mais utilizados foram,
geralmente, misturas de dois ou trés solventes orgéanicos, contendo isooctano, 1-
clorobutano, diclorometano, metil-t-butil éter, cloreto de n-butila ou acetato de etila.
Alguns autores (NAVARATNAM et al.,1995; SANDRENAN et al., 1997; SOUPPART
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et al., 2002) utilizaram solugéo saturada de cloreto de sddio para evitar a formagao
de emulsao durante a extragdo. Em todos os estudos, apds agitagdo com o solvente
extrator, a amostra foi centrifugada para separagdo das fases, a fase organica foi
evaporada e o residuo suspenso em solventes adequados para inje¢do no
cromatégrafo. Para a lumefantrina, foram citadas extragdes liquido-liquido e em fase
solida no preparo da amostra. Os solventes extratores para extracao liquido-liquido
utilizados foram mistura de acido acético glacial e acetato de etila (1:100) (ZENG et
al., 1996), hexano e dietil éter (70:30) (MANSOR et al., 1996) e acido acético glacial
e hexano (WAHAJUDDIN et al., 2009). LINDEGARDH et al. (2005) avaliaram varias
condicbdes para extracdo em fase solida de lumefantrina e otimizaram um método
para extracao e quantificacdo deste farmaco. ANNERBERG et al. (2005), do mesmo
grupo de pesquisa de LINDEGARDH, utilizaram o método de extracdo em fase
sélida otimizado para determinacao de lumefantrina em plasma.

E interessante observar que houve uma nitida evolugdo dos métodos de
deteccédo utilizados para quantificagdo de artemeter em plasma ao longo dos anos.
Nos artigos mais antigos (THOMAS & WARD, 1992; MUHIA et al., 1994), artemeter
foi submetido a um processo de hidrdlise acida, formando um produto que apresenta
absorcao adequada na regido do ultravioleta, permitindo a detecgao a 254 nm. Este
processo, no entanto, é relativamente trabalhoso, com muitas variaveis e pouco
reprodutivel, como testado em laboratério.

Todos os trabalhos consultados publicados entre 1995 e 1998
(NAVARATNAM et al.,1995; KARBWANG et al., 1997a; SANDRENAN et al., 1997;
VAN AGTMAEL et al.,, 1998) para quantificacdo de artemeter em plasma
empregaram deteccao eletroquimica, utilizando a capacidade de artemeter de sofrer
reducéo devido a presenca de anel perdxido em sua estrutura. Como a maioria das
reacoes de oxi-reducdo sao pH especificas, todos os autores mencionados
utilizaram fase movel com pH 5,0.

Nos artigos mais recentes, o método de escolha para detecgao de artemeter
foi espectrometria de massas. Como a molécula de artemeter ndo possui funcdes
acidas ou basicas e apresenta baixa polaridade, SOUPPART et al. (2002) e SHI et
al. (2006) utilizaram ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI) como fonte de
ionizagdo. XING et al. (2006) utilizaram fase mdvel contendo tampao acetato de
aménio 10 mM, levando a formagcdo de um aduto entre artemeter e ambnia e
permitindo a quantificacdo do ion precursor de artemeter [M+NH,]" com a fonte de

ionizagdo por eletrospray (ESI). Todos os autores realizaram a detec¢do de
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artemeter no modo positivo, no qual a molécula do farmaco recebe um préton (ou
NH,"), ficando carregada positivamente.

Pode-se observar, ainda, uma tendéncia em relagdo ao tipo de coluna das
analises, de acordo com a detecgdo empregada. Os mesmos autores que utilizaram
deteccdo na regido do ultravioleta e por espectrometria de massas empregaram
colunas C4g, enquanto nos trabalhos com deteccao eletroquimica, a coluna de
escolha foi ciano. Para utilizacdo do detector eletroquimico, ha uma clara limitagao
em relagcdo a proporgdo de solvente organico na fase movel, que deve ser
constituida majoritariamente de eletrdlitos, ou seja, elevada proporgéo de solvente
aquoso acidificado ou tampdes. Este fator aumenta de forma significativa o tempo de
retencdo e alargamento dos picos dos analitos. Tendo em vista que coluna ciano é
menos retensiva para artemeter comparando-se com Cg, uma provavel explicagao
para a tendéncia observada seria que a utilizagado de coluna ciano compensaria, em
parte, o aumento no tempo de retencado dos analitos provocada pela alta proporcao
de solvente aquoso na fase mével.

Nos trabalhos consultados para lumefantrina, colunas C4g e ciano foram
utilizadas com sucesso pelos autores. Para quantificacdo em plasma, a maioria dos
autores utilizou detecgdo na regido do ultravioleta como método de escolha. O
comprimento de onda selecionado (335 nm) é bastante seletivo em relagdo a
possiveis interferentes. Além disso, lumefantrina apresenta alta absortividade molar
nesta regido, permitindo, assim, uma detecgdo seletiva e sensivel na regidao do
ultravioleta. No trabalho de WAHAJUDDIN et al. (2009), os autores utilizaram
espectrometria de massas como método de detecgao, com fonte de ionizacido por
eletrospray (ESI) no modo positivo. E interessante observar que este trabalho é
recente e a coluna empregada apresenta comprimento (3 cm) e tamanho de
particulas (3,5 ym) reduzidos. Este fato demonstra a clara tendéncia na area de
cromatografia para andlise de medicamentos em trabalhar-se com colunas
pequenas e com menor tamanho de particulas, de forma a manter ou aumentar a
eficiéncia e a resolugcédo cromatografica, consumindo menos solventes e com tempo
de corrida menor.

HODEL et al. (2009) desenvolveram um método por LC-MS/MS para
detecgdo simultdnea de quatorze antimalaricos em plasma humano, entre eles
artemeter e lumefantrina. Para extracédo, os autores utilizaram um procedimento de

precipitacdo de proteinas, seguido de evaporagao do sobrenadante e reconstituigao
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do residuo em fase moével. A detecgcao no espectrdbmetro de massas foi realizada
com fonte de ionizagao por eletrospray (ESI) no modo positivo.

Com excecao de ZENG et al. (1996), todos os autores utilizaram acetonitrila
como solvente organico da fase movel. Elui¢cdo isocratica foi empregada em todos
os estudos, com o fluxo da fase movel de 0,5 a 2,0 ml/min e tempo total de eluigao

variando entre 5 e 20 minutos.
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Tabela 2 — Métodos de extragéo e condi¢gdes cromatogréaficas para quantificagdo de artemeter e lumefantrina em plasma, isoladamente.
Referéncia Farmaco Método de extracao Fase movel Coluna FIUX.O T_enlpo d? Deteccao
(ml/min) eluicdo (min)
Ultravioleta
THOMG‘EQ%;NARD Artemeter Extracdo liquido-liquido  Acetonitrila:dgua (50:50)  Cis, 100 x 4,6 mm, 5 um 0.7 20 (254 nm), ap6s
hidrélise acida
Ultravioleta
MUHIA et al. (1994) Artemeter Extragdo liquido-liquido Acetonitrila:agua (60:40) C1s, 250 x 4,6 mm, 5 pm 2,0 6 (254 nm), apos
hidrélise acida
NAVARATNAM et al. e I Acetonitrila:acido acético Ciano, 250 x 4 mm, 5 ym, -
(1995) Artemeter Extracao liquido-liquido 0,05 mol/L (15:85), pH 5,0 2 30°C 1,5 20 Eletroquimica
KARBWANG et al. e L Acetonitrila:acido acético Ciano, 150 x 3,9 mm, ..
(1997a) Artemeter Extragdo liquido-liquido 0,1 moliL (20:80), pH 5.0 10 um 1,2 15 Eletroquimica
SANDRENAN et al. e I Acetonitrila:tamp&o acetato Ciano, 150 x 3,9 mm, .
(1997) Artemeter Extracéo liquido-liquido 0,1 M, pH 5,0 (15:85) 4'um, 35 °C 1,0 15 Eletroquimica
VAN AGTMAEL et al. A e Acetonitrila:tamp&o acetato Ciano, 300 x 4,6 mm, .
(1998) Artemeter Extragao liquido-liquido 100 mM, pH 5,0 (40:60) 10 um, 30 °C 1,0 20 Eletroquimica
G ” Espectrometria
. 0,
SOUPPART et al. Artemeter Extracdo liquido-liquido Acetonltrlla.amc.io acético 0,1% Cqg, 150 x 4,6 mm, 5 uym, 1,0 14 de massas —
(2002) (66:34) temp. amb. APCI+
o A Espectrometria
- o,
SHI et al. (2006) Artemeter Extracdo liquido-liquido Acetonitrila:acido formico 0,1%  Cis, 150 x 4,6 mm, 5 pm, 1,0 6 de massas —

(80:20)

25°C

APCI+
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Tabela 2 (Continuag&o)

Fluxo

Tempo de

Referéncia Farmaco Método de extracao Fase movel Coluna (ml/min) eluico (min) Deteccao
. = Espectrometria
XING et al. (2006) Artemeter Extrao liquido-liquido  /\Cétonitrila:tampéo acetato de  Css, 150 x 4,6 mm, 5 um, 0,8 6 de massas —
amonio 10 mM (85:15) 20 °C ES|+
. SV Acetonitrila:acetato de aménio  Csg, 250 x 4,6 mm, 10 pm, Ultravioleta
MANSOR et al. (1996) Lumefantrina Extragdo liquido-liquido 0,1 M (90:10), pH 4,9 temp. amb. 1,5 20 (335 nm)
ZENGetal. (1996)  Lumefantrina  Extragéo liquido-liquido Metanol-agua:ac acetico v 453 4 6 mm, 5 um 1,0 15 Ultravioleta
' -dietilamina (93:6:1:0,03) ’ ’ ’ ’ (335 nm)
LINDEGARDH et al. Lumefantrina Extracio em fase solida Acetonitrila:tampéo fosfato Ciano, 250 x 4,6 mm, 12 20 Ultravioleta
(2005) ¢ 0,1M, pH 2,0 (55:45) 25°C ’ (335 nm)
ANNERBERG et al. Lumefantrina Extracio em fase solida Acetonitrila:tampéo fosfato Ciano, 250 x 4,6 mm, 12 12 Ultravioleta
(2005) ¢ 0,1M, pH 2,0 (55:45) 25°C ’ (335 nm)
Acetonitrila:metanol:tampéao Espectrometria
WAHA‘;;JO%B;N etal. Lumefantrina Extragao liquido-liquido acetato de amoénio 0,01 M, pH  Cyqg, 30 x 2,1 mm, 3,5 ym 0,5 5 de massas —
5,5 (45:45:10) ESI+
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir com a avaliacdo da qualidade e da farmacocinética de medicamentos
antimalaricos, por meio do desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos para quantificagdo simultdnea de artemeter e lumefantrina em produtos

farmacéuticos e plasma humano.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar a quantificacdo de artemeter e lumefantrina em matérias-primas

farmacéuticas.

e Desenvolver e validar método analitico por CLAE com detecc¢ao ultravioleta para
quantificacdo simultdnea de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa

combinada.

e Desenvolver e validar método bioanalitico por CLAE, com deteccdo por
espectrometria de massas, para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina em

plasma humano.

e Determinar os parédmetros farmacocinéticos de artemeter e lumefantrina
administrados concomitantemente em comprimidos de dose fixa combinada, em

voluntarios sadios.

e Realizar estudo das estruturas dos fragmentos e das rotas de fragmentagdo de

artemeter e lumefantrina, obtidos por espectrometria de massas.



CAPITULO 2

Desenvolvimento e validagcdo de métodos analiticos
para quantificacao de artemeter e lumefantrina em

matérias-primas e comprimidos de dose fixa combinada
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR) e amostras

1.1.2

Artemeter SQR (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 10203215, validade
04/20009.

Lumefantrina SQR (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 05083101, validade
08/2008.

Artemeter matéria-prima (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 0601010-4087,
validade 08/2009.

Lumefantrina matéria-prima (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 06032403,
validade 08/2008.

Coartem® comprimidos - 20 mg artemeter + 120 mg lumefantrina (Novartis — Basel,
Suica), lotes 04137, FO107, FO168 e F0311, validades 11/2006, 10/2007, 12/2007
e 06/2008, respectivamente.

Co-artesiane® comprimidos - 20 mg artemeter + 120 mg lumefantrina (Dafra
Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 5002, validade 05/2007.

Reagentes e vidraria

Solventes e reagentes grau cromatografico: acetonitrila, metanol, acido

trifluoroacético, diclorometano.

Solventes e reagente grau analitico: acido acético glacial, acido perclérico, anidrido
acético, cloroférmio.

Agua destilada e agua deionizada em sistema Millipore.

Pipetas, buretas e balées volumétricos calibrados.

Béqueres, erlenmeyers, pesa-filtros e kit de filtragao.
Equipamentos e materiais

Aparelho de ultra-som BRANSONIC 220.
Balancga analitica SARTORIUS BP210D com precisao de 0,01 mg.
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e Coluna cromatografica Symmetry Cqg (250 x 4,6 mm; 5 uym) - WATERS.

e Coluna cromatografica Ace C+g (250 x 4,6 mm; 5 um) - ACT.

e Coluna cromatografica Zorbax C+g (150 x 4,6 mm; 5 um) - AGILENT.

e Coluna cromatografica Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 um) - AGILENT.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia AGILENT 1200, com forno, injecéo
automatica e detector de arranjo de diodos (DAD).

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia HP 1100, com forno, injecdo automatica e
detector de arranjo de diodos (DAD).

e Espectrofotbmetro de absorgéo no infravermelho SHIMADZU Prestige 21.

o Estufa FANEM 306/1.

¢ Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 pm.

e Potencidmetro METROHM HERISAU E510.

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q-Plus MILIPORE.

e Titulador automatico METTLER TOLEDO DL53.

1.2 Métodos

1.2.1 Caracterizacdo das matérias-primas de artemeter e lumefantrina

As solubilidades das matérias-primas de artemeter e lumefantrina foram avaliadas
em solventes comumente utilizados em analises laboratoriais e ensaios de dissolucao,
sendo eles agua, etanol, metanol, acetonitrila, diclorometano, hexano, metil-t-butil éter,
cloroférmio, acetato de etila, solugdo de hidroxido de sodio 0,1 M (pH 13,0), solugao de
acido cloridrico 0,1 M (pH 1,0) e solugao de lauril sulfato de sodio 0,5% (p/v).

Transferiu-se determinada quantidade de cada matéria-prima para erlenmeyer e
foram adicionadas aliquotas sucessivas do solvente, exatamente medidas, até completa
solubilizacdo. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente e foram utilizados os
termos descritivos da Farmacopéia Brasileira 42 edicdo para expressar a faixa de
solubilidade em cada solvente.

Os espectros na regiao do ultravioleta, na faixa de 200 a 400 nm, e na regido do
infravermelho, na faixa de 4500 a 450 cm'1, foram obtidos para os padrdes de ambos os
farmacos. Para a analise no ultravioleta, preparou-se solugado de artemeter a 1 mg/ml em
etanol, e de lumefantrina a 20 pg/ml em diclorometano e metanol (1:50). Pastilhas de

brometo de potassio foram preparadas para obtengdo dos espectros na regido do
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infravermelho. Em cada espectro, foram determinados os comprimentos de onda

correspondentes aos maximos de absorcéo.

1.2.2 Quantificacdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica

Uma adaptagao do método descrito na Farmacopéia Internacional 42 edigao (2006)
para quantificacdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica foi realizada. O método
original preconiza a utilizagdo de coluna Cs, de 250 mm de comprimento, e fase movel
composta por acetonitrila e agua (62:38). Com o objetivo de reduzir o tempo de analise, o
tamanho da coluna foi reduzido de 250 para 150 mm e a proporgao de acetonitrila na fase
movel foi aumentada de 62 para 70%. A concentracdo de trabalho das solugdes de
artemeter foi reduzida de 10 para 4 mg/ml.

Foi realizada avaliagdao dos parametros linearidade, precisao intra-corrida, precisao
inter-corridas e seletividade do método analitico por CLAE para quantificacdo de

artemeter em matéria-prima.

1.2.2.1 Condi¢bes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Agilent 1200
provido de detector ultravioleta (DAD) a 216 nm e coluna Zorbax C+s (150 x 4,6 mm; 5
pm), mantida a 30 °C. A fase movel utilizada foi mistura de acetonitrila e agua (70:30),
fluxo de 1 ml/min. O volume de injecao foi 20 ul e os espectros na regido do ultravioleta
foram armazenados na faixa de 200 a 400 nm, por meio do detector DAD, para

identificacdo dos picos cromatograficos.

1.2.2.2 Preparo das solugdes padrao e amostra de artemeter

Solucdo padrao de artemeter: aproximadamente 20 mg de artemeter SQR foram
exatamente pesados, transferidos para baldo volumétrico de 5 ml e solubilizados em fase
movel. O volume foi completado com o mesmo solvente, de modo a obter solugéo a 4
mg/ml.

Solugdo amostra de artemeter: aproximadamente 100 mg de artemeter matéria-

prima, previamente dessecada a 60 °C em estufa a vacuo por 3 horas, foram exatamente
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pesados, transferidos para baldao volumétrico de 25 ml e solubilizados em fase moével. O

volume foi completado com o mesmo solvente, de modo a obter solugdo a 4 mg/ml.
1.2.2.3 Validacao parcial do método cromatografico
1.2.2.3.1 Linearidade

Foram preparadas, em ftriplicata, solu¢gdes estoque de artemeter matéria-prima a 8
mg/ml, em acetonitrila. A partir de cada solugao estoque, foram feitas diluicbes para cinco

diferentes concentracgdes, conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Solucgdes diluidas para construcdo de curva analitica e avaliacéo da linearidade do

meétodo por CLAE para quantificacao de artemeter matéria-prima.

. Volume da solucgéo Fase movel g.s.p Concentracéo final
Intervalo linear (%)
estoque (ml) (ml) (mg/ml)
50 2,5 10 2,0
75 3,75 10 3,0
100 5 10 4,0
125 6,25 10 5,0
150 7,5 10 6,0

O intervalo linear avaliado foi de 50 a 150%, que corresponde a faixa de
concentracdo de 2,0 a 6,0 mg/ml de artemeter. A curva analitica foi plotada para
concentragédo de artemeter versus a area do pico, e os dados obtidos foram submetidos a

analise de regressao linear.

1.2.2.3.2 Precisao

A precisao intra-corrida foi avaliada por meio de seis determinagdées a 100% da
concentragdo de trabalho (4 mg/ml). As solugcbes de artemeter para a analise foram
preparadas conforme descrito em 1.2.2.2. Para avaliagcdo da precisao inter-corridas, o
mesmo procedimento foi adotado, realizando-se analises em dois dias consecutivos. Em

cada analise, o teor de artemeter e o desvio padréo relativo (DPR) foram determinados.
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1.2.2.3.3 Seletividade

A seletividade do método cromatografico foi determinada pela avaliagdo da pureza
espectral dos picos de artemeter obtidos em cromatogramas de solugdes padrdo e
amostra, com auxilio do detector DAD. Este teste é realizado por meio da sobreposi¢ao
dos espectros na regido do ultravioleta obtidos em diferentes pontos do pico
cromatografico, e verifica se outras substancias estdo co-eluindo no mesmo tempo de

retengao do pico de interesse.

1.2.2.4 Doseamento de artemeter matéria-prima por CLAE

Uma amostra de artemeter matéria-prima (lote 0601010-4087, validade 08/2009) foi
analisada empregando-se o método analitico por CLAE adaptado da Farmacopéia
Internacional 42 edicdao (2006). As solugcbes de artemeter para as analises foram
preparadas conforme descrito em 1.2.2.2. O teor de artemeter e o DPR foram

determinados na matéria-prima analisada.

1.2.3 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para quantificacdo de

lumefantrina em matéria-prima e comprimidos

1.2.3.1 Condicdes analiticas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Agilent 1200
provido de detector ultravioleta (DAD) a 335 nm e coluna Symmetry C4s (250 x 4,6 mm; 5
pm), mantida a 30 °C. A fase movel utilizada foi mistura de metanol e &acido
trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20), fluxo de 1 ml/min. O volume de injecao foi 20 ul e os
espectros no ultravioleta foram armazenados na faixa de 200 a 400 nm, por meio do
detector DAD, para identificagdo dos picos cromatograficos.

Para as analises espectrofotométricas, o comprimento de onda selecionado para
deteccao foi 335 nm e o solvente utilizado foi metanol.

A titulagdo em meio ndo aquoso foi realizada em titulador automatico provido de
eletrodo de vidro combinado. Como titulante, empregou-se solu¢do volumétrica de acido
perclérico 0,1 M, preparada em acido acético glacial e anidrido acético e padronizada com

biftalato de potassio. O ponto final da titulacdo foi determinado potenciometricamente.
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1.2.3.2 Preparo das solugdes padrao e amostra de lumefantrina

Solucédo padrédo de lumefantrina: aproximadamente 15 mg de lumefantrina SQR
foram exatamente pesados e transferidos para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionou-se 1
ml de diclorometano para completa solubilizagdo e o volume foi ajustado com metanol.
Transferiram-se 4 ml da solugdo obtida para baldo volumétrico de 50 ml. O volume foi
ajustado com fase mével, para as analises cromatograficas, e com metanol, para as
analises espectrofotométricas, de modo a obter solugédo a 24 pg/ml.

Solucdo amostra de lumefantrina: aproximadamente 30 mg de lumefantrina
matéria-prima, previamente dessecada a 105 °C por 2 horas, ou uma quantidade do pé
dos comprimidos triturados equivalente a 30 mg de lumefantrina, foram exatamente
pesados e transferidos para baldao volumétrico de 100 ml. Adicionaram-se 2 ml de
diclorometano para completa solubilizagdo e o volume foi ajustado com metanol.
Transferiram-se 4 ml da solugdo obtida para baldo volumétrico de 50 ml. O volume foi
ajustado com fase moével, para as analises cromatograficas, e com metanol, para as

analises espectrofotométricas.

1.2.3.3 Validacdo dos métodos cromatografico e espectrofotométrico

Os métodos por CLAE e UV, apéds otimizagdo, foram validados segundo os
procedimentos recomendados pela Resolucdo RDC 899 de 29 de maio de 2003 da
ANVISA e o Guia de Validagao de Procedimentos Analiticos ICH (1996).

1.2.3.3.1 Linearidade

Foram preparadas, em ftriplicata, solugdes padrao estoque de lumefantrina a 300
pMg/ml, em metanol. A partir de cada solugédo estoque, foram feitas diluigbes para cinco
diferentes concentracdes, conforme Tabela 4.

Para as analises cromatograficas, empregou-se fase mével como solvente nas
diluicdes e, para as analises espectrofotométricas, metanol foi utilizado. A concentragao
de trabalho (100%) otimizada para ambos os métodos foi 24 pg/ml e o intervalo
estabelecido para avaliagdo da linearidade foi 50 a 150%, que corresponde a faixa de

concentracao de 12 a 36 pug/ml.
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Tabela 4 — Solugdes diluidas para construcdo de curva analitica e avaliac&o da linearidade dos

métodos cromatogréafico e espectrofotométrico para quantificagdo de lumefantrina.

_ Volume da solugéo Fase mdvel ou Concentragéo final
Intervalo linear (%)
estoque (ml) metanol g.s.p (ml) (Mg/ml)
50 2 50 12
75 3 50 18
100 4 50 24
125 5 50 30
150 6 50 36

Curvas analiticas foram plotadas para concentragcado de lumefantrina versus a area
do pico ou absorvancia, e os dados obtidos foram submetidos a analise de regressao

linear.
1.2.3.3.2 Precisao

A precisao intra-corrida foi avaliada por meio de seis determinagdes a 100% da
concentragédo de trabalho (24 pg/ml). As solugbdes de lumefantrina para a analise foram
preparadas conforme descrito em 1.2.3.2. Para avaliagcdo da precisao inter-corridas, o
mesmo procedimento foi adotado, realizando-se analises em dois dias consecutivos. A
precisdo dos métodos foi avaliada para amostras de lumefantrina em matérias-primas e
em comprimidos. Além dos métodos por CLAE e UV, a precisdo do método por titulagao
em meio ndo aquoso também foi avaliada. Para cada método, o teor de lumefantrina e o

desvio padrao relativo (DPR) foram determinados.
1.2.3.3.3 Exatidéo

A exatiddo dos métodos desenvolvidos foi avaliada pelo método do placebo
contaminado, no qual quantidades conhecidas de lumefantrina SQR foram adicionadas a
uma mistura dos excipientes do comprimido. Essa mistura foi preparada de acordo com
os excipientes citados na bula do medicamento (Coartem®) e as proporcdes de cada um
foram estimadas segundo referéncias da literatura (KIBBE, 2000). A relagdo dos

excipientes empregados com suas respectivas proporgoes esta demonstrada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Relacdo dos excipientes e suas respectivas propor¢des para preparo de formulacéo e

avaliacdo da exatidao dos métodos cromatografico e espectrofotométrico.

Excipiente Concentracdo na formulacédo (%)
Celulose microcristalina 81,5%
Hidroxipropilmetil celulose 5,0%
Croscarmelose sodica 5,0%
Estearato de magnésio 5,0%
Polisorbato 80 3,0%
Dioxido de silica coloidal (aerosil) 0,5%

Foram preparadas, em triplicata, solu¢cées padrao estoque de lumefantrina a 300
pg/ml, em metanol. Cada solugao estoque foi diluida para trés diferentes concentragdes
(18, 24 e 30 ug/ml), em baldo volumétrico de 50 ml, contendo 50 mg da formulagdo dos
excipientes. As solugdes foram submetidas a banho de ultra-som por trés minutos, o
volume foi ajustado e as solugdes filtradas. Para as analises cromatograficas, empregou-
se fase mével como solvente e, para as analises espectrofotométricas, metanol foi
utilizado. A porcentagem de recuperagdo e o desvio padrdo relativo (DPR) foram

determinados para cada método.

1.2.3.3.4 Seletividade

A seletividade do método cromatografico foi determinada pela avaliagdo da pureza
espectral dos picos de lumefantrina obtidos em cromatogramas de solugdes padrao e
amostra, com auxilio do detector DAD. Além disso, foram injetadas solugdes contendo
apenas mistura de excipientes dos comprimidos, preparada pelo mesmo procedimento,
com o objetivo de avaliar possiveis picos interferentes no cromatograma, com o mesmo
tempo de retencao do pico de interesse. Para as analises espectrofotométricas, foi obtido
0 espectro de uma solucao contendo apenas a formulagao dos excipientes do comprimido
em metanol, na faixa de 200 a 400 nm, para avaliar a presenca de bandas de absorgao

interferentes em 335 nm.

1.2.3.3.5 Limites de deteccéao e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram inicialmente estimados a partir da

equacao que leva em consideragao parametros da curva analitica:
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LD =3 x DPa LQ =3 xDPa
b b
onde:
LD = limite de detecgao
LQ = limite de quantificagcéo
Dpa = desvio padréo do intercepto da curva de regressao

b = inclinagdo da curva analitica

A partir dos valores encontrados, foram preparadas solugbes diluidas de
lumefantrina, em concentragbes decrescentes, na faixa de 0,40 a 0,01 ug/ml. Para o
método cromatografico, a avaliagao dos limites de detecgao e quantificagcao foi realizada
por meio da determinagao da raz&o entre a altura do sinal e a altura do ruido da linha de
base. Os limites de deteccéo e quantificacdo foram definidos como as concentragdes para
as quais se obteve relagao sinal/ruido de 3 e 10, respectivamente.

Para a determinacdo dos limites do método espectrofotométrico, foi realizada a
avaliacdo dos valores de absorvancia e dos espectros no ultravioleta de solugcdes de
lumefantrina diluidas. Além disso, o desvio padrao relativo de leituras de absorvancia das

solucdes diluidas foram calculados.

1.2.3.3.6 Robustez

Para determinar a robustez de métodos analiticos, pode-se recorrer ao teste de
Youden. Trata-se de um teste que permite ndo apenas avaliar a robustez do método,
como também ordenar a influéncia de cada um dos parametros analiticos nos resultados
finais. A idéia principal do teste ndo é avaliar a alteracdo de um parametro
individualmente, mas introduzir varias alteragdes nas condi¢gdes analiticas ao mesmo
tempo, de maneira que o efeito de cada alteracao individual possa ser avaliado no final
(YOUDEN & STEINER, 1975; INMETRO, 2003).

No teste de Youden, sete parametros analiticos sdo selecionados para avaliagao e
oito ensaios sdo realizados para determinar a influéncia dos mesmos no resultado final.
Os ensaios sao realizados com as condigcbes analiticas em seu valor nominal
(representado por letras maiusculas) e com uma pequena variagao (letras minusculas).

Os sete parametros analiticos estabelecidos para avaliagdo da robustez do método
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cromatografico para quantificagcdo de lumefantrina, assim como as variagées introduzidas

nestes parametros, estao representados na Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros analiticos e variacdes para avaliacéo da robustez do método cromatografico

para quantificacdo de lumefantrina.

Parametro Nominal Variacao
Al/a | Proporgao de metanol na fase movel 80% - A 77% - a
B/b | pH aparente da fase mével 2,8 - B 3,1 - b
C/c | Temperatura da coluna 30°C - C 35°C - c
D/d | Fluxo da fase movel 1,0 - D 1,2 - d
E/e | Marca da coluna Symmetry - E Ace - e
F/f | Marca do metanol Tedia - F J.T. Baker - f
G/g | Modelo do cromatografo Agilent 1200 - G HP 1100 - g

Os sete parametros e suas respectivas variagbes foram combinados em oito
ensaios ou corridas cromatograficas, realizados em ordem aleatéria. Dos oito ensaios
realizados, quatro deles foram realizados com cada pardmetro em seu valor nominal e
quatro deles com o parametro com variagdo. A Tabela 7 demonstra a série de
combinacdes fatoriais dos parametros para execug¢ao do teste de Youden. Os resultados

das analises sdo representados por letras de s a z.

Tabela 7 — Matriz de combinag&o fatorial dos parametros analiticos para avaliagéo da robustez pelo

teste de Youden.

Parametro analitico Combinagao fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8

Proporcéao de metanol A A A A a a a a
pH aparente B B b b B B b b
Temperatura da coluna C c C c C C C c
Fluxo da fase mével D D d d d d D D
Marca da coluna E e E e e E e E
Marca do metanol F f f F F f f F
Modelo do cromatografo G g g G g G G g
Resultado S t u v w X y z

Em cada combinagdo, foram realizadas trés injegdes da solugdo amostra da

matéria-prima e trés da solu¢do padrdo de lumefantrina, na concentragao de trabalho (24
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Mg/ml). Apds troca da coluna cromatografica ou alteragdo dos solventes da fase moével,
foram aguardados 30 minutos para estabilizagao do sistema.

Para determinar a influéncia da variagdo de cada parametro no resultado final,
deve-se comparar a média dos quatro valores correspondentes as letras maiusculas com
a meédia dos quatro valores correspondentes as letras minusculas. Por exemplo, para
avaliar o efeito da temperatura da coluna no resultado final da analise, pode-se utilizar a

equagao:

EfeitoC/lc=s+u+w+y - t+v+x+z
4 4

Assim, a influéncia dos sete parametros analiticos em relagdo a area, tempo de
retencdo (tr), fator de cauda (T), numero de pratos tedricos (N) e teor de lumefantrina
foram avaliados. Por meio do teste de Youden, pode-se estabelecer com clareza quais
parametros apresentam maior influéncia nos resultados finais da analise e fazer um
controle mais rigoroso das eventuais variagdes destes parametros que podem ocorrer

durante uma analise de rotina.
1.2.3.4 Quantificacdo de lumefantrina em matéria-prima e comprimidos

Amostras de lumefantrina matéria-prima (lote 05083101, validade 08/2008) e de
comprimidos Coartem® (lote F0107, validade 10/2007) foram analisadas empregando-se
os métodos por CLAE e UV validados e titulagdo em meio ndo-aquoso. Para as analises,
os comprimidos foram pesados, o peso médio foi determinando e, em seguida, eles foram
finamente triturados. As solugdes de lumefantrina para as analises cromatograficas e
espectrofotométricas foram preparadas conforme descrito em 1.2.3.2.

Para a titulagdo em meio ndo aquoso, aproximadamente 200 mg de lumefantrina
matéria-prima, previamente dessecada a 105 °C por 2 horas, ou quantidade do p6 dos
comprimidos equivalente a 200 mg de lumefantrina, foram exatamente pesados e
transferidos para o frasco de titulagdo. Adicionaram-se 10 ml de anidrido acético e 40 mi
de acido acético e submeteu-se a agitacdo mecanica do proprio titulador até completa
solubilizacdo, antes do inicio da titulagdo. O ponto final foi determinado
potenciometricamente.

Os teores de lumefantrina nas amostras analisadas foram determinados pelos trés
meétodos. Os resultados obtidos foram estatisticamente comparados por meio de analise

de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de confianga de 95% (a = 0,05).
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1.2.4 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE com detec¢do UV
para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina em comprimidos de

dose fixa combinada

1.2.4.1 Condicdes analiticas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Agilent 1200,
provido de detector ultravioleta (DAD) a 210 nm. Os espectros foram armazenados na
faixa de 200 a 400 nm, por meio do detector DAD, para auxiliar na identificacdo dos picos
cromatograficos. Duas colunas cromatograficas foram avaliadas, uma Symmetry C4s (250
x 4,6 mm; 5 ym) e uma Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 ym), ambas mantidas a 30 °C.
O volume de injegao foi 20 ul. Utilizou-se fase moével composta por acetonitrila e acido
trifluoroacético 0,05% (v/v), com fluxo de 1 ml/min. A separacédo de artemeter e
lumefantrina foi avaliada em diferentes proporgdes dos solventes da fase movel, e em
cada condigdo, o fator de retengdo (k) dos picos de artemeter e lumefantrina e a
resolucao (R) entre eles foram avaliados. Para calcular o fator de reten¢do, o tempo morto
(to) foi determinado injetando-se no cromatografo solugdo de NaNO3 0,01% (p/v) em fase

movel.

1.2.4.2 Preparo das solugcdes padrdao e amostra de artemeter e lumefantrina

Solucédo padréo de artemeter e lumefantrina: aproximadamente 40 mg de artemeter
SQR e 30 mg de lumefantrina SQR foram exatamente pesados e transferidos para baléo
volumétrico de 100 ml. Adicionaram-se 2 ml de cloroféormio para completa solubilizagao,
seguidos da adicdo de 80 ml de acetonitrila. O volume foi ajustado com acido
trifluoroacético 0,05% (v/v), de modo a obter solugédo a 400 pg/ml de artemeter e 300
Mg/ml de lumefantrina.

Solugcdo padrdo estoque de artemeter: aproximadamente 175 mg de artemeter
matéria-prima, previamente padronizada com padrao primario e dessecada a 60 °C em
estufa a vacuo por 3 horas, foram exatamente pesados e transferidos para balao
volumétrico de 100 ml. Adicionaram-se 2 ml de cloroférmio para completa solubilizacao e
o volume foi ajustado com acetonitrila, de modo a obter solugdo a 1750 pug/ml.

Solugdo padrédo diluida de artemeter: transferiram-se 10 ml da solugdo padréo
estoque de artemeter para baldo volumétrico de 50 ml e o volume foi ajustado com fase

movel, de modo a obter solugao a 350 ug/mil.
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Solugdo amostra: pesou-se, exatamente, quantidade do pd dos comprimidos
equivalente a 1,25 pesos médios (25 mg de artemeter e 150 mg de lumefantrina) e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml. Adicionaram-se 5 ml de cloroformio e
submeteu-se a banho de ultra-som por 3 minutos. O volume foi ajustado com acetonitrila,
a solugado foi homogeneizada e filtrada. Transferiram-se 10 ml do filtrado para baldo
volumétrico de 50 ml e adicionaram-se 10 ml da solucédo padrdo estoque de artemeter. O
volume foi ajustado com fase movel, de modo a obter solugdo a 400 ug/ml de artemeter
(50 pg/ml provenientes do medicamento e 350 pg/ml provenientes da solugdo padrao

adicionada) e 300 pg/ml de lumefantrina.

1.2.4.3 Validacao

Apods avaliagdo dos parametros cromatograficos, o método otimizado foi obtido
utilizando-se coluna Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 um) e fase moével composta por
acetonitrila e acido trifluoroacético 0,05% (60:40), pH 2,35. O método, entédo, foi validado
segundo os procedimentos recomendados pela Resolugdo RDC n° 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA e o Guia de Validagao de Procedimentos Analiticos ICH (1996).

1.2.4.3.1 Linearidade
Foram preparadas, em triplicata, solu¢des padrao estoque contendo 1000 ug/ml de
artemeter e 750 pg/ml de lumefantrina. A partir de cada solugdo estoque, foram feitas

diluicdes para cinco diferentes concentragdes, conforme Tabela 8.

Tabela 8 — Solucdes diluidas de artemeter e lumefantrina para construcéo das curvas analiticas e

avaliacao da linearidade do método analitico por CLAE.

Intervalo linear Volume da sol. | Concentragédo de Concentracéo de Fase movel
(%) estoque (ml) artemeter (ug/ml) | lumefantrina (ug/ml) | qg.s.p (ml)
50 5,0 200 150 25
75 7,5 300 225 25
100 10,0 400 300 25
125 12,5 500 375 25
150 15,0 600 450 25
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As concentragdes de trabalho (100%) otimizadas para as analises foram 400 pg/ml
de artemeter e 300 ug/ml de lumefantrina e o intervalo estabelecido para avaliacdo da
linearidade foi 50 a 150%.

Além disso, avaliou-se a linearidade para artemeter segundo o procedimento de
adicdo de padrao adotado para a analise dos comprimidos. Foram preparadas solucdes
com os comprimidos contendo 250 ug/ml de artemeter, em triplicata. Aliquotas destas
solugdes foram diluidas em fase movel e 10 ml da solugcédo padrao estoque de artemeter

contendo 1750 pg/ml foi adicionado. O volume foi ajustado para 50 ml. As diluigdes

realizadas estdo demonstradas na Tabela 9.

Tabela 9 - Diluigbes para avaliagdo da linearidade do método analitico por CLAE para

guantificacao de artemeter pelo método de adi¢céo de padrao.

% Sol. amostra estoque Sol. padréo estoque Conc final | Fase movel
Volume (ml) | Conc (ug/ml) | Volume (ml) | Conc (ug/ml) (ng/ml) g.s.p (ml)

50 5 25 10 350 375 50

75 7,5 37,5 10 350 387,5 50

100 10 50 10 350 400 50

125 12,5 62,5 10 350 412,5 50

150 15 75 10 350 425 50

Este procedimento foi realizado por se aproximar mais daquele empregado nas
analises para determinacao de teor de artemeter nos comprimidos, uma vez que, nestes
casos, sempre sera realizada adicdo de 350 pg/ml de artemeter padrdo e
consequentemente, nunca sera injetada uma solugdo com concentragdo menor do que
esta. Assim, a faixa linear avaliada foi de 50 a 150% em relacdo aos 50 pg/ml de
artemeter provenientes do medicamento, que no total corresponde a 375 a 425 ug/ml de
artemeter.

Nos dois procedimentos adotados, curvas analiticas foram plotadas para
concentracdo versus a area do pico para cada farmaco, e os dados obtidos foram

submetidos a analise de regressao linear.

1.2.4.3.2 Precisao

A precisao intra-corrida foi avaliada por meio de seis determinacdées a 100% da

concentragdo de trabalho (400 pg/ml de artemeter e 300 ug/ml de lumefantrina). As

solugbes amostra para a analise foram preparadas conforme procedimento descrito no
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item 1.2.4.2. O lote 04137 de Coartem® foi empregado nas analises. Para avaliagao da
precisao inter-corridas, o mesmo procedimento foi adotado, realizando-se analises em
dois dias consecutivos. Os teores de artemeter e lumefantrina e o desvio padrao relativo

(DPR) dos valores foram determinados.
1.2.4.3.3 Exatidao

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada pelo método do placebo
contaminado, no qual quantidades conhecidas de artemeter SQR e lumefantrina SQR
foram adicionadas a uma mistura dos excipientes do comprimido. A composi¢ao deste
placebo esta descrita no item 1.2.3.3.3.

O procedimento mais usual para realizacdo do método do placebo contaminado é o
preparo de solugdes estoque concentradas dos farmacos, seguida da transferéncia de
volumes determinados destas solugdes para baldes volumétricos contendo a mistura de
excipientes, de forma a obter solugdes de trabalho com excipientes, em trés
concentracoes diferentes. Entretanto, no presente método analitico, o ponto critico do
preparo da amostra € a solubilizacdo da lumefantrina no cloroférmio. Assim, o preparo de
uma solugao concentrada com diluicbes subsequentes ndo seria adequado para avaliar o
processo de solubilizagdo na concentragdo determinada para a analise do medicamento.
Desta forma, foi realizada uma pesagem de farmaco para o preparo de cada solugao, em
triplicata. As massas pesadas de placebo, artemeter e lumefantrina, assim como os trés

niveis de concentracado avaliados na exatidao, estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 — Massas pesadas e concentragdes das solucbes para avaliagdo da exatiddo do método

por CLAE para quantificagdo simultdnea de artemeter e lumefantrina.

% Massa do Massa de Massa de Concentracéo
correspondente | placebo (mg) | artemeter (mg) | lumefantrina (mg) tedrica (ug/ml)
75 65 75 56,25 300 ATM + 225 LMF
100 65 100 75 400 ATM + 300 LMF
125 65 125 93,75 500 ATM + 375 LMF

ATM = artemeter, LMF = [lumefantrina

A massa de placebo pesada (65 mg) foi determinada de acordo com a propor¢ao
de excipientes originalmente presente nos comprimidos. As massas estabelecidas na
Tabela 10 foram exatamente pesadas e transferidas para baldo volumétrico de 50 ml.

Adicionaram-se 2,5 ml de cloroférmio e submeteu-se a banho de ultra-som por 3 minutos.
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O volume foi ajustado com acetonitrila, a solugdo foi homogeneizada e filtrada. Em
seguida, 10 ml do filtrado foram transferidos para balao volumétrico de 50 ml e o volume
foi ajustado com fase mével, de modo a obter as concentragdes tedricas demonstradas na
Tabela 10. Cada solucao foi preparada em triplicata.

As porcentagens de recuperagdo e o desvio padrao relativo (DPR) foram

determinados em cada nivel.

1.2.4.3.4 Seletividade

A seletividade do método por CLAE foi determinada pela avaliagdo da pureza
espectral dos picos de artemeter e lumefantrina obtidos em cromatogramas de solugdes
padrdo e amostra, com auxilio do detector DAD. Além disso, foram injetadas solugdes
contendo apenas mistura de excipientes dos comprimidos, preparada pelo mesmo
procedimento, com o objetivo de avaliar possiveis picos interferentes no cromatograma,

com o mesmo tempo de retencéo dos picos de interesse.

1.2.4.3.5 Robustez

Seis solugdes amostras foram preparadas de acordo com o procedimento descrito
em 1.2.4.2 e analisadas nas condi¢des nominais e variando-se os parametros analiticos:
proporcao de acetonitrila na fase moével, pH aparente, fluxo da fase mével e temperatura
da coluna. As variagdes estabelecidas para cada paradmetro estdo demonstradas na
Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros analiticos e variacdes empregadas para avaliagdo da robustez do método

analitico por CLAE para quantificacao simultanea de artemeter e lumefantrina.

Valor Valor Valor
Parametro Variagao _ _ _ _
inferior nominal superior
Proporgao de acetonitrila na FM (%) , 58 60 62
pH aparente da FM , 2,15 2,35 2,55
Fluxo da FM (ml/min) +0, 0,8 1,0 1,2
Temperatura da coluna (°C) t 25 30 35

FM = fase movel

Em cada condicao, os teores de artemeter e lumefantrina foram determinados e os

parametros cromatograficos tempo de retencéo (tr), fator de cauda (T) e resolugdo (R)
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entre os picos de artemeter e lumefantrina foram avaliados. Os teores dos farmacos
obtidos nas condicbes nominais e nas condigdes variadas foram estatisticamente

comparados por meio de analise de variancia (ANOVA).

1.2.4.3.6 Limites de detecc¢éo e quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificagdo de artemeter e lumefantrina foram
inicialmente estimados a partir da equagao que leva em consideracdo parametros da
curva analitica, apresentada no item 1.2.3.3.5.

A partir dos valores encontrados, foram preparadas oito solugdes diluidas contendo
artemeter e lumefantrina, na mesma proporcdo da concentragdo de trabalho. As
concentragbes das solugdes variaram de 0,13 ug/ml de artemeter e 0,10 pg/ml de
lumefantrina a 15,00 pg/ml de artemeter e 11,25 ug/ml de lumefantrina. Para
determinacao dos limites, a razdo entre a altura do sinal e a altura do ruido da linha de
base foi avaliada, considerando-se S/R = 3 para o limite de deteccdo e S/R = 10 para o
limite de quantificagcdo. Além disso, o desvio padrao relativo das areas dos picos obtidos
com replicatas de injecbes de solugdes diluidas também foi avaliado para determinagao

do limite de quantificagéo.

1.2.4.4 Quantificacdo de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa

combinada

Trés lotes de Coartem® e um lote de Co-artesiane® foram analisados, em
sextuplicata, pelo método por CLAE desenvolvido e validado. Artemeter SQR foi
adicionado as amostras, com o objetivo de aumentar a area do pico e melhorar a
deteccao do farmaco. Devido a baixa solubilidade de lumefantrina, foi necessaria a adigao
de pequena quantidade de cloroférmio para garantir completa solubilizagdo do farmaco.

Para as analises, os comprimidos foram pesados, o peso médio foi determinando
e, em seguida, eles foram finamente triturados. Pesou-se, exatamente, quantidade do pd6
dos comprimidos equivalente a 1,25 pesos médios (25 mg de artemeter e 150 mg de
lumefantrina) e transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml. Adicionaram-se 5 ml de
cloroférmio e submeteu-se a banho de ultra-som por 3 minutos. O volume foi ajustado
com acetonitrila, a solugéao foi homogeneizada e filtrada. Transferiram-se 10 ml do filtrado
para baldo volumétrico de 50 ml e adicionaram-se 10 ml da solucdo padrédo estoque de

artemeter (preparo descrito em 1.2.4.2). O volume foi ajustado com fase moével. Uma
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solucéo padréo diluida de artemeter também foi preparada, diluindo-se 10 ml da solucao
padrdo estoque de artemeter para baldao volumétrico de 50 ml, com fase movel.

De acordo com o procedimento descrito, se nao fosse realizada a adicdo de padrao
de artemeter, a solugdo amostra apresentaria concentragdo de 50 pg/ml de artemeter e
300 pg/ml de lumefantrina, mesma proporg¢ao dos farmacos nos comprimidos de dose fixa
combinada. A adigdo de 10 ml da solucdo padrdo estoque de artemeter corresponde a
adicdo de 350 pg/ml de artemeter na solugdo amostra, de forma que as concentragdes
finais dos farmacos sao 400 ug/ml de artemeter e 300 ug/ml de lumefantrina.

Para calcular o teor de artemeter nos comprimidos, a area do pico obtida com a
solucéo padrédo diluida de artemeter (350 ug/ml) foi subtraida da area do pico obtida nas
solugbes amostra (400 pg/ml). A diferenga corresponde a quantidade de artemeter

originalmente presente nos comprimidos (aproximadamente 50 ug/ml).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Caracterizagdo das matérias-primas de artemeter e lumefantrina

A avaliacdo da solubilidade da matéria-prima é um dado auxiliar para o
desenvolvimento de métodos de analise tanto para matéria-prima quanto para o produto
acabado. E de extrema importancia conhecer a solubilidade dos farmacos em analise,
principalmente para otimizagdo das etapas de preparo de amostra. Este fator se torna
ainda mais critico quando os farmacos apresentam baixa solubilidade em agua, como é o
caso de artemeter e lumefantrina. Além disso, para o desenvolvimento de método de
extragao liquido-liquido para quantificagdo dos farmacos em meio bioldgico, a solubilidade
dos farmacos em diferentes solventes organicos deve ser determinada visando a
obtencao de altas taxas de recuperacao.

De acordo com os resultados obtidos, e utilizando-se os termos descritivos da
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo (FARMACOPEIA, 1998), artemeter & praticamente
insoluvel em agua, solugao de hidroxido de sodio 0,1 M, solugéo de acido cloridrico 0,1 M
e solugdo de lauril sulfato de sédio 0,5% (p/v); muito soluvel em diclorometano e
cloroférmio; facilmente sollvel em etanol, hexano, acetato de etila e metil-t-butil éter e
soluvel em metanol e acetonitrila.

Lumefantrina é praticamente insoluvel em agua, solugdo de hidroxido de sédio 0,1
M, solucdo de acido cloridrico 0,1 M e solugcdo de lauril sulfato de sodio 0,5% (p/v);
facilmente soluvel em diclorometano e cloroférmio, ligeiramente soluvel em metil-t-butil
éter e acetato de etila, pouco soluvel em hexano e muito pouco soluvel em etanol,
metanol e acetonitrila. Foi verificado que a adicdo de pequena quantidade de acido
acético (cerca de 1%) nos solventes organicos aumenta de forma consideravel a
solubilidade de lumefantrina nos mesmos.

Ambos os farmacos apresentaram baixa solubilidade em &agua e solventes
aquosos, inclusive na presencga de tensoativo, o que pode representar uma dificuldade
para o desenvolvimento de ensaios de dissolugcido para os comprimidos. O pH da solucéo
aquosa aparentemente ndo teve influéncia na solubilidade dos farmacos, apesar de
lumefantrina ter se solubilizado de forma adequada em acido acético glacial para o
doseamento por titulagdo em meio ndo aquoso.

Os espectros na regido do ultravioleta de artemeter e lumefantrina, na faixa de 200
a 400 nm, foram obtidos em espectrofotdmetro de absorg¢ao no ultravioleta-visivel e estao

demonstrados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 — Espectro naregifo do ultravioleta de artemeter a 1 mg/ml em etanol.
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Figura 4 — Espectro naregido do ultravioleta de lumefantrina a 20 ug/ml em diclorometano e

metanol (1:50).

Devido a auséncia de ligagbes duplas e cromoforos estendidos em sua estrutura,
artemeter apresentou apenas um maximo de absor¢do em seu espectro (203 nm). A
absortividade deste farmaco na regido do ultravioleta é consideravelmente baixa, de
forma que foram necessarias concentracdes elevadas de artemeter para a detecgcédo. No
espectro de lumefantrina, foram identificados quatro maximos de absorgao: 235, 265, 305
e 335 nm. Apesar da maior absortividade de lumefantrina em 235 nm, o comprimento de
onda de 335 nm apresenta maior seletividade em relacdo a possiveis interferéncias de
solventes e da matriz, sendo mais adequado para analises quantitativas.

Os espectros dos farmacos na regidao do infravermelho, obtidos com pastilhas de

brometo de potassio, estdo demonstrados nas Figuras 5 e 6. Foram feitas as atribuicoes
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das principais bandas obtidas nos espectros, de acordo com a estrutura de cada farmaco
(Tabelas 12 e 13).
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Figura 5 — Espectro naregido do infravermelho de artemeter, obtido com pastilha de KBr.

Tabela 12 — Atribui¢des das principais bandas obtidas no espectro de infravermelho de artemeter.

Namero de onda (cm™) Atribuicédo
2953, 2872 deformacgao axial C-H de alcano
1450, 1375 deformacao angular C-H de alcano
1103, 1033 deformacao axial C-O de éter

Os testes espectrofotométricos contribuem de forma significativa para identificagao
de substancias, sendo comumente utilizados em compéndios farmacéuticos com esta
finalidade. O espectro de absorgdo na regido do infravermelho de uma substancia,
comparado com aquele obtido concomitantemente com o padrédo de referéncia
correspondente, fornece evidéncia bastante conclusiva sobre a identidade da substancia
analisada. O espectro de absorgao na regiao do ultravioleta, por outro lado, ndo apresenta
alto grau de especificidade. A conformidade com as especificagdes de ambos os testes
(infravermelho e ultravioleta), como preconizado em grande numero de monografias
farmacopeicas, praticamente ndo deixa duvidas sobre a identidade da substancia em
analise (THE UNITED, 2008).
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Figura 6 — Espectro naregifo do infravermelho de lumefantrina, obtido com pastilha de KBr.

Tabela 13 — Atribui¢des das principais bandas obtidas no espectro de infravermelho de

lumefantrina.

Nimero de onda (cm™) Atribuicado
3400 deformacéo axial O-H de alcool
2953, 2927, 2868 deformacao axial C-H
1633 deformacéo axial C=C de alqueno
1587 deformacéo axial C=C de aromatico
1487, 1462 deformacao angular C-H de alcano
1085 deformacéo axial C-O de alcool
1070 deformacéo axial C-N
873, 837 deformacgao angular C-H de aromatico
769, 750 deformacéo axial C-Cl

2.2 Quantificacao de artemeter em matéria-prima farmacéutica

Para quantificagdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica, foi feita uma

adaptacdo do método descrito na Farmacopéia Internacional 42 edicdao (THE
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INTERNATIONAL, 2006), seguida da avaliagdo da linearidade, precisao intra-corrida e
inter-corridas e seletividade do método.

Tendo em vista a baixa absortividade molar de artemeter, a concentracdo de
trabalho utilizada para as analises deve ser consideravelmente elevada. Segundo o
procedimento da Farmacopéia Internacional 42 edicdo, deve-se preparar solugdes
amostra e padrao contendo 10 mg/ml de artemeter.

No método empregado, a concentragdo de trabalho utilizada foi de 4 mg/ml de
artemeter. Nesta concentragédo, o pico de artemeter ja apresenta intensidade adequada
para integracdo e quantificacdo, além de reduzir o consumo de padrédo de referéncia de
artemeter para o preparo da solugao padrao. O cromatograma obtido para uma solugao
amostra a 4 mg/ml, apresentando pico de artemeter em 6,70 minutos, esta demonstrado

na Figura 7.
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Figura 7 — Cromatograma obtido para solugdo amostra de artemeter, a 4 mg/ml, utilizando coluna
Zorbax Ci5 (150 x 4,6 mm, 5 um), a 30 °C e fase mével composta por acetonitrila e agua (70:30), com

fluxo de 1 ml/min e detec¢do a 216 nm.

2.2.2 Validagao parcial do método cromatografico

2.2.2.1 Linearidade

A curva analitica obtida para o método por CLAE indicou correlagado linear
adequada entre as concentragcdes de artemeter e as areas dos picos, na faixa de 2,0 a 6,0
mg/ml. A area média obtida para a concentragao de trabalho (4 mg/ml) foi 3249. Os dados

da analise de regresséo linear estdo demonstrados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados da anélise de regressao linear obtidos para o método por CLAE para

guantificacdo de artemeter matéria-prima.

Parametros da regresséao Resultados
Coeficiente de determinacéo (r°) 0,9999
Inclinacédo * desvio padréo 32237 + 26
Intercepto + desvio padrao 6,89 + 2,780
Desvio padrao relativo (%) 0,06
Faixa de concentragao (mg/ml) 2,0-6,0
Numero de pontos 5

O coeficiente de determinagado obtido (r? = 0,9999) indicou que, dentro da faixa de
concentracao avaliada, as concentragdes de artemeter foram diretamente proporcionais
as areas dos picos. O valor de DPR inferior a 2,0% demonstrou a precisdo da curva
analitica. O grafico de residuos versus as concentragcbes de artemeter demonstrou
distribuicao aleatéria, nao apresentando qualquer tendéncia. Portanto, o método

apresentou linearidade adequada.

2.2.2.2 Precisao

A precisao intra-corrida e inter-corridas do método por CLAE foi avaliada por meio
de seis determinagbes a 100% da concentragdo de trabalho (4 mg/ml). Os valores de
DPR obtidos nas andlises da precisao intra-corrida (n=6) e inter-corridas (n=12) foram
0,49% e 0,48%, respectivamente. Assim, a precisdo do método foi demonstrada pela

obtencgao de valores de DPR abaixo de 2,0%.

2.2.2.3 Seletividade

A determinagao da pureza espectral dos picos cromatograficos de artemeter foi
realizada com auxilio do detector de arranjo de diodos. As purezas dos picos referentes
ao artemeter padrdo e matéria-prima foram, respectivamente, 99,95% e 99,99%. Os
elevados valores de pureza de pico obtidos indicam que outros compostos n&o co-eluiram

com o pico de interesse.
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2.2.3 Doseamento de artemeter matéria-prima por CLAE

O método por CLAE foi aplicado para quantificacdo de artemeter em matéria-prima
farmacéutica. Para determinacdo do teor, foram utilizadas as mesmas amostras
empregadas na avaliagdo da preciséo. O teor médio (n=12) obtido para a amostra de
matéria-prima analisada foi 99,26%, estando dentro da especificagdo da Farmacopéia
Internacional 42 edi¢ao (97,0 a 102,0%).

2.3 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para quantificacdo de

lumefantrina em matéria-prima e comprimidos

Durante o desenvolvimento do método cromatografico, metanol promoveu
resultados mais adequados em relacdo a seletividade de Ilumefantrina, quando
comparado a acetonitrila, fornecendo picos mais simétricos. Tendo em vista que
lumefantrina € uma base orgénica, sua interagdo com os grupos silanois residuais da fase
estacionaria deve ser evitada ou minimizada, visando a obtencdo de picos com simetria
adequada. Assim, foi realizada a acidificagao da fase mével com acido trifluoroacético,
para garantir que as moléculas de lumefantrina se encontrassem completamente na sua
forma ionizada, e empregou-se coluna Cqg com aproximadamente 19% de cobertura de
carbono (Symmetry Cqg — Waters). Desta forma, foram obtidos picos de lumefantrina com
fator de cauda proximo a 1 (1,04), em um tempo de corrida razoavel (6 min), conforme
demonstrado na Figura 8.

A utilizagdo de uma coluna com elevada porcentagem de cobertura de carbono
reduz a interagdo entre analitos com carater basico e grupos silandis residuais da fase
estacionaria, de forma a contribuir para obteng¢ao de picos simétricos. Como observado na
avaliagao da robustez do método desenvolvido (item 2.3.1.6), a substituicdo da coluna
Symmetry pela Ace (15,5% de cobertura de carbono) apresentou um efeito negativo na
simetria do pico, com aumento do fator de cauda para 2,34.

Apods avaliagado do espectro de lumefantrina na regido do ultravioleta (200 a 400
nm), 335 nm foi selecionado para detecgédo e realizagdo das analises, devido a maior
seletividade deste comprimento de onda em relagcdo a possiveis interferéncias
provenientes de solventes e da matriz das amostras.

A titulagdo em meio ndo aquoso de lumefantrina demonstrou um ponto de inflexado
bem definido na curva de titulagdo, indicando de forma precisa o ponto final. A

determinacao potenciométrica do ponto final da titulagdo € menos subjetiva e mais
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precisa, comparando-se a utilizacdo de indicadores visuais, de forma que este método de

deteccao foi escolhido para as analises.
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Figura 8 — Cromatograma obtido para solugdo amostra de lumefantrina, a 24 ug/ml, utilizando
coluna Symmetry Ci5 (250 x 4,6 mm, 5 um), a 30 °C e fase mével composta por metanol e acido

trifluoroacético 0,05% (80:20), com fluxo de 1 ml/min e deteccéo a 335 nm.

2.3.1 Validacdo dos métodos cromatogréafico e espectrofotométrico
2.3.1.1 Linearidade

As curvas analiticas obtidas para os métodos cromatografico e espectrofotométrico
indicaram correlacédo linear adequada entre as concentragcdes de lumefantrina e as
respostas dos métodos, na faixa de concentragcdo avaliada. As concentracbes de
lumefantrina e suas respectivas respostas para cada método estdo demonstradas na
Tabela 15.

Os dados da analise de regressao linear estdo demonstrados na Tabela 16. Os
valores de DPR obtidos para ambos os métodos, inferiores a 2,0%, demonstraram a
precisdo das curvas analiticas.

Os valores do coeficiente de determinacéo (r* = 0,9999 para ambos os métodos)
indicam que, dentro da faixa de concentracédo avaliada, as concentracées de lumefantrina
foram diretamente proporcionais as respostas dos métodos. Os graficos de residuos

versus as concentragdes de lumefantrina demonstraram distribuicdo aleatéria, nao
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apresentando qualquer tendéncia. Portanto, ambos os métodos apresentaram linearidade

adequada.

Tabela 15 - Concentracdes das solugdes de lumefantrina e respectivas respostas para obtencdo

das curvas analiticas dos métodos cromatograficos e espectrofotométricos.

Resposta do método
Solucéo Concentracao (ug/ml) _
Area do pico Absorvancia
12,08 416,42 0,353
1 12,19 416,99 0,354
12,23 418,40 0,354
18,11 618,05 0,527
2 18,28 622,31 0,531
18,34 622,60 0,530
24,15 822,91 0,704
3 24,38 836,71 0,710
24,46 838,25 0,712
30,19 1021,80 0,880
4 30,47 1039,20 0,887
30,57 1042,60 0,889
36,23 1235,80 1,053
5 36,56 1250,00 1,069
36,68 1252,80 1,062

Tabela 16 - Resultados da anélise de regresséo linear obtidos para os métodos cromatogréafico e

espectrofotométrico para quantificacdo de lumefantrina.

Parametros da regresséao HPLC uv
Coeficiente de determinacgao (r°) 0,9999 0,9999
Inclinacao * desvio padrao 34,06 £ 0,10 0,0291 + 0,0001
Intercepto + desvio padrao 1,70 £ 2,60 -0,0008 + 0,0019
Desvio padrao relativo (%) 0,40 0,35
Faixa de concentragao (ug/ml) 12 - 36 12 - 36
Numero de pontos 5 5
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2.3.1.2 Precisao

Avaliou-se a precisao intra-corrida e inter-corridas dos trés métodos (CLAE, UV e
titulagdo em meio ndo aquoso) por meio de seis determinagdes a 100% da concentragéo
de trabalho (24 pg/ml), para amostras de Ilumefantrina em matéria-prima e em
comprimidos. Os valores de DPR obtidos para cada método estdo representados na
Tabela 17.

Tabela 17 — valores de DPR obtidos na avaliac&o da precis&o intra-corrida e inter-corridas para 0s

trés métodos avaliados, em amostras de lumefantrina matéria-prima e comprimidos.

Valores de DPR (%)
Amostra Método Precisao intra-corrida Preciséo inter-corridas
(n=6) (n=12)

CLAE 0,32 0,60

Matéria-prima uv 0,34 0,82
Titulagédo 0,20 0,27

CLAE 0,45 0,67

Comprimido uv 0,65 0,73
Titulagédo 0,29 0,63

Os valores de DPR obtidos em todos os métodos para as duas amostras foram
inferiores a 2,0%, indicando que os trés métodos avaliados apresentaram precisao intra-
corrida e inter-corridas satisfatérias. Titulagdo em meio ndo aquoso foi 0 método que
propiciou resultados mais precisos para as amostras analisadas, comparando-se com 0s

métodos instrumentais.

2.3.1.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método do placebo contaminado, em trés niveis de
concentragédo, cada um em triplicata. As porcentagens de recuperagdo de cada método
estdo demonstradas na Tabela 18.

Os valores de porcentagem de recuperagao entre 98% e 102% e desvio padrao
relativo abaixo de 2,0% indicam que ambos os métodos apresentaram exatiddo adequada

para quantificagao de lumefantrina em comprimidos.
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Tabela 18 — Porcentagens de recuperacéo para avaliacio da exatiddo dos métodos cromatogréafico

e epectrofotométrico.

Concentragao tedrica Recuperacéao (%)

(Mg/ml) CLAE uv
99,15 98,42

18 98,96 98,04
99,04 98,99

99,58 99,01

24 99,25 99,25
100,11 98,58

99,14 98,65

30 99,98 08,88
99,55 99,48

Média (%) 99,42 98,81
DPR (%) 0,42 0,44

2.3.1.4 Seletividade

Com auxilio do detector de arranjo de diodos, foi possivel calcular as purezas dos
picos referentes a lumefantrina nos cromatogramas obtidos com solugbes padréo e
amostra. As purezas dos picos referentes a lumefantrina padrdo, matéria-prima e
comprimidos foram, respectivamente, 99,89%, 99,86% e 99,98%. Os elevados valores de
pureza de pico obtidos indicam que outros compostos ndo co-eluiram com o pico de
interesse. No cromatograma da solugdo contendo apenas a mistura dos excipientes do
comprimido, ndo foram visualizados picos interferentes no mesmo tempo de retencédo de
lumefantrina, de forma que o método pode ser considerado seletivo para o farmaco.

Na avaliagdo da seletividade do método espectrofotométrico, ndo foram
identificadas bandas de absor¢do em 335 nm, em espectro obtido com a mistura de
excipientes dos comprimidos em metanol. Assim, o método por UV se mostrou seletivo

em relagao aos excipientes para quantificacdo de lumefantrina em comprimidos.

2.3.1.5 Limites de deteccao e quantificagéo

A determinacédo dos limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) de lumefantrina

por CLAE e UV foi realizada, inicialmente, a partir da equacao que leva em consideragao
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parametros da curva analitica. Para realizagcao dos calculos, foram utilizados o desvio
padrao do intercepto e a inclinagdo das curvas analiticas obtidas na linearidade (Tabela
16).

Em seguida, foram avaliadas as respostas de solugbes de lumefantrina na faixa de
concentracao de 0,01 a 0,40 pg/ml. Para o método cromatografico, a razao sinal/ruido foi
utilizada para determinagao dos limites, considerando-se os valores de 3 e 10 para LD e
LQ, respectivamente. Os cromatogramas obtidos para as solugdes de lumefantrina a 0,02
e 0,05 pg/ml, consideradas LD e LQ, de acordo com a razdo sinal/ruido, estdo

demonstrados na Figura 9. O pico de lumefantrina foi eluido em 4,9 minutos.

DADI B, Sig=335,4 Ref=off (24_07_OTWRTEMETER 2007-07-24 14-57-37\005-0502.)
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0,05 pg/ml - LQ
mAU
03 LMF
02
01
0,
0.1
02, N ———————
0 1 2 3 4 5 min

Figura 9 — Cromatogramas obtidos com solu¢des de lumefantrina a 0,02 pg/ml (LD) e 0,05 pg/ml

(LQ). Tempo de retencao do pico de lumefantrina = 4,9 min.

Na avaliacdo do método espectrofotométrico, foi possivel visualizar a banda de
absorcao a 335 nm no espectro expandido de uma solugao de lumefantrina a 0,10 uyg/ml e
o valor de absorvancia correspondente foi 0,004. Assim, esta concentracdo foi
considerada o limite de detec¢gdo do método. O limite de quantificacdo estabelecido foi
0,30 pg/ml, pois nesta concentragao foram obtidos valores de leitura de absorvancia igual
a 0,010, com precisdo adequada (DPR < 2,0%).
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Os valores dos limites de detecgao e quantificagao obtidos pela equacao da reta e

pela avaliagcdo das respostas de solugdes diluidas estdo demonstrados na Tabela 19,

para os metodos cromatografico e espectrofotomeétrico.

Tabela 19 - Limites de detec¢do e quantificacio de lumefantrina determinados pela equacéo da

reta e pela avaliagdo da resposta de solucdes diluidas, por CLAE e UV.

Limite de deteccéo (ug/ml) Limite de quantificacao (ug/ml)
Método _ Avaliacdo da _ Avaliacéo da
Curva analitica Curva analitica
resposta reposta
CLAE 0,23 0,02 0,76 0,05
uv 0,20 0,10 0,66 0,30

Comparando-se os valores da Tabela 19, observa-se que os limites de deteccdo e
quantificacdo calculados pelos parametros da curva analitica sao significativamente
maiores do que aqueles determinados pela avaliagao das respostas obtidas com solugdes
diluidas. A equagdo para o calculo de LD e LQ é util para estimar os valores de
concentragdo mais provaveis, porém, a leitura ou injecdo de solugbes diluidas no
equipamento permite avaliar de forma mais confiavel e precisa as menores concentragées
do analito que podem ser detectadas e quantificadas.

CLAE demonstrou ser um método consideravelmente mais sensivel, permitindo a
quantificacdo de lumefantrina em concentracdes cerca de cinco vezes menores do que
espectrofotometria no UV. E interessante observar que a concentracdo de trabalho de
ambos os métodos € a mesma (24 ug/ml de lumefantrina). Entretanto, o método por CLAE
€ capaz de detectar e quantificar concentragbes consideravelmente menores de

lumefantrina, quando comparado a espectrofotometria no UV.

2.3.1.6 Robustez

A robustez do método cromatografico para quantificagdo de lumefantrina foi
avaliada por meio de teste de Youden. A influéncia de sete parametros analiticos em
relacdo a area, tempo de retengao, fator de cauda, numero de pratos tedricos e teor de
lumefantrina foi avaliada em oito experimentos. A Tabela 20 demonstra as oito
combinagdes avaliadas, conforme a matriz proposta pelo teste de Youden (Tabela 7). Os
ensaios foram realizados simultaneamente nos dois equipamentos, Agilent 1200 e
HP1100. A coluna Symmetry foi inicialmente testada no cromatégrafo Agilent 1200,

enquanto as analises eram realizadas com a coluna Ace no HP1100. Em seguida, as
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colunas cromatograficas foram trocadas nos equipamentos para prosseguimento dos

ensaios.

Tabela 20 — Combinag&o dos parametros analiticos segundo o teste de Youden para avaliacéo da

robustez do método cromatografico.

Combinacdes avaliadas

1 Proporgao da fase movel: 80:20 6 Proporgao da fase moével: 77:23

pH da fase moével: 2,8
Temperatura da coluna: 30 °C
Fluxo da fase mével: 1,0 mli/min
Marca da coluna: Symmetry

Marca do metanol: Tedia

pH da fase mével: 2,8
Temperatura da coluna: 35 °C
Fluxo da fase mével: 1,2 ml/min
Marca da coluna: Symmetry

Marca do metanol: J.T. Baker

Agilent

1300 Proporcao da fase moével: 80:20 7 Proporgao da fase mével: 77:23
pH da fase movel: 3,1 pH da fase movel: 3,1
Temperatura da coluna: 35 °C Temperatura da coluna: 30 °C
Fluxo da fase moével: 1,2 ml/min Fluxo da fase moével: 1,0 ml/min
Marca da coluna: Ace Marca da coluna: Ace
Marca do metanol: Tedia Marca do metanol: J.T. Baker
Proporgao da fase moével: 80:20 5 Proporgao da fase movel: 77:23
pH da fase movel: 2,8 pH da fase movel: 2,8
Temperatura da coluna: 35 °C Temperatura da coluna: 30 °C
Fluxo da fase moével: 1,0 ml/min Fluxo da fase moével: 1,2 ml/min
Marca da coluna: Ace Marca da coluna: Ace
Marca do metanol: J.T. Baker Marca do metanol: Tedia

HP1100

Proporgao da fase mével: 80:20
pH da fase mével: 3,1
Temperatura da coluna: 30 °C
Fluxo da fase mével: 1,2 ml/min
Marca da coluna: Symmetry

Marca do metanol: J.T. Baker

8 Proporcao da fase mével: 77:23

pH da fase mével: 3,1
Temperatura da coluna: 35 °C
Fluxo da fase mével: 1,0 ml/min
Marca da coluna: Symmetry

Marca do metanol: Tedia

Os resultados obtidos nos oito ensaios, para a solugdo amostra (Am) e solugao
padrao (Pa) de lumefantrina estdo demonstrados na Tabela 21. Os valores apresentados

na tabela representam a média de trés inje¢des de cada solugéo.
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Tabela 21 - Resultados obtidos nos oito ensaios realizados para avaliacdo da robustez, para

solugdes amostra e padrdo de lumefantrina.

. Area Tempo de retencdo | Fator de cauda N
Condicéo Teor (%)
Am Pa Am Pa Am Pa Am Pa
1 858 839 4,91 4,40 1,06 0,94 | 4730 | 4433 99,63
2 876 855 6,71 6,67 1,95 1,92 | 5254 | 5276 99,80
3 727 709 3,89 3,89 1,04 1,04 | 3924 | 3927 99,85
4 719 703 5,63 5,61 2,57 2,56 | 3433 | 3418 99,63
5 726 711 10,26 10,25 1,92 1,90 | 5350 | 5456 99,48
6 710 694 5,66 5,60 1,09 1,09 | 4509 | 4403 99,64
7 857 838 12,27 11,75 2,54 3,00 | 5056 | 3598 99,60
8 870 852 4,55 4,40 1,05 1,02 | 5020 | 4467 99,51
Para avaliar o efeito de cada pardmetro, a média dos quatro valores

correspondentes as variagdes foi subtraida da média dos quatro valores obtidos nas

condi¢cdes nominais, conforme equagao demonstrada no item 1.2.3.3.6. Os resultados das

equacoes aplicadas aos sete parametros avaliados estdo representados na Tabela 22.

Tabela 22 — Efeito dos parametros analiticos no teor, tempo de retencéo, fator de cauda e nimero

de pratos tedricos do método cromatogréfico para quantificacao de lumefantrina.

Efeito Teor (%)* tr (min)* Fator de N*
cauda*

Proporgcédo de metanol na fase movel | 99,73 — 99,56 5,14 - 8,00 1,62-1,75 4263 — 4481
(A=80%;a=77%) =0,17 =-2,86 =-0,14 =-218
pH aparente da fase movel 99,64 — 99,65 6,73 — 6,41 1,46 — 1,90 4892 — 3853
(B=2,8;b=31) =-0,01 =0,32 =-0,44 = 1039
Temperatura da coluna 99,64 — 99,65 7,57 — 5,57 1,72 -1,65 4353 — 4391
(C=30°C; c=35°C) =-0,01 =2,00 =0,07 =-38
Fluxo da fase moével 99,64 — 99,65 6,81 -6,34 1,72 -1,65 4443 — 4301
(D = 1,0 ml/min; d = 1,2 ml/min) =-0,01 =0,47 =0,07 =142
Marca da coluna 99,66 — 99,63 | 4,57 -8,57 1,02 - 2,34 4308 — 4437
(E = Symmetry, e = Ace) =0,03 =-4,00 =-1,32 =-129
Marca do metanol 99,56 -99,72 | 6,17 -6,98 1,61-1,76 4443 — 4301
(F = Tedia; f = J.T.Baker) =-0,16 =-0,81 =-0,16 =142
Modelo do cromatografo 99,63 — 99,66 6,84 — 6,30 1,90 — 1,47 3963 — 4782
(G = Agilent 1200; g = HP1100) =-0,03 =0,54 =0,43 =-819

* Média dos valores obtidos em condigbes nominais — média dos valores obtidos nas condi¢des variadas.
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De acordo com os valores apresentados na Tabela 22, observa-se que o método
cromatografico se mostrou altamente robusto em relagéo ao teor de lumefantrina, quando
variagcdes em sete parametros analiticos foram induzidas no método. A maior variagdo no
teor de lumefantrina foi 0,17%, quando a proporcao de metanol na fase mével foi alterada,
valor consideravelmente baixo e nao significativo em analises rotineiras.

O tempo de retengéo do pico de lumefantrina sofreu influéncia mais pronunciada de
trés parametros analiticos. A reducdo da propor¢cao de metanol diminuiu a forgca eluente
da fase moével e levou ao aumento do tempo de retengdao do pico de lumefantrina. A
alteragdao da marca da coluna promoveu o mesmo efeito. Apesar de ambas as colunas
apresentarem a mesma fase estacionaria (silica quimicamente ligada a grupos
octadecilsilano) e o mesmo comprimento (250 mm), alteracdées na marca ou mesmo no
lote das colunas podem levar a pronunciada alteracdo da seletividade da fase
estacionaria em relagdo ao analito. Além disso, a alteragao da marca da coluna promoveu
também consideravel aumento do fator de cauda, decorrente da menor porcentagem de
cobertura de carbono da coluna Ace (15,5%), comparada com a coluna Symmetry (19%)
e do alargamento de banda que se observa com o aumento do tempo de retencgao.

O aumento da temperatura da coluna de 30 °C para 35 °C causou uma reducédo de
2 minutos no tempo de retencdo do pico de lumefantrina. Neste caso, cuidado especial
deve ser tomado, pois a combinagdo de temperaturas elevadas com valores de pH
préximos aos limites de trabalho da coluna, como 2,8, pode reduzir seu tempo de vida util
devido a hidrélise da silica na fase estacionaria (SNYDER et al., 1997).

O pH aparente da fase movel apresentou efeito consideravel no aumento do fator
de cauda do pico de lumefantrina. A utilizacdo da fase movel com pH aparente de 2,8
garante a total ionizagdo da lumefantrina, que € uma base fraca. O aumento do pH pode
prejudicar a ionizagdo do farmaco e, com isso, ele passa a se apresentar parcialmente
nao ionizado, levando a formacdo de cauda no pico. A alteragdo no modelo do
cromatoégrafo foi outro parametro que demonstrou influéncia sobre o fator de cauda. Este
fato pode ser decorrente da presenga de volume morto nas jungdes entre os moédulos
presentes nos equipamentos.

O numero de pratos tedricos € um parametro que leva em consideragao tanto o
tempo de retengcdo quanto o alargamento das bandas do analito. Quanto maior o tempo
de retengdo e menor o alargamento das bandas, maior sera a eficiéncia da coluna. Assim,
foi possivel observar uma correlagao direta entre o numero de pratos tedricos e tempo de

retencao e fator de cauda nos resultados da Tabela 22. O pH aparente da fase movel, por
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exemplo, que levou ao aumento do fator de cauda de lumefantrina, causou também
reducao significativa do numero de pratos tedricos, indicando diminui¢ao da eficiéncia da
coluna. A alteragdo do modelo do cromatdgrafo apresentou o efeito contrario, redugéo do
fator de cauda e consequente aumento do numero de pratos tedricos. A variacdo da
marca da coluna ndo promoveu alteragado significativa no numero de pratos tedricos,
provavelmente porque o aumento do fator de cauda foi compensado pelo aumento
significativo do tempo de retencgéo.

Alguns parémetros como fluxo da fase mével e marca do metanol apresentaram

pouca influéncia nos fatores avaliados para o método cromatografico.

2.3.2 Quantificacao de lumefantrina em matéria-prima e comprimidos

Os métodos por CLAE, UV e titulagdo em meio ndo aquoso foram aplicados para
quantificacdo de lumefantrina em matéria-prima e comprimidos. Os teores obtidos por
cada método, para cada amostra, estdo demonstrados na Tabela 23. A Figura 10

apresenta, de forma esquematica, os resultados obtidos.

Tabela 23 — Teores de lumefantrina determinados por CLAE, UV e titulagdo em meio n&o aquoso,

em amostras de matéria-prima e comprimidos.

_ Matéria-prima Comprimidos
Replicatas
CLAE uv Titulacéo CLAE uv Titulacéo
1 100,59 99,82 100,02 97,61 97,66 101,38
2 98,85 99,68 100,18 97,75 97,69 101,56
3 99,71 99,77 100,02 97,12 97,37 101,96
4 99,97 100,09 100,06 99,21 98,82 102,39
5 99,99 99,48 99,99 98,97 98,87 102,40
6 99,90 99,10 99,59 97,44 98,01 101,58
7 99,14 99,16 100,01 98,08 97,16 101,55
8 99,82 99,27 99,94 97,12 97,04 100,60
9 98,80 98,29 99,58 97,73 97,63 101,12
10 99,08 97,67 99,53 98,46 98,78 100,44
" 98,80 97,71 99,51 97,93 99,09 101,18
12 99,01 98,59 99,44 97,85 98,24 100,69
Média (%) 99,47 99,05 99,82 97,94 98,03 101,41
DPR (%) 0,60 0,82 0,27 0,67 0,73 0,63
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Figura 10 - Teores de lumefantrina determinados por CLAE, UV e titulagdo em meio n&o aquoso,

em amostras de matéria-prima e comprimidos.

Para comparacao das médias obtidas pelos trés métodos, inicialmente foi aplicada
andlise de variancia (ANOVA), com nivel de confiangca de 0,05. O F critico utilizado,
considerando-se 33 graus de liberdade, foi 3,285 para a amostra de matéria-prima e de
comprimidos. Na comparagao dos teores da matéria-prima, o F obtido foi igual a 4,903 e,
para os comprimidos, 103,604. Como F calculado foi superior ao F critico em ambas as
amostras, houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias obtidas por
CLAE, UV e titulagcdo para analise de lumefantrina na matéria-prima e nos comprimidos.

Em seguida, foi aplicado teste de Tukey, também com nivel de confianga de 0,05,
com objetivo de identificar as médias diferentes dentro de cada grupo. Para a analise da
matéria-prima, o teste de Tukey indicou que as médias obtidas por CLAE e UV, assim
como aquelas obtidas por CLAE e titulagdo, foram estatisticamente equivalentes (p >
0,05). Entretanto, houve uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias
obtidas por UV e titulacéo (p < 0,05), de forma que os dois métodos nao sao equivalentes.
Na analise dos comprimidos, o teste de Tukey indicou que houve equivaléncia estatistica
entre as meédias obtidas por CLAE e UV (p > 0,05), e que os resultados obtidos por
titulagao foram estatisticamente diferentes daqueles obtidos pelos outros dois métodos (p
<0,05).

Teores consideravelmente mais elevados foram encontrados quando titulagdo em

meio ndo aquoso foi utilizada para analise dos comprimidos. A presenga de excipientes
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com caracteristicas basicas, que podem reagir com o acido perclérico, como o estearato
de magnésio, pode interferir no processo de titulacdo, levando a obtencédo de teores
maiores do que os reais. Assim, titulagcdo em meio ndo aquoso nao pode ser considerada
um método adequado para quantificacdo de lumefantrina em comprimidos, uma vez que
nao apresentou seletividade adequada em relagao aos excipientes da formulagao.

Em relagdo a analise da matéria-prima, os trés métodos avaliados se mostraram
adequados para quantificacdo de lumefantrina. Apesar da analise estatistica ter revelado
diferencga significativa entre os resultados obtidos por UV e titulagdo, a diferenca de teor
entre os métodos foi inferior a 1% e todos apresentaram precisdo satisfatoria.
Interferéncias em potencial ndo foram identificadas em nenhum método avaliado para
matéria-prima, apesar de espectrofotometria no UV e titulagdo em meio ndo aquoso
poderem quantificar produtos de degradacédo e impurezas de sintese que apresentam
estrutura quimica semelhante a lumefantrina.

Dentre os métodos avaliados, CLAE apresentou maior sensibilidade e seletividade,
podendo provavelmente ser aplicada para quantificacdo de lumefantrina em meios
bioldgicos e para analise de tragos. Outros fatores importantes que devem ser levados em
consideracao sao o custo e o tempo de analise. Os métodos espectrofotométrico e
volumétrico sdo consideravelmente mais rapidos e mais econémicos, comparando-se a
cromatografia. Além disso, ndo é necessario treinamento prolongado dos operadores para
execucdo dos mesmos. Tendo em vista a necessidade da avaliagcdo da qualidade de
medicamentos antimalaricos utilizados atualmente e que nem sempre os laboratérios
presentes nas areas endémicas de malaria dispdem de recursos financeiros com
facilidade, o desenvolvimento e a disponibilizagdo de métodos rapidos, simples e viaveis
sdo imprescindiveis para auxiliar a garantir a qualidade e a eficacia do tratamento com

antimalaricos.

2.4 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE com deteccdo UV
para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina em comprimidos de

dose fixa combinada

Artemeter apresenta absorgédo na regido do ultravioleta apenas nos comprimentos
de onda iniciais do espectro (Figura 3), devido a auséncia de ligagdes duplas e
cromoforos estendidos em sua estrutura. Além disso, a absortividade de artemeter é

consideravelmente baixa nessa regido, de forma que métodos com detecgcdo no
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ultravioleta apresentam baixa sensibilidade para quantificagao do farmaco. Por outro lado,
lumefantrina apresenta absortividade bastante elevada na regido do ultravioleta, o que
dificultou de forma consideravel a determinacdo de uma tomada de amostra adequada
dos comprimidos, em que artemeter apresentasse pico com intensidade razoavel, sem
ocorrer saturacao da coluna e do detector pela lumefantrina. Assim, foi desenvolvido um
método por CLAE, com detecgao na regiao do ultravioleta (210 nm), por meio da adigao
de padrao de artemeter nas amostras.

O método de adicdo de padrao € frequentemente utilizado em analises de tracos,
em que quantidades determinadas de padréo sao adicionadas a amostra, que ja contém
uma concentracao desconhecida do analito. Um aspecto importante neste método € que a
resposta do analito antes da adicdo do padrao deve ser elevada o suficiente para fornecer
uma razao sinal/ruido adequada (> 10), caso contrario o resultado apresenta baixa
precisdo (SNYDER et al., 1997).

Inicialmente, tentou-se a quantificagdo simultdnea dos farmacos sem adigao de
padrao de artemeter. Entretanto, para a obtencéo de picos de artemeter com intensidade
adequada e areas com precisdo satisfatoria, a concentragdo da solugéo injetada no
cromatégrafo deve ser, no minimo, 200 a 300 pg/ml. Considerando-se que a dosagem de
lumefantrina nos comprimidos é seis vezes superior a de artemeter (20 mg de artemeter +
120 mg de lumefantrina), a analise de uma solugdo contendo 200 pg/ml de artemeter
implica na inje¢cao de solugdo de lumefantrina a 1200 yg/ml. No método cromatografico
desenvolvido para quantificagdo de lumefantrina em matéria-prima, a concentracdo de
trabalho utilizada foi 24 ug/ml, de forma que a inje¢do de uma solugdo 50 vezes mais
concentrada levou a obtengao de picos deformados, devido a saturagdo da coluna e/ou
do detector. Uma alternativa avaliada foi a detecgdo de artemeter em 210 nm e a
detecgao de lumefantrina em comprimentos de onda nos quais este farmaco apresenta
menor absortividade, como 380 nm. Entretanto, apesar da area do pico apresentar menor
valor, sua simetria permaneceu inadequada, ndao sendo viavel para analises quantitativas.

Por meio do método de adigdo de padrao, foi possivel trabalhar com solugdes
contendo 300 pg/ml de lumefantrina e 400 pg/ml de artemeter (50 ug/ml provenientes do
comprimido e 350 ug/ml provenientes do padrao adicionado). Nesta concentragao, o pico
de lumefantrina é bastante intenso, mas apresenta simetria adequada (fator de cauda =
1,81). Nos experimentos realizados, foi feita padronizagdo de uma matéria-prima de
artemeter para utilizacdo como padréao de trabalho. Este procedimento reduz o custo da
analise, tornando viavel sua execu¢dao mesmo em laboratérios com poucos recursos

financeiros.
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2.4.1 Desenvolvimento do método cromatogréfico

Para otimizacdo do meétodo cromatografico para quantificagdo simultanea de
artemeter e lumefantrina, foram avaliadas duas fases estacionarias (C1s e ciano) e
diferentes proporgcdes dos solventes da fase mével.

Os parametros cromatograficos foram inicialmente avaliados usando uma coluna
Symmetry Cqg (250 x 4,6 mm; 5 ym) e fase mdvel composta por acetonitrila e acido
trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20). Nessas condi¢des, os fatores de retengdo obtidos
para artemeter e lumefantrina foram 5,05 e 0,61, respectivamente. Apesar de uma
resolugdo adequada entre os picos ter sido obtida, essa condi¢do implica em um longo
tempo de corrida, uma vez que o pico de artemeter foi eluido apenas apdés 9 minutos.
Além disso, o pico de artemeter sofre alargamento de banda consideravel e o pico de
lumefantrina é eluido muito proximo ao tempo morto.

Assim, a coluna Symmetry Cig foi substituida pela Zorbax SB-Ciano, que
apresentou melhores resultados para analise dos farmacos. Empregando-se a coluna
ciano, diferentes proporgdes dos solventes da fase mével foram avaliadas, com o objetivo
de obter fatores de retencao satisfatorios e resolucdo adequada entre os picos de
artemeter e lumefantrina. Os resultados obtidos desta avaliacdo estdo demonstrados na
Tabela 24.

Tabela 24 — Parametros cromatograficos para artemeter e lumefantrina em diferentes composicées

de fase mével, usando coluna Zorbax SB-Ciano.

Composicao da fase movel Fator de retencdo | Fator de retencéo
_ ) _ Resolucéo (R)
ACN: 4c. trifluoroacético 0,05% de artemeter (k) de lumefantrina (k)
80 : 20 0,32 0,28 0,00
75:25 0,38 0,36 0,00
70:30 0,48 0,56 0,00
65:35 0,63 0,91 0,54
60 : 40 0,86 1,53 2,38
55:45 1,14 2,19 3,23

A fase movel composta por acetonitrila e acido trifluoroacético, na proporcao 60:40,
promoveu adequada separacao dos picos de artemeter e lumefantrina (R = 2,38), em um
tempo de corrida curto (5 minutos), conforme demonstrado no cromatograma da Figura
11A. Apesar do fator de retencdao do pico de artemeter ser inferior a 1, foi obtida

separagao adequada do pico de cloroférmio (utilizado no preparo das amostras) e o
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tempo de retencéo de artemeter (2,91 min) foi praticamente o dobro do tempo morto (1,56
min). Com a utilizagcdo de fase mével composta por acetonitrila e acido trifluoroacético
(55:45), os fatores de retencédo dos farmacos foram maiores, entretanto, o fator de cauda
de lumefantrina aumentou para 2,0, ja indicando assimetria consideravel do pico. Assim, a
proporcao 60:40 de acetonitrila e acido trifluoroacético na fase movel foi adotada para as

analises subsequentes.
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Figura 11 — Cromatograma obtido por CLAE para (A) solugdo contendo 400 pg/ml de artemeter e
300 pg/ml de lumefantrina e (B) mistura dos excipientes dos comprimidos, em coluna Zorbax SB-
Ciano e fase mével composta por acetonitrila e acido trifluoroacético 0,05% (60:40). Identificacdo dos

picos: (1) cloroférmio, (2) artemeter e (3) lumefantrina.



Resultados e discussao -71-

2.4.2 Validacéao

2.4.2.1 Linearidade

As curvas analiticas obtidas indicaram correlagdo linear adequada entre as
concentragbes dos farmacos e as areas dos picos, nas faixas de 200 a 600 ug/ml de
artemeter e 150 a 450 ug/ml de lumefantrina. A Tabela 25 apresenta as concentragdes de

artemeter e lumefantrina e suas respectivas areas para construcido da curva analitica.

Tabela 25 — Concentracdes das solugdes de artemeter e lumefantrina e respectivas areas para

obtencdo das curvas analiticas do método por CLAE.

Solucéio Artemeter ’ Lumefantrina ’
Conc. (ug/ml) Area Conc. (ug/ml) Area
198,90 167,93 150,48 8696,35
1 201,52 169,26 149,44 8596,00
200,27 169,82 150,66 8647,00
298,35 251,06 225,72 13017,50
2 302,28 252,97 22417 12922,50
300,40 254,01 225,99 13295,50
397,80 333,74 300,96 17303,00
3 403,04 336,26 298,89 17151,50
400,54 342,93 301,31 17359,50
497,25 410,38 376,20 21557,50
4 503,80 419,64 373,61 21334,50
500,67 419,82 376,64 21671,50
596,70 495,22 451,43 25819,50
S 604,56 502,37 448,33 25696,50
600,81 500,24 451,97 25736,50

Além disso, a linearidade para artemeter também foi avaliada segundo o
procedimento de adigcdo de padrao adotado para a analise dos comprimidos. Da mesma
forma, foi encontrada correlacéo linear adequada entre as concentracdes de artemeter e
as areas dos picos, na faixa de 375 a 425 ug/ml.

Os dados das analises de regressao linear estdo demonstrados na Tabela 26.
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Tabela 26 - Resultados da analise de regresséo linear obtidos para a quantificacdo de artemeter e

lumefantrina por CLAE.

Parametros da regresséao Artemeter Lumefantrina Artemeter —metodo
de adi¢&o de padréo

Coeficiente de determinagao (r2) 0,9995 0,9998 0,9984
Inclinacdo * desvio padrao 0,82 + 0,01 56,80 £ 0,24 1,08 + 0,01
Intercepto + desvio padréo 524+213 192,65 + 76,25 -100,61 + 4,74
Desvio padrao relativo (%) 0,82 0,57 0,25
Faixa de concentragao (ug/ml) 200 - 600 150 - 450 375-425
Numero de pontos 5 5 5

Os valores do coeficiente de determinagdo (r? > 0,99 em todas as curvas) indicam
que, dentro das faixas de concentragdo avaliadas, as concentragdes de artemeter e
lumefantrina foram diretamente proporcionais as areas dos picos. Os graficos de residuos
versus as concentracbes de artemeter ou lumefantrina demonstraram distribuicdo
aleatéria, ndo apresentando qualquer tendéncia. Portanto, o método apresentou
linearidade adequada para ambos os farmacos.
2.4.2.2 Precisdo

Avaliou-se a precisao intra-corrida e inter-corridas do método por CLAE por meio
de seis determinagbes a 100% da concentragédo de trabalho (400 ug/ml de artemeter e
300 pg/ml de lumefantrina), em solugdes amostra contendo artemeter e lumefantrina. Os

valores de teor e DPR obtidos para cada farmaco estao representados na Tabela 27.

Tabela 27 — Valores de teor e DPR obtidos para artemeter e lumefantrina na avaliagdo da preciséo

intra-corrida e inter-corridas do método por CLAE.

; . Precisao intra-corrida | Precisdo inter-corridas
Farmaco Parametro
(n =6) (n=12)
Teor médio (%) 101,69 101,93
Artemeter
DPR (%) 1,08 1,18
_ Teor médio (%) 99,02 99,43
Lumefantrina
DPR (%) 0,64 0,74

Os valores de DPR obtidos para ambos os farmacos foram inferiores a 2,0%,

indicando que o método por CLAE apresentou precisao intra-corrida e inter-corridas

satisfatorias.
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2.4.2.3 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método do placebo contaminado, em trés niveis de
concentracdo, cada um em triplicata. As quantidades de padrdao adicionadas e
recuperadas, assim como as porcentagens de recuperacdo para cada farmaco estado

demonstradas na Tabela 28.

Tabela 28 - Quantidades de padréo adicionadas, recuperadas e porcentagens de recuperacéo de

cada farmaco para avaliagdo da exatidao do método por CLAE.

ARTEMETER LUMEFANTRINA
. Padréo Padréo Padréo Padréo
Nivel o Recuperacéo o Recuperacéao
adicionado | recuperado adicionado | recuperado
(%) (%)
(mg) (mg) (mg) (mg)
74,87 74,88 100,01 56,14 56,89 101,33
1 74,93 75,89 101,28 56,11 56,97 101,52
74,81 75,38 100,76 56,46 57,58 101,98
100,40 102,08 101,68 74,74 75,94 101,60
2 99,62 100,99 101,38 74,94 75,96 101,36
99,93 101,20 101,27 74,75 76,05 101,74
125,09 126,42 101,06 94,27 95,44 101,24
3 124,61 125,42 100,65 94,02 95,50 101,58
124,61 126,58 101,57 93,94 95,72 101,89
Méedia (%) 101,07 Media (%) 101,58
DPR (%) 0,52 DPR (%) 0,25

Os valores de porcentagem de recuperagao entre 98% e 102% e desvio padrao
relativo abaixo de 2,0% indicam que o método por CLAE apresentou exatiddo adequada

para quantificacao de artemeter e lumefantrina em comprimidos.

2.4.2.4 Seletividade

As purezas espectrais dos picos de artemeter e lumefantrina no cromatograma
obtido com a solugéo padrao, por meio do detector de arranjo de diodos, foram 99,88% e
99,98%, respectivamente. Na solugdo amostra, os valores de pureza forma 99,28% e

99,89%, para artemeter e lumefantrina, respectivamente. De acordo com os valores
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obtidos, substancias interferentes ndo eluiram no mesmo tempo de retencao dos picos de
artemeter e lumefantrina e, assim, o método se mostrou seletivo para quantificacdo de
ambos os farmacos em comprimidos.

No cromatograma da solugdo contendo apenas a mistura dos excipientes do
comprimido (Figura 11B), foi obtido apenas um pico referente ao cloroférmio, no inicio do
cromatograma. Nao foram visualizados picos interferentes no mesmo tempo de retencao

de artemeter e lumefantrina.

2.4.25 Robustez

Os resultados das analises de seis solugbes amostra contendo artemeter e
lumefantrina, nas condicbes nominais e variando-se a propor¢cao de acetonitrila na fase
movel, pH aparente, fluxo da fase movel e temperatura da coluna, estdo demonstrados na
Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados das analises obtidas em condi¢cdes nominais e com variagdes nos

parametros analiticos para avaliagcao da robustez do método por CLAE para quantificacdo de
artemeter e lumefantrina.

ARTEMETER LUMEFANTRINA
Parametro | Valor Teor . Teor . Resolucao
tr (min) | Fator T tr (min) | Fator T
(%) (%)
Proporcao 58 102,09 3,13 1,12 99,17 4,29 2,00 3,95
de ACN 60 101,69 2,95 1,06 99,02 3,73 1,86 3,14
(%) 62 101,47 2,77 1,11 99,08 3,22 1,73 2,19
H 2,15 | 101,60 2,95 0,94 100,30 3,70 1,87 3,08
P 2,35 | 102,17 2,95 1,06 99,85 3,73 1,86 3,14
aparente
2,55 | 101,31 2,95 1,02 100,58 3,75 1,87 3,20
Fi 0,8 101,20 3,68 1,03 99,53 4,62 1,96 3,01
uxo
. 1,0 101,69 2,95 1,06 99,02 3,73 1,86 3,14
(ml/min)
1,2 101,82 2,45 0,96 99,44 3,06 1,77 3,00
Temp. da 25 101,92 3,09 1,10 99,06 3,78 1,95 3,15
coluna 30 101,49 2,95 1,06 99,01 3,73 1,89 3,12
(°C) 35 102,26 2,93 1,12 98,64 3,24 1,90 2,99

Para cada parametro, os valores de teor obtidos para os farmacos foram

estatisticamente comparados por meio de analise de varidncia (ANOVA). Em todas as
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analises, os valores de F calculados foram inferiores aos valores de F critico, com nivel de
confianga de 95% (a = 0,05), indicando que nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os teores de artemeter e lumefantrina quando se induziu pequena
variagdo na proporcao de acetonitrila na fase mével, no pH aparente da fase mével, no
fluxo e na temperatura da coluna. Desta forma, o método por CLAE pode ser considerado
robusto para quantificacao de artemeter e lumefantrina em comprimidos.

De acordo com os resultados, observa-se que a diminuicdo da proporgao de
acetonitrila na fase mével promoveu aumento no tempo de retencdo dos farmacos e
consequentemente, aumento na resolucdo entre os picos. Entretanto, essa alteracao
apresentou efeito negativo sobre o fator de cauda de lumefantrina, que aumentou para
2,00. A alteracao do fluxo da fase mével promoveu alteragdes no tempo de retengcédo dos
dois farmacos e no fator de cauda de lumefantrina, mas nao foi observado efeito em
relagéo a resolugao entre os picos no cromatograma. O tempo de retengcédo dos farmacos
variou ligeiramente com a alteragdo da temperatura da coluna, enquanto o pH aparente
da fase movel ndo demonstrou efeito significativo em nenhum dos parédmetros analiticos

avaliados.

2.4.2.6 Limites de deteccéao e quantificacao

Foram preparadas oito solu¢des diluidas contendo artemeter e lumefantrina, nas
mesmas propor¢des da concentracdo de trabalho. Os limites de deteccao e quantificacéo
foram determinados por meio da equagao que leva em consideracdo parametros da curva
analitica e pela razao sinal/ruido obtida em cromatogramas de solugdes diluidas. Além
disso, para definir o limite de quantificacdo, avaliou-se o desvio padrio relativo das areas
obtidas em replicatas de injecbes das solugdes diluidas, considerando-se satisfatérios

valores inferiores a 2,0%. Os valores obtidos estao representados na Tabela 30.

Tabela 30 - Limites de deteccgéo e quantificacdo de artemeter e lumefantrina determinados pela

curva analitica e pela razéo sinal/ruido.

i Limite de detecg¢&o (png/ml) Limite de quantificagcao (ug/ml)
Farmaco

Curva analitica | Razdo sinal/ruido Curva analitica | Razdao sinal/ruido

Artemeter 8,54 5,00 25,88 15,00
Lumefantrina 443 0,10 13,42 0,50
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Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados pela razdo sinal/ruido foram
consideravelmente menores do que aqueles calculados pela equagao e se aproximam
mais dos valores reais, uma vez que foram obtidos pela avaliacdo da resposta de
solugdes diluidas dos farmacos.

Os limites de deteccdo e quantificacdo de artemeter foram significativamente
maiores do que aqueles obtidos para lumefantrina, devido a sua baixa absortividade na
regido do ultravioleta. Entretanto, como o objetivo do método € a quantificagado simultanea
dos dois farmacos, deve-se manter a propor¢cao da concentragdo de trabalho para
definicdo dos limites de detecgcdao e quantificacdo e posteriores analises. Assim,
considerando-se que artemeter € o farmaco limitante em relagdo a sensibilidade do
método, os limites de deteccdo foram 5,00 uyg/ml de artemeter e 3,75 upg/ml de
lumefantrina, e os limites de quantificacdo, 15 ug/ml de artemeter e 11,25 pg/ml de

lumefantrina.

2.4.3 Quantificacdo de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa

combinada

Amostras de comprimidos de dose fixa combinada (Coartem® e Co-artesiane®)
contendo 20 mg de artemeter e 120 mg de lumefantrina foram analisados, em
sextuplicata, pelo método por CLAE desenvolvido e validado. Os resultados obtidos estao

demonstrados na Tabela 31.

Tabela 31 — Teores de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa combinada,

determinados por CLAE (n = 6).

Teor (%) + desvio padréo
Amostra Lote
Artemeter Lumefantrina
04137 101,69 + 1,09 99,02 £ 0,63
Coartem® FO168 103,35+ 1,25 97,92 £0,24
FO311 98,61 + 0,59 98,89 + 0,53
Co-artesiane® 5002 101,71 + 1,00 100,48 + 0,23

Todos os lotes analisados apresentaram teores de artemeter e lumefantrina
proximos a quantidade declarada e dentro da faixa de 95% a 105% do valor rotulado. O

teor de artemeter nos comprimidos variou de 98,61% a 103,35%, enquanto para
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lumefantrina obteve-se variagdo de 97,92% a 100,48%. Desta forma, todos os
comprimidos apresentaram qualidade adequada em relagdo aos teores de artemeter e
lumefantrina.

A quantificagdo simultanea dos farmacos em associagdo, como em comprimidos de
dose fixa combinada, apresenta vantagens como menor tempo de analise, menor gasto
de solventes e de amostras. Entretanto, quando esses farmacos apresentam
caracteristicas estruturais e comportamentos quimicos distintos, a otimizacdo dos
processos de separacao e detecgao se torna um desafio.

O desenvolvimento de métodos analiticos simples e confiaveis é essencial para
identificacdo e determinacdo quantitativa dos farmacos, uma vez que o problema de
medicamentos antimalaricos falsificados ou de qualidade inadequada é bem estabelecido
em varios paises, principalmente na Africa e sudeste da Asia (GREEN et al., 2001;
ATEMNKENG et al., 2007). A utilizacdo de medicamentos com baixos teores pode
contribuir para o desenvolvimento de resisténcia do plasmddio, devido a exposi¢cao a
doses sub-terapéuticas do farmaco. Além disso, apesar da associacdo de artemeter e
lumefantrina apresentar perfil adequado de seguranca e tolerabilidade em humanos
(BAKSHI et al., 2000), doses elevadas levaram a neurotoxicidade (NONTPRASERT et al.,
2002) e hepatotoxicidade (ADARAMOYE et al., 2008) em animais, de forma que
medicamentos com teores muito elevados dos farmacos podem nao apresentar
seguranca terapéutica adequada.

Assim, é de extrema importancia avaliar e controlar a qualidade dos medicamentos
antimalaricos comercializados e distribuidos atualmente, por meio de métodos rapidos e
simples, que podem ser executados em qualquer laboratério, incluindo aqueles que nao
dispéem de facilidades de recursos. Estas medidas podem ajudar a garantir a eficacia do
tratamento e evitar o desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos, sendo

importantes ferramentas para o controle efetivo da malaria em areas endémicas.
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3 CONCLUSOES

¢ O método por CLAE com deteccdo UV descrito na Farmacopéia Internacional 42
edicdo, apos adaptagdes visando reduzir o tempo de analise e a concentragcdao de
trabalho, se mostrou seletivo, preciso e linear na faixa de 2,0 a 6,0 mg/ml, podendo ser

aplicado para quantificagcao de artemeter em matéria-prima.

e CLAE, espectrofotometria na regido do ultravioleta e volumetria em meio néo-
aquoso forneceram resultados entre 99,05% e 99,82% para quantificagdo de lumefantrina
em matéria-prima. Como sdo métodos simples e relativamente rapidos, podem ser

aplicados com sucesso a analises rotineiras em controle de qualidade.

e Para a quantificagdo de lumefantrina em comprimidos, resultados mais confiaveis
foram obtidos por CLAE (97,94%) e espectrofotometria no UV (98,03%), uma vez que
foram detectadas interferéncias no método por titulagdo em meio n&o aquoso (101, 41%).

¢ O teste de Youden se mostrou uma ferramenta confiavel e pratica para validagao
da robustez do método cromatografico para quantificagdo de lumefantrina em matéria-
prima, tornando possivel a avaliacdo da influéncia de varias condigdes analiticas nos

parametros cromatograficos do método.

e O método por CLAE com deteccado UV (210 nm) desenvolvido se mostrou simples e
adequado para quantificagao simultdnea de artemeter e lumefantrina em comprimidos de
dose fixa combinada. O método demonstrou ser seletivo, linear na faixa de 150 a 450
pg/ml para artemeter e 200 a 600 pg/ml para lumefantrina, preciso (DPR < 2,0%), exato
(taxas de recuperagdo proximas a 100%) e robusto, podendo ser empregado para

quantificacdo dos farmacos e analise da qualidade dos comprimidos.



CAPITULO 3

Desenvolvimento e validagcdo de método bioanalitico
para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina

em plasma humano
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR) e amostras

1.1.2

1.13

Artemeter SQR (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 10203215, validade
04/20009.

Lumefantrina SQR (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 05083101, validade
08/2008.

Diidroartemisinina SQR (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 060710-2091,
validade 07/2009.

Artemeter matéria-prima (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 0601010-4087,
validade 08/2009.

Lumefantrina matéria-prima (Dafra Pharma — Turnhout, Bélgica), lote 06032403,
validade 08/2008.

Coartem® comprimidos - 20 mg artemeter + 120 mg lumefantrina (Novartis — Basel,
Suica), lote FO725, validade 07/2009.

Reagentes e vidraria

Solventes e reagentes grau cromatogréafico: acetonitrila, metanol, acido acético,
acido férmico.

Solventes e reagentes grau analitico: acetato de amobnio, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, hexano, metil-t-butil éter.

Agua destilada e 4gua deionizada em sistema Millipore.

Pipetas e balBes volumétricos calibrados.

Tubos de vidro de 10 cm.

Minitubos Eppendorf.

Béqueres, pesa-filtros e kit de filtracao.

Equipamentos e materiais

Aparelho de ultra-som BRANSONIC 220.
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e Aparelho para infusao direta KD Scientific.

e Balanca analitica SARTORIUS BP210D com preciséo de 0,01 mg.

e Centrifuga JOUAN MR 23 I.

e Coluna cromatografica Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 um) - AGILENT.

e Concentrador de amostras TECNAL TE-0194.

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia WATERS, composto por bomba binaria
1525 y, auto injetor 2777, forno de colunas DCM/CHM, acoplado a espectrometro
de massas WATERS Quattro LC.

e Estufa FANEM 306/1.

e Handy step Brand.

e Micropipetas P1000 e P200 Gilson.

e Potencidmetro METROHM HERISAU E510.

e Pré-coluna Zorbax SB-Ciano (12,5 x 4,6 mm, 5 um) — AGILENT.

e Sistema de purificacdo de agua Milli-Q-Plus MILIPORE.

e Vortex JK MS1.

1.2 Métodos

1.2.1 Desenvolvimento e validagcdo de método bioanalitico para quantificacéo
simultanea de artemeter e lumefantrina em plasma humano por LC-MS/MS

1.2.1.1 Deteccéo por espectrometria de massas

A primeira etapa do desenvolvimento do método por LC-MS/MS para quantificacédo
simultdnea de artemeter e lumefantrina em plasma humano consistiu na avaliacdo e
otimizacdo da detecc¢do dos farmacos no espectrometro de massas.

Inicialmente, tentou-se ionizar e detectar artemeter e lumefantrina, isoladamente,
por eletrospray no modo positivo (ESI(+)), de forma que os analitos recebessem uma
carga positiva. Foram realizadas infusbes diretas no espectrometro de solugbes de
artemeter e lumefantrina isoladamente, cada uma a 500 ng/ml, em mistura de acetonitrila
e acido trifluoroacético 0,05% (v/v) (60:40), com fluxo de 1200 ul/h. Em ESI(+), os
principais parametros otimizados para obtencdo de ions precursores [M+H]" de alta
intensidade nos espectros de massa (MS Scan) foram voltagem do capilar, voltagem do
cone, temperaturas da fonte e de desolvatacdo e resolucdo LM-HM (Low mass/high
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mass). Visando a obtencdo de fragmentos de alta intensidade nos espectros de
fragmentacao (Daughter Scan), a voltagem de coliséo foi otimizada.

Devido a dificuldades encontradas para ionizagdo de artemeter por ESI(+),
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCl — Atmospheric pressure chemical
ionization) no modo positivo também foi avaliada. Foram realizadas infusdes diretas de
solucbes de artemeter e lumefantrina isoladamente, cada uma a 10 pg/ml, em mistura de
acetonitrila e 4gua (50:50), com fluxo de 3000 pl/h. Em APCI(+), os principais parametros
otimizados para obtencdo de ions precursores [M+H]" de alta intensidade nos espectros
de massas (MS Scan) foram voltagem da agulha corona, voltagem do cone e
temperaturas da fonte e da probe. Visando a obtencéo de fragmentos de alta intensidade
nos espectros de fragmentacéo (Daughter Scan), a voltagem de colisao foi otimizada.

Outra alternativa avaliada para intensificacdo da ionizagcao e deteccédo de artemeter
foi a utilizacdo de ESI(+) com quantificacdo do aduto [M+NH,]" como ion precursor,
formado quando utilizou-se fase modvel composta por mistura de metanol e tampéo
acetato de amonio 10 mM.

Os padrdes internos avaliados para quantificacdo de artemeter e lumefantrina em
plasma foram artesunato (ATS) e halofantrina (HAL). Da mesma forma, a ionizacéo e
deteccdo destes farmacos foram otimizadas no espectrbmetro de massas, de modo a

obter ions precursores e fragmentos de alta intensidade nos espectros.

1.2.1.2 Analise cromatogréafica

Inicialmente, foram utilizadas as condicdes cromatograficas anteriormente
otimizadas para a separacdo de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa
combinada. Alguns parametros foram alterados, visando otimizar a intensidade do sinal
dos farmacos no espectrdmetro de massas, 0 tempo de analise e a separacdo de
interferentes da matriz.

A coluna cromatogréfica utilizada foi Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 pm), com
pré-coluna contendo a mesma fase estacionaria (12,5 x 4,6 mm, 5 um), mantidas a 30 °
C. O fluxo da fase mavel foi 1 ml/min.

Como solvente organico da fase mavel, acetonitrila e metanol foram avaliados
guanto a intensidade do sinal e seletividade em relagcdo aos farmacos. O solvente aquoso
inicialmente avaliado foi &cido trifluoroacético 0,05% (v/v) e, em seguida, tampao acetato

de aménio 10 mM contendo 0,2% (v/v) de acido acético (pH 4,0). A proporcao do solvente
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organico na fase mével também foi otimizada, visando a obtencédo de tempos de corrida
curtos.

Avaliaram-se, ainda, os modos isocratico e em gradiente para eluicdo da fase
mével, visando obter completa separacdo dos analitos de interferentes provenientes do
plasma que poderiam exercer efeito de matriz.

Como o fluxo de analise utilizado na cromatografia liquida € consideravelmente
superior ao fluxo de entrada no qual o espectrdmetro de massas pode operar, foi utilizada
uma conexdo T entre a saida do cromatégrafo e a entrada do detector. Assim, foi feito
uma divisao do fluxo (split), de forma que 80% do solvente proveniente do cromatografo

era descartado e apenas 20% era introduzido no espectrometro de massas.

1.2.1.3 Extracao dos farmacos do plasma

Para extracdo de artemeter e lumefantrina do plasma, foram avaliados os métodos
de precipitacdo de proteinas e extracao liquido-liquido. Estes métodos foram priorizados
em detrimento a extragdo em fase soélida devido ao custo consideravelmente mais
elevado deste ultimo.

Para otimizacdo das etapas de extracao, foi feita a adicdo de padrbes de artemeter
e lumefantrina em plasma humano branco, obtido de voluntarios que ndo estavam
fazendo uso de qualquer medicacdo. As faixas de concentragdo plasmatica avaliadas
foram inicialmente definidas tendo como base dados sobre a farmacocinética dos
farmacos presentes em estudos da literatura (NAVARATNAN et al., 1995; MANSOR et al.,
1996; WHITE et al., 1999). Além de lumefantrina atingir concentracdes plasmaticas
significativamente altas, a dose do farmaco nos comprimidos € elevada, de forma que a
faixa avaliada foi de 10 a 18000 ng/ml. Para artemeter, a faixa de concentracéo
plasmatica foi 10 a 1000 ng/ml.

Para avaliacdo da extracdo, foi preparada solucéo padrdao de lumefantrina a 2500
ng/ml em mistura de metanol e &cido acético (100:2) e solugcédo padrdo de artemeter a
1250 pg/ml em metanol. Estas solu¢des foram diluidas sequencialmente em mistura de
metanol e agua (1:1), de forma a obter uma solucdo padréo unica contendo 250 pg/ml
lumefantrina e 10 pg/ml de artemeter. Uma aliquota de 0,2 ml desta solucdo foi
adicionada em 4,8 ml de plasma branco, de forma a obter 10000 ng/ml de lumefantrina e
400 ng/ml de artemeter como concentracdes plasmaticas finais.

Os farmacos avaliados como possiveis padrdes internos no processo de extracao

foram artesunato e halofantrina, cujas estruturas estédo representadas na Figura 12.
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Para avaliacdo do procedimento de extracdo liquido-liquido, varias misturas de
solventes organicos extratores foram testadas, visando aumentar a eficiéncia de extracao

dos farmacos do plasma.

ATS HAL

Figura 12 - Estruturas quimicas dos farmacos avaliados como padrées internos, artesunato (ATS)

e halofantrina (HAL), e respectivas massas molares.

Em tubos de vidro de 10 cm, 50 pl da solugéo padrao interno (contendo 2500 ng/ml
de artesunato ou 5000 ng/ml de halofantrina) foram adicionados a 250 pl de plasma
contendo os farmacos. Assim, as concentracdes plasmaticas avaliadas foram 400 ng/ml
de artemeter, 10000 ng/ml de lumefantrina, 500 ng/ml de artesunato e 1000 ng/ml de
halofantrina. Nesta etapa, foi avaliada a adicdo de 200 pl de metanol ou acetonitrila,
visando a precipitacdo de proteinas do plasma e aumento da eficiéncia de extracdo. Em
seguida, adicionaram-se 2 ml do solvente extrator testado e agitou-se em vortex por 40
segundos. Os tubos foram centrifugados a 3500 rpm, por 4 minutos, para separacao das
fases. Uma aliquota de 1,6 ml da camada orgéanica foi transferida para outro tubo de vidro
e evaporada no concentrador de amostras, sob fluxo de nitrogénio e banho maria a 40 °C,
durante 6 minutos. O residuo obtido foi reconstituido em 100 pl de fase movel, com
agitacdo em vortex por 20 segundos. Uma aliquota de 20 pl foi injetada no cromatografo.

Os solventes organicos extratores avaliados foram mistura de hexano e metil-t-butil
éter (20:80), cloroférmio e metil-t-butil éter (20:80), cloroférmio, metil-t-butil éter e acido
acético glacial (20:80:1) e acetato de etila e acido acético glacial (100:1). A porcentagem
de recuperacdo dos farmacos foi determinada para cada mistura de solventes, com o
objetivo de verificar a eficiéncia de extracao.

Foram avaliados também procedimentos por precipitacdo de proteinas para

extracdo dos farmacos do plasma. No primeiro procedimento avaliado, 50 ul da solucao
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padréo interno (contendo 2500 ng/ml de artesunato ou 5000 ng/ml de halofantrina) foram
adicionados a 250 pl de plasma contendo os farmacos em minitubos eppendorf e agitou-
se em vortex por 5 segundos. Em seguida, adicionaram-se 50 ul de acido perclérico 5%
(v/v) em metanol e agitou-se em vortex por 10 segundos. ApGs repouso de 10 minutos,
foram adicionados 50 pl de acetato de sodio 0,1 M em metanol e agitou-se em vortex por
mais 10 segundos. Os minitubos foram centrifugados a 14000 rpm, por 6 minutos, a 5 °C
e injetaram-se 20 pl do sobrenadante.

Um segundo procedimento de precipitacdo de proteinas, mais simples e rapido,
também foi avaliado. Em minitubos eppendorf contendo 250 pl de plasma com os
farmacos, adicionaram-se 50 pl da solucéo padréao interno e submeteu-se ao vortex por
30 segundos. Em seguida, 450 pl de acido acético glacial 0,5% (v/v) em metanol foram
adicionados e agitou-se em vortex por 40 segundos. Os minitubos foram centrifugados a
10000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C e injetaram-se 50 pl do sobrenadante.

Em todos os procedimentos avaliados, foi realizada a extracdo simultdanea de uma
amostra de plasma branco, que nao havia recebido os farmacos nem os padrdes internos,
visando a avaliacdo de possiveis interferentes provenientes do meio plasmético. Além
disso, analisou-se também uma amostra de plasma branco sem os farmacos, no qual foi

adicionada apenas a solucdo dos padrdes internos.

1.2.1.4 Validacdo do método bioanalitico

O método bioanalitico desenvolvido foi validado segundo os procedimentos
preconizados pela Resolugcdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA e pelo Guia
de Validagcdo de Métodos Bioanaliticos recomendado pelo U.S. Food and Drug

Administration (Guidance for Industry — Bioanalytical Method Validation, 2001).

1.2.1.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela andlise de seis amostras de plasma
branco, para verificacdo de existéncia de interferentes provenientes do meio plasmatico.
Dentre as seis amostras analisadas, uma era composta por plasma lipémico, uma por
plasma hemolisado e quatro por plasmas normais, todas obtidas de diferentes voluntérios

sadios que nao estavam fazendo uso de qualquer medicacao.
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Além disso, foram avaliadas também possiveis interferéncias provenientes de
farmacos comumente utilizados. Estes farmacos foram adicionados a plasmas brancos e
procedeu-se a extragcdo e andlise das amostras. Os farmacos e suas respectivas
concentragfes plasméticas analisadas foram: cafeina (1 pg/ml), paracetamol (20 pg/ml),
dipirona (5 pg/ml) e dexclorfeniramina (76 ng/ml). A diidroartemisinina, principal metabolito
plasmatico de artemeter, também foi avaliada, na concentracdo de 1000 ng/ml. As
concentragbes empregadas foram estimadas com base em estudos farmacocinéticos
prévios que determinaram a concentracdo plasmatica maxima destes farmacos em
voluntéarios sadios.

Os cromatogramas destas amostras foram comparados com aqueles obtidos
isoladamente para o padrdo interno na concentragcdo de trabalho (artesunato a 1000
ng/ml) e de artemeter e lumefantrina na concentragdo do limite inferior de quantificacao
(10 ng/ml). A presenca de interferentes no mesmo tempo de retencdo de algum dos
farmacos analisados pode ser aceita, desde que a resposta de picos interferentes seja
inferior a 20% da resposta do farmaco no limite inferior de quantificagdo. No caso do
padrao interno, a resposta de picos interferentes deve ser inferior a 5% da resposta na
concentracao utilizada.

Qualqguer amostra branco que apresentar interferéncia significativa no tempo de
retencdo do farmaco ou do padrdo interno deve ser rejeitada. Caso isso ocorra, novas
amostras de outros seis voluntarios devem ser testadas. Se amostras deste novo grupo
apresentarem interferéncias significativas no tempo de retencao do farmaco ou do padréo

interno, o método deve ser alterado visando elimina-la.

1.2.1.4.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio de curvas analiticas de sete pontos
plotadas para resposta (area do farmaco/area do padrao interno) versus a concentracao
do farmaco. Foram preparadas solugfes estoque de artemeter e lumefantrina, que foram
diluidas para soluc¢des de trabalho contendo ambos os farmacos, e que, em seguida,
foram adicionadas a plasma branco. As faixas de concentracdes plasmaticas avaliadas
foram de 10 a 1000 ng/ml para artemeter e de 10 a 18000 ng/ml de lumefantrina.

O preparo das solugfes estoque de artemeter e lumefantrina esta descrito a seguir.

Solucdo estoque de artemeter 1 (250 pg/ml): pesaram-se, exatamente, cerca de

12,5 mg de artemeter SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 ml. Adicionaram-
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se 8 ml de metanol, submeteu-se a banho de ultra-som por 2 minutos e completou-se o
volume com o mesmo solvente. Transferiram-se 2 ml para baldo volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com metanol.

Solugdo estoque de artemeter 2 (12,5 pg/ml): transferiu-se 0,5 ml da solugéo
estoque de artemeter 1 para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com
metanol.

Solucdo estoque de lumefantrina 1 (2500 pg/ml): pesaram-se, exatamente, cerca
de 25 mg de lumefantrina SQR e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 ml.
Adicionaram-se 8 ml de mistura de acido acético glacial e metanol (1:100), submeteu-se a
banho de ultra-som por 2 minutos e completou-se o volume com 0 mesmo solvente.

Solugéo estoque de lumefantrina 2: (12,5 pg/ml): transferiu-se 0,25 ml da solugao
estoque de lumefantrina 1 para baldo volumétrico de 50 ml e completou-se o volume com
metanol.

Solucdo estoque de lumefantrina 3 (50 pg/ml): transferiu-se 0,5 ml da solugéo
estoque de lumefantrina 1 para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com

metanol.

Em seguida, as solucbes estoque de artemeter e lumefantrina foram diluidas em
mistura de metanol e agua (1:1), para baldes volumétricos unicos, conforme demonstrado
na Tabela 32.

Tabela 32 - Diluigdes para avaliagio da linearidade do método bioanalitico por LC-MS/MS para

guantificacdo de artemeter e lumefantrina em plasma humano.

Ponto da Lumefantrina Artemeter Metanol:agua
curva Sol. estoque | Volume (ml) | Sol. estoque | Volume (ml) | (1:1) g.s.p. (ml)
1 2 0,5 2 0,5 25
2 3 1,0 2 1,0 10
3 1 0,5 1 0,25 25
4 1 0,6 1 0,25 10
5 1 0,5 1 0,25
6 1 0,7 1 0,375
7 1 0,9 1 0,5
CcQB 2 0,6 2 0,6 10
CQM 1 0,75 1 0,4 10
CQA 1 0,75 1 0,4 5
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Desta forma, para preparar a solucdo correspondente ao primeiro ponto da curva,
transferiu-se 0,5 ml da solucéo estoque de lumefantrina 2 e 0,5 ml da solucéo estoque de
artemeter 2 para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com mistura de
metanol e 4gua (1:1).

Para o preparo das amostras plasmaticas, 0,2 ml das solu¢des descritas na Tabela
32 foram adicionadas em 4,8 ml de plasma branco, seguido da agitacdo em vortex por 40
segundos, para incorporar os farmacos ao plasma. As concentragdes plasmaticas obtidas
e empregadas para construcdo da curva analitica estdo demonstradas na Tabela 33.

Tabela 33 - Concentragdes plasmaticas de artemeter e lumefantrina para construgdo das curvas

analiticas e avaliacdo da linearidade.

Solucéo Artemeter (ng/ml) Lumefantrina (ng/ml)

1 10 10
2 50 200
3 100 2000
4 250 6000
5 500 10000
6 750 14000
7 1000 18000

CQB 30 30

CQM 400 7500

CQA 800 15000

As amostras de plasma adicionadas com artemeter e lumefantrina nas
concentragbes descritas na Tabela 33 foram submetidas ao processo de extragédo e
analisadas conforme o procedimento otimizado. Além disso, incluiu-se também a analise
de uma amostra branco (plasma isento de padrdo dos farmacos e padrao interno) e de
uma amostra zero (plasma isento de padrao dos farmacos e com o padrédo interno).

Além das solugcBes correspondentes aos sete pontos da curva analitica, foram
preparadas também solucdes de controle de qualidade, em trés diferentes concentracoes:
baixa (CQB), média (CQM) e alta (CQA). As amostras de controle de qualidade séo
analisadas juntamente com as amostras da corrida analitica para verificar a conformidade
do sistema e das condi¢cdes empregadas. A concentracdo do CQB deve ser menor ou
igual a trés vezes o limite inferior de quantificacdo, o CQM deve ser aproximadamente a
média entre o0 CQB e 0 CQA, e o CQA deve estar compreendido entre 75% e 90% da

maior concentracdo da curva de calibracao.
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Para avaliagdo da linearidade do método, curvas analiticas com sete
concentragcfes, cada uma em duplicata, foram plotadas em trés dias consecutivos. Os
critérios de aceitacdo utilizados foram: coeficiente de correlagéo linear igual ou superior a
0,98; desvio menor ou igual a 20% em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ e
desvio menor ou igual 15% em relacdo a concentragdo nominal para as outras
concentragfes da curva. No minimo cinco de sete concentragfes da curva analitica
devem cumprir com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da

curva.

1.2.1.4.3 Precisao e exatidao

A precisdo de um método analitico avalia a proximidade de medidas individuais do
analito quando o procedimento é aplicado repetidamente a multiplas aliquotas
provenientes de um volume homogéneo da matriz bioldgica. A exatiddo avalia a
proximidade do resultado médio fornecido pelo método em relacdo ao valor verdadeiro
(concentracao) do analito.

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas por meio da analise em
sextuplicata de amostras de plasma contendo artemeter e lumefantrina em trés diferentes
concentracdes: CQB (30 ng/ml de artemeter e 30 ng/ml de lumefantrina), CQM (400 ng/ml
de artemeter e 7500 ng/ml de lumefantrina) e CQA (800 ng/ml de artemeter e 15000 ng/ml
de lumefantrina). As amostras de plasma contendo os farmacos nessas concentracoes
foram extraidas e analisadas conforme o procedimento otimizado. As andlises foram
realizadas em trés dias consecutivos, de forma que foram avaliadas precisdo e exatidao
intra-corrida e inter-corridas.

A precisado do método é expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente
de variacdo (CV), sendo que ndo se admitem valores superiores a 15%, exceto para o
LIQ, para o qual se admitem valores menores ou iguais a 20%.

A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, multiplicada por 100. A
exatiddo de métodos bioanaliticos deve estar compreendida entre 85% e 115%, exceto

para o LIQ, para o qual se admitem valores dentro da faixa de 80% a 120%.
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1.2.1.4.4 Recuperacgao

A recuperacdo avalia a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico, ou seja, a quantidade do farmaco que é efetivamente extraida no processo, em
relacdo a quantidade originalmente presente na matriz biolégica.

A recuperacdo do método foi avaliada por meio da analise em sextuplicata de
amostras de plasma contendo artemeter e lumefantrina em trés diferentes concentracoes:
CQB (30 ng/ml de artemeter e 30 ng/ml de lumefantrina), CQM (400 ng/ml de artemeter e
7500 ng/ml de Ilumefantrina) e CQA (800 ng/ml de artemeter e 15000 ng/ml de
lumefantrina). A recuperacdo do padrdo interno (artesunato) também foi avaliada na
concentracéo de trabalho utilizada (1000 ng/ml).

Para determinar a porcentagem de recuperagcdo do método, foi feita a comparacéo
dos resultados obtidos com amostras de plasma contendo os farmacos submetidas ao
processo de extracdo e amostras dos farmacos em fase movel, nas mesmas
concentragoes.

Porcentagens de recuperacao do analito e do padrao interno préximas a 100% sdo
desejaveis, porém, admitem-se valores menores, desde que a recuperacao seja precisa e

exata.

1.2.1.4.5 Efeito de matriz

Em meétodos bioanaliticos, a avaliacdo do efeito de matriz € imprescindivel para
verificar se componentes enddgenos da matriz biolégica sdo capazes de promover
supressdo ou indugdo da ionizacdo dos farmacos no espectrémetro de massas, alterando
sua resposta no detector. Apesar do teste de efeito de matriz ndo ser preconizado nos
guias de validacdo de métodos bioanaliticos disponiveis, como a Resolucdo RDC n°899
da ANVISA e o Bioanalytical Method Validation do FDA, este parametro é avaliado na
maioria dos artigos cientificos publicados atualmente, sendo importante para verificar
possiveis alteracfes na ionizacdo do farmaco quando espectrometria de massas €
utilizada como método de deteccéo.

Para avaliacdo do efeito de matriz, foi feita a comparacéo das areas dos picos dos
analitos em amostras diluidas em fase movel e em amostras diluidas no sobrenadante de
plasma branco obtido apdés o processo de extracdo. A referéncia adotada foi
MATUSZEWSKI et al. (2003).
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No procedimento de precipitacdo de proteinas otimizado para a extracao, a 250 pl
de plasma contendo os farmacos, eram adicionados 50 pl de solucdo do padrao interno e
450 pl de acido acético glacial 0,5% (v/v) em metanol, de forma que o volume final era
750 pl. Considerando o volume inicial de 250 pl, os farmacos eram diluidos trés vezes no
processo de extragao.

Para avaliacdo do efeito de matriz, amostras de plasma branco (sem farmacos e
sem padrao interno) foram submetidas ao processo de extracdo de acordo o
procedimento descrito anteriormente. Em seguida, a 200 pl do sobrenadante obtido, foram
adicionados 100 pl de solucdo dos farmacos em fase movel. Para comparacéo, a 200 ul
de fase movel, foram adicionados 100 pl da mesma soluc¢do dos farmacos em fase movel.
Assim, se 0 sobrenadante do plasma contivesse alguma substancia enddégena capaz de
alterar a ionizagéo dos farmacos, as areas dos picos dos farmacos nesta amostra seriam
diferentes daquelas obtidas com a solucéo diluida apenas em fase movel.

Esta avaliacéo foi feita empregando-se amostras de plasma branco obtidas de seis
diferentes voluntérios, em duas concentra¢des dos farmacos: CQB (30 ng/ml de artemeter
e 30 ng/ml de lumefantrina) e CQA (800 ng/ml de artemeter e 15000 ng/ml de
lumefantrina). Considera-se que nao ha efeito de matriz quando a diferenca entre a area
do pico do analito na solucéo diluida no sobrenadante do plasma e aquela obtida em fase

movel é inferior a 15%.

1.2.1.4.6 Limite inferior de quantificacao (LIQ)

O limite inferior de quantificacdo pode ser estabelecido por meio da analise de
matriz biolégica contendo concentragBes decrescentes do farmaco até o menor nivel
guantificavel com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para isso, amostras plasmaticas com
concentracfes proximas ao LIQ foram analisadas em sextuplicata e determinou-se a
precisdo e exatiddo das mesmas. A resposta do farmaco no LIQ deve ser reprodutivel
com precisao de 20% e exatidao de 80% a 120%.

Além disso, a resposta do LIQ deve ser, no minimo, cinco vezes superior a

gualquer interferéncia da amostra branco no tempo de retencédo do farmaco.

1.2.1.4.7 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade das amostras utilizadas durante as diferentes etapas

do estudo visa determinar se 0s analitos mantém-se quimicamente inalterados em uma
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matriz sob condi¢des especificas, em determinados intervalos de tempo. Todos os tipos
de estabilidade foram avaliados empregando-se concentracdes baixa e alta dos farmacos
(COB e CQA), cada uma em sextuplicata. As amostras foram consideradas estaveis
guando néo se verificou desvio superior a 15% em relagdo ao valor obtido em amostras
recém-preparadas. Além disso, em todas as analises, o desvio padrao relativo deve ser

inferior a 15% e exatidado deve estar compreendida dentro da faixa de 85% a 115%.

1.2.1.4.7.1 Estabilidade de curta duracédo (ECD)

Para avaliacdo da estabilidade de curta duracdo, as amostras plasmaticas devem
permanecer a temperatura ambiente de 4 a 24 horas, baseado no tempo em que as
amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente antes da extracdo e analise.

Amostras de plasma contendo os farmacos foram descongeladas e mantidas a
temperatura ambiente por 6 horas. ApOs este tempo, outras amostras plasmaticas foram
descongeladas e todas foram submetidas ao processo de extracdo e analise. As
concentragdes de artemeter e lumefantrina das amostras de estabilidade de curta duragéo

foram comparadas aquelas das amostras recém-preparadas.

1.2.1.4.7.2 Estabilidade de longa duracao (ELD)

O tempo de armazenamento das amostras plasmaticas em freezer para o estudo
de estabilidade de longa duracdo deve exceder o intervalo de tempo compreendido entre
a coleta da primeira amostra e a analise da ultima, de acordo com o cronograma proposto
no protocolo do estudo clinico.

Para avaliagdo da estabilidade de longa duracdo, amostras plasmaticas
armazenadas em freezer a -70 °C foram descongeladas e analisadas apos 1, 2 e 3 meses
de preparo. As concentracdes obtidas foram comparadas com aquelas de amostras

recém-preparadas.

1.2.1.4.7.3 Estabilidade p6s-processamento (EPP)

Em caso de utilizacdo de equipamentos que empregam sistemas automaticos de
injecdo, deve-se avaliar a estabilidade dos farmacos nas amostras processadas (incluindo
0 padrdo interno), na temperatura sob a qual o teste sera realizado e por periodo de

tempo superior a duracdo das corridas analiticas do conjunto de amostras.
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Para avaliacdo da estabilidade poés-processamento, amostras plasmaticas foram
submetidas ao processo de extracdo e mantidas na bandeja do injetor automatico por 10
horas antes da injecdo. A temperatura da bandeja do injetor automatico era programada
para 4 °C, de forma que as amostras foram mantidas sob refrigeracdo. As concentracoes
obtidas foram comparadas com aquelas de amostras injetadas imediatamente apos a

extracao.

1.2.1.4.7.4 Estabilidade ap0s ciclos de congelamento/descongelamento (ECCD)

A estabilidade dos analitos deve ser avaliada apoés trés ciclos de congelamento e
descongelamento. As amostras plasmaticas recém-preparadas foram congeladas a -70
°C e mantidas por 24 horas, sendo entdo submetidas ao descongelamento até atingir a
temperatura ambiente. Apds completamente descongeladas, as amostras foram
novamente congeladas a -70 °C por 24 horas e assim sucessivamente, até completar trés
ciclos. Ao final do terceiro ciclo, as amostras foram analisadas e as concentra¢cbes dos

farmacos foram comparadas com aquelas obtidas em amostras recém-preparadas.

1.2.1.4.7.5 Estabilidade de solu¢des padréao (ESP)

A estabilidade das solugbes padrdo dos farmacos e do padrédo interno deve ser
avaliada em temperatura ambiente por no minimo 6 horas apés seu preparo. No caso de
tais solucbes serem armazenadas sob refrigeracdo ou congelamento, a estabilidade deve
ser avaliada contemplando a temperatura e o periodo de armazenamento das mesmas.

Para avaliacdo da estabilidade de solucbes padrdo, foram preparadas solucdes
estoque dos farmacos em metanol:agua (1:1) e essas solucdes foram levadas a geladeira
por 6 horas. Apés este tempo, as solucbes foram retiradas da geladeira e, depois de
atingida a temperatura ambiente, foi feita a adicdo dos farmacos no plasma com estas
solugdes. As amostras plasmaticas foram submetidas ao processo de extracdo e as
concentracbes obtidas foram comparadas com aquelas de amostras nas quais as
solucdes padrao néo foram submetidas ao periodo de armazenamento em geladeira por 6
horas.

Para avaliacdo da estabilidade do padrédo interno (artesunato) em plasma,
adicionaram-se 50 pl da solucdo de padrdo interno a 250 pl do plasma contendo os
farmacos. Esta amostra foi mantida em temperatura ambiente por 6 horas, seguida da

extracdo e analise. As concentracdes plasmaticas de artemeter e lumefantrina obtidas
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foram comparadas com aquelas de amostras plasmaticas recém-preparadas, para

verificar se artesunato apresenta estabilidade adequada em plasma.

1.2.1.5 Avaliacdo da farmacocinética de artemeter e lumefantrina administrados

em comprimidos de dose fixa combinada

A etapa clinica do estudo de farmacocinética e biodisponibilidade de artemeter e
lumefantrina administrados concomitantemente em comprimidos de dose fixa combinada
foi realizada na Unidade Clinica do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (ICF), em
Aparecida de Goiania — GO. O centro clinico desta instituicdo conta com infra-estrutura
completa para realizacdo de estudos clinicos, com leitos, equipamentos para situacdes
emergenciais e pessoal habilitado (médicos, enfermeiros, farmacéuticos). O estudo clinico
foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), conforme declaracdo apresentada no Anexo A.

O medicamento utilizado no estudo foi Coartem® (artemeter 20 mg + lumefantrina
120 mg), produzido pela industria farmacéutica Novartis e doado pelo Ministério da
Saude. Antes da realizacdo da etapa clinica, os comprimidos foram submetidos as
seguintes analises fisico-quimicas: identificacdo, dureza, friabilidade, determinacdo de
peso, teste de desintegracdo, uniformidade de conteddo e doseamento. As analises foram
realizadas com o objetivo de garantir a conformidade com as especificacoes
farmacopeicas e a qualidade do medicamento que foi administrado nos voluntarios do

estudo.

1.2.1.5.1 Casuistica

O estudo foi realizado em seis voluntarios sadios, trés do sexo masculino e trés do
sexo feminino. Todos satisfizeram os seguintes critérios recomendados pela Resoluc¢ao n°
1170 da ANVISA (BRASIL, 2006a):

e nao fumantes;

e apresentacdo de bom estado de saude, com auséncia de patologias
cardiacas, renais, gastrintestinais, neuroldgicas e metabdlicas;

e idade entre 21 e 50 anos;

e indice de massa corporea (IMC) dentro da faixa de 18,5 a 25,0, podendo

variar até 15% quanto ao limite superior (18,5 a 28,5);
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e sem antecedentes de hipersensibilidade a medicamentos;
e sem utilizacdo de medicamentos de uso continuo.

A incluséo dos individuos foi baseada também nos resultados de exames clinicos e
laboratoriais, como exames hematolégicos (hemograma e leucograma), biogquimicos
(uréia, creatinina, bilirrubinas, proteinas totais, albumina, glicemia, fosfatase alcalina,
TGO, TGP, colesterol, triglicérides, acido urico), sorolégicos (hepatite B, hepatite C, HIV),
exames de urina e fezes. Conforme preconizado pela Resolucdo n° 1170 da ANVISA
(BRASIL, 2006a), todos os exames laboratoriais, com excecéo de hepatite B, hepatite C,
HIV e exame de fezes, foram repetidos apds a Ultima coleta sanguinea.

Os voluntarios foram devidamente informados sobre as caracteristicas da
pesquisa, recebendo e assinando um termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice B). Todos tiveram acesso aos resultados dos exames clinicos e laboratoriais e
receberam R$ 450,00 como forma de ressarcimento de despesas referentes a
participacdo no estudo.

Os voluntarios compareceram a Unidade Clinica do ICF na noite anterior ao
estudo, receberam um lanche e permaneceram internados e em jejum até o dia seguinte.
Pela manha, eles receberam uma dose para adultos do medicamento Coartem® (80 mg
de artemeter e 480 mg de lumefantrina), que corresponde a quatro comprimidos, cada um
contendo 20 mg de artemeter e 120 mg de lumefantrina. A administracdo dos
comprimidos foi feita com 200 ml de leite integral, que contém o equivalente a 6,0 g de
gorduras totais, uma vez que estudos demonstraram que a absorcdo de lumefantrina
pode aumentar em até 16 vezes quando administrada com alimentos ricos em gordura
(MCGREADY et al., 2006).

O jejum foi mantido até quatro horas apdés a administracdo do medicamento,
guando os voluntérios receberam almoco e posteriormente, mais duas refeicdes
padronizadas. A pressdo arterial, frequéncia cardiaca e temperatura corporal dos
voluntarios foram monitoradas de hora em hora apds a administracdo do medicamento e
os voluntarios foram acompanhados pela equipe de enfermagem durante o tempo em que
permaneceram internados.

Os voluntarios permaneceram na Unidade Clinica durante as primeiras 12 horas
apos a administracdo do medicamento, sendo liberados em seguida. Eles retornaram a
clinica para as coletas posteriores e foram conscientizados sobre a necessidade de nao

tomarem nenhum medicamento durante o periodo do estudo.
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1.2.1.5.2 Plano de coletas de amostras e analise de dados

Segundo a Resolucdo n° 1170 da ANVISA (BRASIL, 2006a), o cronograma de
coleta das amostras deve garantir a adequada caracterizacao do perfil plasmatico do
farmaco (concentracéo versus tempo), contemplando um tempo igual ou superiora 3 a 5
vezes a meia-vida de eliminacdo do mesmo. Artemeter é rapidamente eliminado apos a
administracao, entretanto a meia-vida de lumefantrina varia de trés a seis dias (WHITE et
al., 1999), de forma que o periodo do estudo delineado foi onze dias.

Foram coletadas amostras de 10 ml de sangue em tubos heparinizados, nos
seguintes tempos: 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 24; 36; 48; 72; 120;
168; 216 e 264 horas apos a administracdo do medicamento. No total, foram realizadas
22 coletas, que equivalem a 220 ml de sangue, em 11 dias.

As amostras de sangue foram centrifugadas para separacdo do plasma,
congeladas a -80 °C e enviadas ao Laboratério de Bioequivaléncia do Centro de Estudos
e Desenvolvimento Analitico Farmacéutico (CEDAFAR-BIO) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

A quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina nas amostras plasméaticas
foi realizada por meio do método bioanalitico previamente desenvolvido e validado. Apos
as andlises, foram obtidas as curvas de tempo versus concentracdo plasmatica de ambos
os farmacos e os parametros farmacocinéticos de artemeter e lumefantrina avaliados
foram concentracdo plasmatica maxima (Cnax), tempo para atingir a concentracao
plasmatica méaxima (Tmsax), area sob a curva do tempo zero ao ultimo tempo de coleta
(ASCy.), area sob a curva do tempo zero até extrapolagéo ao infinito (ASCo.,), constante

de eliminacéo (K¢) e meia-vida (ti/2).

1.2.2 Estudo de fragmentagcdo de artemeter e lumefantrina por espectrometria de

massas

A analise dos fragmentos e das rotas de fragmentacao de artemeter e lumefantrina
obtidos por espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray e analisador triplo
quadrupolo foi realizada.

Triplo quadrupolo é um sistema de analisadores aplicado geralmente para

determinacdes quantitativas, devido a sua elevada sensibilidade e seletividade. Apesar
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deste sistema analisador ndo ser ideal para elucidagbes estruturais devido a limitada
exatiddo na determinacdo de massas (x 1 Da), foram propostas estruturas e rotas para 0s
fragmentos visualizados nos espectros de artemeter e lumefantrina.

As estruturas propostas para artemeter foram comparadas com aquelas
previamente descritas na literatura (SABARINATH et al., 2003; SHI et al., 2006; XING et
al., 2006) que propuseram estruturas e rotas para os fragmentos obtidos a partir de
artemeter ou outros derivados de artemisinina, por espectrometria de massas. Para
lumefantrina, apenas WAHAJUDDIN et al. (2009) propuseram estruturas para o ion

precursor e fragmento de lumefantrina.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacéo

simultanea de artemeter e lumefantrina em plasma humano por LC-MS/MS

2.1.1 Deteccéao por espectrometria de massas

A ionizacao e deteccao de lumefantrina por ESI(+) foi avaliada por meio de infuséo
direta de solucdo a 500 ng/ml. Os parametros do espectrometro de massas foram
otimizados, e a voltagem do cone foi gradativamente aumentada, de modo a obter ion
precursor de alta intensidade. Assim, utilizou-se voltagem do capilar de 3,5 kV, voltagem
do cone de 40 eV, extrator de 2 V, lentes RF 0,5, resolucdo LM/HM de 10/7,5,
temperatura da fonte 100 °C e temperatura de desolvatacdo 300 °C. Nestas condicdes, foi
obtido fon precursor [M+H]" com relacdo massal/carga (m/z) igual a 530,45, que
corresponde a massa molar da lumefantrina (528,95 g/mol) somada a massa molar do
hidrogénio.

Em seguida, foram aplicadas voltagens crescentes na camara de colisdo, com o
objetivo de fragmentar o ion precursor de lumefantrina. No espectro de fragmentacao
obtido com uma energia de colisdo de 40 eV (Daughter Scan), o fragmento de maior
intensidade foi m/z 348,41. Assim, adotou-se a transicdo de m/z 530,45 para m/z 348,41
para a deteccao de lumefantrina por espectrometria de massas em ESI(+).

Para ionizacao e deteccéo de artemeter por ESI(+), inicialmente foram utilizadas as
seguintes condicdes no espectrometro de massas: voltagem do capilar de 3,5V, voltagem
do cone de 10 eV, extrator de 3 V, lentes RF 0,5, resolucdo LM/HM de 10/7,5,
temperatura da fonte 100 °C e temperatura de desolvatacdo 250 °C. Nestas condic¢des, 0
fon precursor [M+H]" de artemeter, correspondente a m/z 299, apresentou intensidade
consideravelmente baixa. Devido a labilidade de artemeter, provavelmente sua molécula
sofreu degradacdo no processo de ionizacdo, devido as temperaturas elevadas e
voltagem aplicada, apesar da ionizacdo por eletrospray ser menos drastica e apresentar
maior possibilidade de preservacdo do ion precursor, comparando-se com APCI
(ROSENBERG, 2003).

No espectro do ion precursor (MS Scan) de artemeter, 0 ion que apresentou maior
intensidade foi m/z 267, que corresponde a um fragmento de m/z 299, mesmo antes de se
induzir a fragmentacdo da molécula. Utilizando-se m/z 267 como ion precursor, foi

aplicada energia de colisdo de 10 eV e o principal fragmento obtido foi m/z 231. Poderia-
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se considerar, entdo, a transicdo de m/z 267 para m/z 231 para quantificacdo de
artemeter. Entretanto, o principal metabdlito de artemeter encontrado no plasma apés
administracao oral é diidroartemisinina, cuja molécula pode apresentar a mesma transicao
m/z 267 para m/z 231 no processo de deteccdo (SOUPPART et al., 2002), de forma que o
método perderia sua seletividade para quantificacdo de artemeter.

A proxima tentativa foi substituir o modo de ionizacdo de ESI(+) para APCI(+).
Segundo SOUPPART et al. (2002) e SHI et al. (2006), a utilizagédo de ESI n&o foi capaz
de fornecer um pico caracteristico e com intensidade adequada para quantificacdo de
artemeter em plasma humano. Por outro lado, APCI gerou picos de intensidade suficiente
para uma determinacdo quantitativa, exata e seletiva de artemeter em plasma. Desta
forma, utilizando-se APCI(+) como fonte de ionizacdo, os parametros otimizados para
deteccdo de artemeter foram: voltagem da agulha corona de 2,5 V, voltagem do cone de
30 eV, extrator de 5 V, lentes RF 0,5, resolucdo LM/HM de 10/10, temperatura da fonte
150 °C e temperatura da probe 400 °C. No espectro do ion precursor (MS Scan) obtido
nestas condic¢des, foi visualizado ruido elevado e pico m/z 299 de baixa intensidade. Além
disso, a infusé@o direta de uma solucdo de lumefantrina a 10 pg/ml ndo forneceu sinais
adequados para quantificacdo por APCI(+).

Apds o modo APCI(+) ter se mostrado inadequado para ionizacdo de ambos 0s
farmacos, tentou-se novamente a ionizacdo por eletrospray, agora avaliando a formacéao
de aduto entre artemeter e amdnia para utilizacdo como ion precursor. XING et al. (2006)
descreveram a quantificagcdo de artemisinina em plasma de ratos por LC-MS/MS com
ionizacdo por eletrospray, empregando artemeter como padréo interno. Utilizando fase
movel contendo tampéo acetato de amdnio 10 mM, os autores consideraram o aduto de
amonia [M+NH,]" como ion precursor para artemeter, que corresponde ao pico m/z 316
(298 g/mol de artemeter e 18 g/mol da amoénia). SABARINATH et al. (2003) adotaram um
procedimento semelhante para quantificacdo de arteeter (outro derivado sintético de
artemisinina) e diidroartemisinina em plasma. Neste caso, 0 ion precursor de arteeter
empregado também foi o aduto de aménia [M+NHy4]", correspondente a m/z 330.

Assim, a fase movel utilizada foi substituida por metanol e tampao acetato de
aménio 10 mM ajustado para pH 4,0 com acido acético (90:10). A infusdo direta da
solucdo de artemeter a 500 ng/ml foi realizada da mesma forma e utilizando-se os
mesmos parametros do espectrometro de massas anteriormente descritos. Inicialmente, o
pico m/z 316 de artemeter, correspondente ao ion precursor desejado, [M+NH4]", néo
apresentou intensidade adequada. Como temperaturas elevadas na fonte desfavorecem a

formacdo de adutos no processo de ionizacao, foi realizada reducdo da temperatura da
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fonte de 100 °C para 80 °C e da temperatura de dessolvatacdo de 250 °C para 150 °C, e
aumento da energia do cone de 10 eV para 15 eV. Estes fatores levaram a um aumento
significativo da intensidade do pico m/z 316,30 (Figura 13A). A subsequente fragmentacao
deste ion, aplicando-se uma energia de colisdo de 10 eV, levou a obten¢do do fragmento
m/z 267,01 de alta intensidade (Figura 13B). Assim, ap0s avaliacdo de todas as formas de
ionizacdo testadas, a transicdo selecionada para quantificacdo de artemeter foi m/z
316,30 para m/z 267,01.

Para a quantificagdo simultanea de dois ou mais farmacos no espectrometro de
massas, todos os parametros do detector devem ser 0os mesmos, com excecao das
energias do cone e de colisdo, que podem ser otimizadas individualmente para cada
farmaco.

A etapa seguinte foi a verificacdo da adequacdo dos parametros otimizados para
deteccdo do artemeter, em relacdo a intensidade dos picos de lumefantrina. A reducao
das temperaturas da fonte e de dessolvatacdo promoveu uma leve diminuicdo na
intensidade do ion precursor de lumefantrina (m/z 530,45). Dessa forma, a energia do
cone foi aumentada de 40 para 45 eV para compensar esta reducdo e melhorar a
intensidade do sinal obtido com a transicdo m/z 530,45 para m/z 348,41 para a deteccao
de lumefantrina (Figura 14).

Substancias cloradas apresentam padrdo isotOpico caracteristico no espectro de
massas, tendo em vista que o cloro apresenta os is6topos *Cl e *'Cl, com abundancia de
cerca de 75% e 25%, respectivamente. No espectro de massas de moléculas com trés
atomos de cloro obtém-se, além do pico do ion molecular, os picos M+2, M+4 e M+6, que
correspondem as diferentes contribuicbes dos isétopos na molécula do analito. As
intensidades dos picos destes isétopos em relacdo ao ion molecular sdo 97,8% (M+2),
31,9% (M+4) e 3,5% (M+6) (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

Um padrdo isotopico condizente com o descrito foi encontrado no espectro de
massas de lumefantrina (Figura 14A). Entretanto, como a molécula de lumefantrina se
encontra protonada nos espectros, foi possivel visualizar os ions M+1, M+3, M+5 e M+7,
gue correspondem aos picos m/z 528,44, 530,45, 532,46 e 534,41. Como o método
desenvolvido visa a determinacdo quantitativa dos analitos em meio biolégico, o pico de
maior intensidade (m/z 530,45) foi selecionado como ion precursor, de forma a aumentar
a sensibilidade do método. Assim, foi possivel fragmentar este ion e obter sinais de alta
intensidade para quantificacdo de lumefantrina em plasma.

Por fim, foram feitas infusdes diretas de solu¢cdes dos padrdes internos avaliados,

artesunato e halofantrina, isoladamente. As condicbes previamente otimizadas para
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artemeter e lumefantrina se mostraram adequadas também a ionizacdo e deteccdo dos
dois padrdes internos.

Para o artesunato, empregou-se energia do cone de 15 eV e energia de colisdo de
10 eV. O ion precursor selecionado, da mesma forma que artemeter, foi o aduto de
amonia [M+NH4]", correspondente a m/z 402,43 (384 g/mol de artesunato e 18 g/mol da
amonia). No processo de fragmentacao, o ion de maior intensidade obtido foi m/z 267,44,
0 mesmo fragmento selecionado para artemeter. Assim, para quantificacdo de artesunato,
a transigao selecionada foi m/z 402,43 para m/z 267,44 (Figura 15).

Para halofantrina, as energias de cone e colisdo otimizadas foram 45 e 23 eV,
respectivamente. O ion precursor selecionado foi m/z 500,42, correspondente a [M+H]", e
o fragmento de maior intensidade foi m/z 142,36 (Figura 16). Esta transi¢ao foi monitorada
para quantificacao de halofantrina.

Os outros parametros do espectrometro de massas utilizados foram: voltagem do
capilar de 3,5V, extrator de 2 V, lentes RF 0,5, resolucdo LM/HM de 10/7,5, temperatura
da fonte 80 °C e temperatura de desolvatagéo 150 °C.

Os espectros dos ions precursores de artemeter, lumefantrina, artesunato e
halofantrina, assim como os espectros de fragmentacdo demonstrando os fragmentos de

cada farmaco estéo representados nas Figuras 13 a 16.
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Figura 13 - Espectros ESI(+) — MS de artemeter, demonstrando (A) espectro do ion precursor, m/z

316,30 e (B) espectro de fragmentacdo, com fragmento principal m/z 267,01.
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Figura 14 - Espectros ESI(+) — MS de lumefantrina, demonstrando (A) espectro do ion precursor,

m/z 530,45 e (B) espectro de fragmentacédo, com fragmento principal m/z 348,41.
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Figura 15 - Espectros ESI(+) — MS de artesunato, demonstrando (A) espectro do ion precursor, m/z

402,43 e (B) espectro de fragmentacéo, com fragmento principal m/z 267,44.
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Figura 16 - Espectros ESI(+) — MS de halofantrina, demonstrando (A) espectro do ion precursor,

m/z 500,42 e (B) espectro de fragmentacdo, com fragmento principal m/z 142,36.
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2.1.2 Extracado dos farmacos do plasma e andlise cromatografica

As analises cromatograficas de artemeter, lumefantrina, artesunato e halofantrina
foram realizadas em coluna Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 um), com pré-coluna
contendo a mesma fase estacionaria (12,5 x 4,6 mm, 5 um), a 30 °C. O fluxo da fase
movel foi 1 ml/min. A composicdo e proporcdo dos solventes na fase movel foram
otimizadas de modo a obter sinais de alta intensidade no espectrdmetro de massas e
tempo de corrida curto.

Acetonitrila foi substituida por metanol, tendo em vista que este solvente organico
promoveu a obtencao de sinais mais intensos dos farmacos em analise.

Para a ionizacdo de artemeter e artesunato no modo ESI(+), foi necessaria a
formacao do aduto destes farmacos com aménia, de modo a quantificar o ion precursor
correspondente a [M+NH,]". Para formacdo do aduto, foi necessario utilizar fase movel
contendo tampao acetato de aménio 10 mM, ajustado para pH 4,0 com 0,2% (v/v) de
acido acetico.

No processo de ionizagcdo por eletrospray, utilizou-se o modo positivo, no qual as
moléculas dos farmacos recebem um proton (ou NH;") e ficam carregadas positivamente.
Para favorecer a ioniza¢do dos farmacos no modo positivo, um procedimento usual é
adicionar 0,1% (v/v) de &cido férmico no solvente aquoso da fase moével. Assim, ao
tampao acetato de aménio 10 mM, foram adicionados 0,2% (v/v) de acido acético e 0,1%
(v/v) de acido férmico, obtendo-se um pH final igual a 3,0. A presenca dos dois acidos no
tampéao da fase movel foi imprescindivel para garantir picos simétricos e com intensidade
elevada nos cromatogramas.

Desta forma, para deteccdo dos farmacos por espectrometria de massas, a fase
mével utilizada foi mistura de metanol e tampéo acetato de aménio 10 mM com 0,2% de
acido acético e 0,1% de acido férmico. Inicialmente, foi empregada elui¢ao isocratica, com
90% de metanol e 10% de tampdo acetato de aménio. A elevada propor¢cdo de metanol
na fase movel é desejavel para obtencdo de sinais de alta intensidade e tempo de corrida
curto.

Como na espectrometria de massas cada farmaco € detectado por meio de uma
transicdo distinta, ndo é necessario obter resolucdo de linha base entre os picos no
cromatograma, o que também contribui para obtencdo de tempos de corrida curtos.
Entretanto, € imprescindivel avaliar a interferéncia de constituintes do plasma que co-

eluem com os farmacos de interesse, que podem suprimir ou induzir a ionizacdo dos



Resultados e discussao - 107 -

mesmos. Neste caso, as condicdes cromatograficas devem ser alteradas, visando a
separacao adequada entre picos de interesse e os interferentes em potencial.

Na analise cromatogréfica realizada com eluicdo isocratica (metanol:tampéo
acetato de amoénio — 90:10), os tempos de retencédo de artesunato, artemeter, halofantrina
e lumefantrina foram 1,97, 2,08, 2,22 e 2,33 minutos, respectivamente, conforme pode ser

visualizado na Figura 17.
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Figura 17 — Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS, para quantificagdo de artemeter e

lumefantrina em plasma, utilizando-se coluna Zorbax SB-Ciano e fase mdvel composta por metanol e
tampéo acetato de aménio 10 mM (90:10). Concentracdo das solucdes: lumefantrina 7500 ng/ml,

halofantrina 1000 ng/ml, artesunato 500 ng/ml e artemeter 400 ng/ml.

ApoOs o estabelecimento desta condicdo cromatografica inicial capaz de determinar
os farmacos, varios procedimentos de extracdo foram avaliados, assim como a
adequabilidade da utilizagéo de artesunato e/ou halofantrina como padrdes internos.

Inicialmente, foi testado um método por precipitacdo de proteinas, no qual 50 pl da

solucéo padrao interno e 50 pl de acido perclorico 5% (v/v) em metanol foram adicionados
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a 250 ul de plasma contendo os farmacos, seguido de agitacdo em vortex e adicao de 50
ul de acetato de sédio 0,1 M em metanol. Com a injecdo de 20 pl do sobrenadante,
verificou-se que a extracdo de lumefantrina e halofantrina do plasma foi baixa e variavel
entre amostras de diferentes concentracfes. Além disso, artemeter e artesunato também
nao alcancaram altas taxas de recuperacdo com este procedimento.

Em seguida, passou-se a extracdo liquido-liquido, conforme descrito no item
1.2.1.3 deste capitulo, no qual foram avaliados varios solventes organicos extratores.
Durante o procedimento de extragdo empregado, a amostra foi concentrada, de forma que
a concentracao dos farmacos na solucao injetada no cromatografo foi duas vezes superior
a concentracdo no plasma. Este procedimento foi adotado com o objetivo de aumentar a
sensibilidade de deteccdo dos farmacos para determinagéo quantitativa. Assim, a tomada
de amostra inicial foi de 250 ul de plasma e adicionaram-se 2 ml do solvente organico
extrator. Apos a separacdo das fases, foram retirados 1,6 ml da camada organica, que
corresponde a 80% do volume inicialmente adicionado. Apds a evaporagcdo, a
reconstituicdo do residuo em 200 ul de fase mével (80% de 250 ul) garantiria uma
concentracao final igual & concentracdo plasmatica. No procedimento adotado, o residuo
foi reconstituido em 100 ul de fase movel, de forma que a concentracdo final dos
farmacos foi o dobro da concentracdo plasmaética.

Foram avaliados, como solventes organicos extratores, mistura de hexano e metil-t-
butil éter (20:80) e cloroférmio e metil-t-butil éter (20:80). Em ambos solventes, artemeter
apresentou porcentagem de recuperagdo proxima a 100%, enquanto lumefantrina foi
muito pouco extraida (recuperacdo inferior a 50%). Segundo ZENG et al. (1996), a
presenca de acido acético no sistema de solventes extratores é a chave para uma alta
eficiéncia de extragdo de lumefantrina.

Apesar de lumefantrina ser uma base organica e provavelmente se encontrar na
forma ionizada em meio acido, apresentando consequentemente maior afinidade pela
fase aquosa, o0 autor sugere que ocorre a formacao de um par iénico entre lumefantrina e
acido acético. Este par ibnico ndo se dissocia, comporta-se como molécula neutra, e,
desta forma, a adicdo de &cido acético aumenta de forma significativa a solubilidade de
lumefantrina em solventes organicos. Utilizando acetato de etila como solvente extrator,
ZENG et al. (1996) obtiveram uma porcentagem de recuperacdo de 26% para
lumefantrina, enquanto a extracdo com acetato de etila e acido acético (100:1) promoveu
recuperacgdo de 92,91% do farmaco.

Assim, outros dois sistemas de solventes extratores foram avaliados: cloroférmio,

metil-t-butil éter e acido acético glacial (20:80:1) e acetato de etila e 4cido acético glacial
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(100:1). Acetato de etila apresenta certa miscibilidade com agua, de forma que nao foi
possivel obter adequada separacdo de fases quando este solvente foi empregado. O
solvente extrator constituido por mistura de cloroférmio, metil-t-butil éter e acido acético
glacial (20:80:1) apresentou elevada eficiéncia de extracdo tanto para os farmacos em
estudo quanto para os padrdes internos.

Outro fator importante para o aumento da eficiéncia de extracao de lumefantrina foi
a adicdo de 0,2 ml de acetonitrila ou metanol no plasma, antes da extracao liquido-liquido.
Este procedimento levou a precipitacédo de proteinas do plasma, e foi uma forma de limpar
previamente a amostra antes da extracao.

Deste modo, o seguinte procedimento para extracdo dos farmacos do plasma foi
inicialmente adotado: a 250 pl de plasma contendo os farmacos, adicionaram-se 50 ul da
solucao padréo interno e 200 ul de acetonitrila, seguido de pulsos no vortex. Adicionaram-
se 2 ml de mistura de cloroféormio, metil-t-butil éter e acido acético glacial (20:80:1) e
agitou-se em voértex por 40 segundos. Os tubos foram centrifugados, uma aliquota de 1,6
ml da camada organica foi transferida para outro tubo de vidro e evaporada. O residuo
obtido foi reconstituido em 100 pl de fase mével e 20 pl foram injetados no cromatografo.

Com o objetivo de determinar a taxa de recuperacao de artemeter, lumefantrina e
padrdes internos pelo procedimento otimizado, as areas dos picos obtidos nas amostras
extraidas foram comparadas com as areas dos picos de amostras em fase movel, nas
mesmas concentragdes. Trés concentracdes foram avaliadas: CQB (30 ng/ml de
artemeter e 30 ng/ml de lumefantrina), CQM (400 ng/ml de artemeter e 7500 ng/ml de
lumefantrina) e CQA (800 ng/ml de artemeter e 15000 ng/ml de lumefantrina). As
concentracfes dos padrdes internos foram fixas: 500 ng/ml de artesunato e 1000 ng/ml de

halofantrina. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 34.

Tabela 34 - Taxas de recuperacéo de artemeter, lumefantrina, artesunato e halofantrina obtidas

pelo procedimento de extracgéo liquido-liquido.

i Taxas de recuperacao (%)
Farmaco
CcQB CQM CQA
Artemeter 150,1 151,3 154,2
Lumefantrina 168,0 84,8 74,9
Artesunato 131,9 125,0 132,4
Halofantrina 205,4 209,3 203,6

De acordo com a Tabela 34, observa-se que foram obtidas taxas de recuperacéo

consideravelmente elevadas para todos os farmacos. Para artemeter, a recuperacao foi
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independente da concentracdo plasmatica, enquanto para lumefantrina verificou-se que a
taxa de recuperacéo diminuiu com o aumento da concentracdo do farmaco no plasma.

Primeiramente, pensou-se que as altas taxas de recuperagdo ocorreram devido a
evaporacdo do solvente organico durante o0 processo de extracdo, levando a
concentracdo das amostras. Desta forma, todo o procedimento foi repetido, controlando-
se e evitando-se a evaporacdo do solvente em todas as etapas, principalmente na
reconstituicdo do residuo em 100 pl de fase movel. Entretanto, taxas de recuperacao
semelhantes foram obtidas. Outros procedimentos foram adotados, como aumentar o
namero de lavagens da seringa e do loop do injetor automatico entre as injecdes para
eliminar o efeito memdria (carry over) do equipamento; retirar toda a camada organica
apos a centrifugacao (2 ml ao invés de 1,6 ml) e reconstituir o residuo em 125 pl ao invés
de 100 pl; dobrar os volumes de plasma tomado, de solugdo de padrdo interno e do
solvente organico extrator; substituir metil-t-butil éter por hexano na mistura de solventes
extratores e utilizar outro analista. Contudo, nenhum dos procedimentos avaliados se
mostrou eficiente para reduzir as elevadas taxas de recuperagao obtidas para os quatro
farmacos.

Diante do exposto, foi feito um teste para avaliar o efeito de matriz do plasma no
procedimento de extracdo liquido-liquido empregado, conforme descrito previamente no
item 1.2.1.4.5. Este teste tem como objetivo verificar se compostos endogenos do plasma
sdo co-eluidos com os farmacos de interesse, promovendo supressdo ou inducdo de
ionizacdo quando espectrometria de massas € empregada como método de deteccao.
Para isso, foi feita a comparacdo das areas dos picos dos farmacos diluidos em fase
movel com aquelas da solucdo obtida apds extracdo de plasma branco e reconstituicao
do residuo, nas mesmas concentracdes. Assim, foi realizado o procedimento de extracao
liquido-liquido em uma amostra de plasma branco, que néo recebeu os farmacos nem os
padrdes internos. Apés a extracdo e evaporacao da camada organica, o residuo obtido foi
reconstituido em uma solugcdo que continha artemeter, lumefantrina, artesunato e
halofantrina em fase movel, na concentracdo média (CQM). As areas foram comparadas
com aquelas obtidas na mesma solucdo utilizada para reconstituicdo, mas injetada
diretamente no cromatografo. Verificou-se que as areas dos farmacos na solucao utilizada
para reconstituicdo do residuo do plasma foi consideravelmente superior as areas da
mesma solugdo injetada diretamente no cromatégrafo, de forma que foi comprovado o
efeito de inducéo de ionizacdo dos quatro farmacos pelos constituintes do plasma.

SMERAGLIA et al. (2002) descrevem algumas medidas que podem ser

consideradas para minimizar ou eliminar o efeito de matriz, como modificacdo das
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condicbes de ionizacdo no espectrdmetro de massas, alteracdes no procedimento de
extracdo, de forma a tornar a amostra mais limpa, e modificacbes nas condicOes
cromatograficas, principalmente por meio da substituicdo de eluigdo isocratica por eluicdo
em gradiente para melhor separacdo entre 0s picos de interesse e compostos
interferentes.

Desta forma, a eluicdo isocréatica (tampédo acetato de aménio 10 mM:metanol —
10:90) foi substituida por eluicdo em gradiente, de acordo com a Tabela 35, sendo o
eluente A constituido de tampéao acetato de aménio 10 mM e o eluente B metanol.

Tabela 35 - Condic&o da eluicdo em gradiente inicialmente avaliada para quantificagdo de

artemeter e lumefantrina em plasma por LC-MS/MS.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0.00 50 50
4.00 5 95
6.00 5 95
6.01 50 50
7.50 50 50

Com esta condicéo, o tempo de corrida foi 7,5 minutos e os tempos de retencéo de
artesunato, artemeter, halofantrina e lumefantrina foram 4,09, 4,40, 5,51 e 5,92 minutos,
respectivamente. Na transi¢cdo de artemeter, foi possivel identificar claramente dois picos
interferentes, um antes e outro depois do pico do farmaco, que ndo apareciam no
cromatograma da condicao isocratica previamente utilizada. No modo isocratico, todos os
picos eram eluidos rapidamente da coluna, com baixo tempo de retencdo e,
provavelmente, compostos enddgenos do plasma saiam da coluna e entravam no
detector simultaneamente com os farmacos, alterando a ionizagdo dos mesmos.

Um novo teste de recuperacao foi realizado na concentracdo média (CQM) a as
novas taxas de recuperacdo obtidas para artemeter, lumefantrina, artesunato e
halofantrina foram 85,4%, 87,1%, 94,0% e 206,3%, respectivamente. Desta forma, a
condicdo em gradiente foi capaz de separar 0s compostos interferentes causadores da
inducéo da ionizacéo para todos os farmacos, com excec¢ao de halofantrina.

A tentativa seguinte para eliminar o efeito de matriz de halofantrina foi alterar seus
parametros de ionizacdo no espectrometro de massas. Varias modificagcbes foram
avaliadas, como altera¢gdes das energias do cone e de colisdo e substituicdo do fragmento
utilizado na transicédo de 142,36 para 100,32. Entretanto, em todas as condi¢des testadas,

o teste de efeito de matriz demonstrou que area do pico de halofantrina na solucao usada
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para reconstituicdo do residuo do plasma era aproximadamente o dobro da area obtida
com a mesma solucdo em fase movel, resultado em taxas de recuperacdo proximas a
200%.

Segundo SNYDER et al. (1997), o padrao interno ndo precisa, necessariamente,
ser estruturalmente relacionado ao analito, o requisito mais importante € que ele
apresente 0 mesmo comportamento quimico do analito no processo de extracdo e
preparo da amostra. Apesar de artesunato ser um acido organico e lumefantrina ser uma
base, ambos se comportam de forma semelhante no processo de extragdo em meio
acido, uma vez que artesunato permanece em sua forma nado ionizada e lumefantrina
provavelmente forma par ibnico com o acido acético, comportando-se como molécula
neutra. Desta forma, foi feita uma analise retrospectiva com os dados armazenados,
considerando artesunato como padrdo interno de lumefantrina. Em todas as curvas
analiticas ja plotadas e analises realizadas, os desvios e resultados das analises nao
foram alterados quando halofantrina foi substituida por artesunato como padréo interno
para lumefantrina. De acordo com métodos disponiveis na literatura cientifica, a utilizacao
de mais de um padréo interno para quantificacdo de farmacos em associa¢cdo ndo é um
procedimento usual, mesmo quando os analitos ndo sao estruturalmente relacionados.
Assim, passou-se a adotar artesunato como padrdo interno Unico para artemeter e
lumefantrina e sua concentracdo de trabalho foi aumentada de 500 ng/ml para 1000
ng/ml, de forma que a area de seu pico fornecesse um valor intermediario para os dois
analitos.

Quanto maior o numero de transicbes detectadas no espectrometro de massas,
menor é a sensibilidade do detector para cada uma delas, de forma que esta medida
apresentou a vantagem de aumentar a intensidade dos sinais dos analitos, uma vez que a
transicao de halofantrina foi eliminada do método.

A etapa seguinte foi a realizacdo de uma pré-validacdo para verificar a
adequabilidade do procedimento de extracdo e das condicdes cromatogréaficas
otimizadas. O teste de efeito de matriz foi novamente realizado, agora em duas
concentracbes de cada analito (CQA e CQB) e em amostras de plasma branco
provenientes de seis voluntarios diferentes. Considerou-se auséncia de efeito de matriz
guando a diferenca entre a area do pico do analito na solucéo utilizada para reconstituicao
do residuo do plasma e aquela obtida em fase mével foi inferior a 15%. Verificou-se que
artemeter e artesunato nédo sofreram efeito de matriz em nenhuma das seis amostras de
plasma, independente da concentracdo. Para lumefantrina, na concentracédo alta (15000

ng/ml) nao foi verificada diferenca significativa entre as areas na solucdo utilizada para
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reconstituicdo e aquela em fase movel. Entretanto, na concentracao baixa (30 ng/ml), a
area do pico da solucéo de reconstituicdo foi aproximadamente trés vezes superior a area
do pico da solucdo em fase movel, demonstrando claramente inducéo de ionizacdo de
lumefantrina em baixas concentracbes. Como as areas dos picos de lumefantrina na
concentracdo alta sdo bastante elevadas, o efeito de matriz ndo é detectado, mas em
concentracfes baixas este efeito € significativo, comprometendo a quantificacdo de
lumefantrina e inviabilizando a aplicacdo do método desenvolvido para quantificacdo do
farmaco em meio plasmaético.

Novamente os procedimentos para eliminacdo do efeito de matriz por inducdo de
ionizacdo foram retomados, agora voltados a lumefantrina. Inicialmente, foi avaliada a
troca da coluna cromatogréfica, substituindo a fase estacionaria ciano por Cig ou fenila.
Entretanto, além destas fases estacionarias nédo terem reduzido o efeito matriz de forma
satisfatéria, a simetria do pico de lumefantrina ficou comprometida na coluna C;s € a
coluna fenila forneceu tempos de retencdo excessivamente longos para os analitos.

No processo de extracdo liquido-liquido empregado, apds a reconstituicdo do
residuo com fase mébvel, era obtida uma solucdo amarelada e levemente turva,
demonstrando que o procedimento empregado fornecia uma amostra final
consideravelmente “suja”. Em testes realizados com plasmas brancos, verificou-se que a
presenca de acido acético no solvente organico extrator utilizado era responsavel pela
obtencdo de amostras finais turvas e amareladas. Entretanto, como discutido
anteriormente, ZENG et al. (1996) demonstraram que a presenca de &cido acético no
sistema de solventes extratores € a chave para uma alta eficiéncia de extracdo de
lumefantrina, fato comprovado também experimentalmente no presente trabalho. Desta
forma, a retirada de acido acético do solvente extrator ndo seria adequada.

Assim, duas medidas foram adotadas para tentar eliminar a indugéo de ionizacao
de lumefantrina: novas alteracdes no gradiente da fase movel e no procedimento de
extracdo. As condicGes do gradiente foram modificadas de forma a aumentar o tempo de
corrida e possivelmente separar melhor o pico de lumefantrina dos interferentes
provenientes do plasma. A avaliagdo desta separacdo € consideravelmente complexa,
uma vez que os interferentes do plasma normalmente nao sao visualizados nos
cromatogramas, mas sabe-se que eles entram simultaneamente com os farmacos no
detector, alterando sua ionizacdo. A nova condi¢do da eluicdo em gradiente adotada esta
demonstrada na Tabela 36, sendo o eluente A constituido de tampé&o acetato de amonio

10 mM e o eluente B metanol.
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Tabela 36 - Condicéo da eluicdo em gradiente adotada para quantificacéo de artemeter e

lumefantrina em plasma por LC-MS/MS.

Tempo (min)

Eluente A (%)

Eluente B (%)

0.00
7.00
7.01
9.00

40
0

40

40

60
100
60
60

Com esta condicao, o tempo de corrida aumentou para 9,00 minutos e os tempos

de retencdo de artesunato, artemeter e lumefantrina foram 3,81, 4,24 e 6,69 minutos,

respectivamente. Um cromatograma obtido nesta condi¢cdo, na concentragcdo meédia

(CQM), esta demonstrado na Figura 18.
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Figura 18 — Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS para quantificagdo de artemeter e

lumefantrina em plasma, utilizando-se coluna Zorbax SB-Ciano e eluicdo em gradiente com fase

movel composta por tampéo acetato de amdnio 10 mM e metanol. Concentragdo das solugdes:

lumefantrina 7500 ng/ml, artesunato 1000 ng/ml e artemeter 400 ng/ml.

Além disso, como tentativa para limpar a amostra no processo de extracao de

forma mais eficiente, foi inserido um procedimento inicial de precipitacdo de proteinas,

seguido de centrifugacdo, antes da extracdo liquido-liquido. Em minitubos eppendorf,
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adicionaram-se 250 ul de plasma contendo os farmacos, 50 pl de solucdo de padrdo
interno e 550 yl de metanol ou acetonitrila, seguido de agitacdo em vortex por 20
segundos e centrifugacdo a 5000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C. Uma aliquota de 640 pul do
sobrenadante foi transferida para um tubo de vidro e adicionaram-se 2 ml do solvente
organico extrator (cloroformio:metil-t-butil éter:acido acético glacial - 20:80:1). Os tubos
foram agitados em vortex por 40 segundos e centrifugados a 3500 rpm, por 4 minutos, a 4
°C. Uma aliquota de 1,8 ml da camada organica foi transferida para outro tubo de vidro e
evaporada no concentrador de amostras, sob fluxo de nitrogénio, a 40 °C, por 8 minutos.
O residuo obtido foi reconstituido em 90 pl de fase movel e 20 ul foram injetados no
cromatégrafo.

Da forma semelhante ao procedimento anterior, os farmacos foram concentrados
duas vezes nesse processo de extracdo. Utilizando-se esse procedimento, principalmente
guando metanol foi utilizado na etapa inicial de precipitacdo de proteinas, a amostra final
obtida apo6s reconstituicdo ficou consideravelmente mais limpa, apenas levemente
amarelada e sem turvacao.

Realizou-se novo teste de efeito de matriz empregando a condicdo em gradiente e
o procedimento de extracdo otimizados. Para artesunato, artemeter em concentracao alta
e baixa e lumefantrina em concentracéo alta, nenhum efeito de matriz foi verificado. Para
a concentracdo baixa de lumefantrina, a area obtida na solucdo utilizada para
reconstituicdo do residuo do plasma foi 20% superior a area da solugdo em fase movel.
Segundo as referéncias empregadas para a realizacdo deste teste (MATUSZEWSKI et
al., 2003 e TAYLOR, 2005), a variacdo maxima permitida é 15%, de forma que ainda foi
possivel identificar uma leve inducdo de ionizacdo para lumefantrina em concentracdes
baixas. ApOs avaliacdo da recuperacdo dos farmacos pelo novo procedimento de
extracao, verificou-se que as quantidades recuperadas de artemeter e lumefantrina, assim
como de artesunato, foram reduzidas de forma significativa, 0 que consequentemente
levou a diminuicdo das areas dos picos e aumento do limite inferior de quantificacdo do
método (>10 ng/ml para ambos os farmacos).

Além disso, o procedimento desenvolvido com precipitagcdo de proteinas seguido
de extracdo liquido-liquido se mostrou consideravelmente trabalhoso e demorado, uma
vez que envolve duas etapas de centrifugacdo, uma de 5 e outra de 4 minutos, uma etapa
de evaporagdo de solvente de 8 minutos, além do tempo gasto na manipulagdo das
amostras. Para extracdo de cada amostra, seriam utilizados um minitubo eppendorf e dois
tubos de vidro. Na primeira centrifugacao, as amostras estariam em minitubos eppendorf,

enquanto na segunda, estariam em tubos de vidro, de forma que o carrossel da centrifuga
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deveria ser trocado a cada sequéncia de extracdo. Como varias etapas de pipetagem
eram necessarias, o procedimento era suscetivel a variacbes devido a erros humanos e
evaporacao de solvente, e mesmo sendo realizado por analistas treinados, verificou-se
gue a preciséo obtida por este procedimento nédo foi elevada.

Poderia-se ignorar a leve inducéo de ionizacdo de lumefantrina em concentracdes
baixas e empregar o método desenvolvido, mesmo com taxas de recuperacdo menores,
limite inferior de quantificagcdo maior e procedimento de extracdo laborioso. Entretanto,
diante do exposto, novas tentativas foram realizadas, visando simplificar e otimizar a
eficiéncia do método.

Foi observado que na etapa inicial de precipitacdo de proteinas, apds adicdo de
550 ul de metanol e centrifugagcéo, o sobrenadante obtido era consideravelmente limpido.
Pensou-se entdo, em injetar diretamente este sobrenadante. Devido a alta afinidade de
lumefantrina por acido acético, adicionou-se 0,5% (v/v) desse acido ao metanol e avaliou-
se 0 seguinte procedimento de extracdo por precipitacdo de proteinas: em minitubos
eppendorf contendo 250 pl de plasma com os farmacos, adicionaram-se 50 pl da solucéo
padrdo interno (artesunato 5000 ng/ml em metanol) e submeteu-se ao vértex por 30
segundos. Em seguida, 450 pl de acido acético glacial 0,5% (v/v) em metanol foram
adicionados e agitou-se em vortex por 40 segundos. Os minitubos foram centrifugados a
10000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para vials. Como neste
procedimento a amostra, ao invés de concentrada, foi diluida trés vezes (volume inicial de
250 pl e volume final de 750 pl), o volume de injecao foi aumentado para 50 pl.

Os testes de efeito de matriz e de recuperacao foram realizados adotando-se o
novo procedimento de precipitacdo de proteinas, com o método de eluicdo em gradiente
descrito na Tabela 36. N&o foi verificada inducdo ou supressao de ionizagéo para nenhum
dos farmacos, independente da concentracdo, nem para o padrao interno, indicando que
0s compostos enddgenos do plasma que causavam efeito de matriz provavelmente eram
extraidos pela mistura de solventes organicos extratores no procedimento de extracao
liquido-liquido. No procedimento de precipitagdo por proteinas, foram obtidas taxas de
recuperacdo superiores a 80% para todos os farmacos e experimentos pré-validacao
indicaram linearidade e precisdo adequadas, de forma que o procedimento descrito foi
adotado para a extracdo dos farmacos do plasma com sucesso.

Apesar do tempo de corrida na analise cromatografica ser relativamente longo (9
minutos), o procedimento de extracdo se mostrou rapido e robusto, resultando em uma
analise simples e confiavel. A etapa que consome maior tempo no método desenvolvido

justamente a analise cromatografica, que € automatizada. Assim, o trabalho do analista
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envolve basicamente o processo de extracdo que, como mencionado anteriormente, €
bastante rapido e simples. Consequentemente, o procedimento desenvolvido minimiza
possiveis erros ou variagbes provenientes da manipulacdo das amostras, levando a
obtencao de resultados precisos e exatos.

Segundo TAYLOR (2005), os efeitos de matriz sdo o “calcanhar de Aquiles” de
métodos bioanaliticos por LC-ESI-MS/MS. Estes efeitos sdo decorrentes de alteragdes na
eficiéncia de ionizacdo pela presenca de substancias que co-eluem com os analitos,
provenientes da matriz bioldgica. O mecanismo exato do efeito de matriz ainda ndo é
claro, entretanto, provavelmente se origina da competicdo entre o analito e componentes
da matriz ndo detectados que co-eluem com o analito. Dependendo do ambiente no qual
0S processos de ionizacdo e evaporacdo dos ions ocorrem, esta competicdo pode
efetivamente diminuir (supressdo de ionizagdo) ou aumentar (inducdo de ionizacao) a
eficiéncia da formacdo dos ions desejados do analito, presentes na fonte de ionizacao.
Assim, a eficiéncia da formacdo de ions do analito € diretamente dependente da matriz
gue entra simultaneamente na fonte de ionizagcdo (MATUSZEWSKY et al., 2003).

Para alguns compostos especificos, foi demonstrado que ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI) € menos suscetivel a efeitos de matriz do que eletrospray,
provavelmente porque o excesso de ions reagentes para produzir analitos carregados
torna o processo de ionizacdo por APCl menos suscetivel aos efeitos de matriz. Assim,
estes efeitos poderiam ser eliminados pela troca da fonte de ionizacdo (HOPFGARTNER
& BOURGOGNE, 2003). No presente trabalho, a fonte de ionizacdo APCI ja havia sido
previamente avaliada e verificou-se que a mesma nao foi adequada para ionizacéo e
deteccdo dos farmacos em estudos. Outro procedimento alternativo para eliminar efeitos
de matriz seria alterar a polaridade do modo de ionizag&o (positivo para negativo ou vice
versa) (LEVERENCE et al., 2007). Entretanto, como mencionado pelos préprios autores,
esse procedimento € viavel apenas quando o analito pode ser efetivamente ionizado em
ambos os modos (positivo e negativo) e 0os compostos interferentes se ionizam em
apenas um modo.

Os efeitos de matriz também sédo altamente dependentes do analito e da matriz
biolégica. A natureza quimica de uma substancia influencia consideravelmente a extensao
na qual o efeito de matriz ocorre. Substancias mais polares apresentam maior
probabilidade de sofrer supressdo de ionizacdo do que substdncias menos polares
(TAYLOR, 2005).

Os interferentes do plasma que causam efeito de matriz normalmente ndo sao

detectados no cromatograma, mas causam impacto negativo na exatiddo e sensibilidade
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do método. Para minimizar ou eliminar os efeitos de matriz, modificacdes na metodologia
de extracdo da amostra e melhoras na separacdo cromatografica devem ser realizadas.
Estes dois procedimentos estéo interligados e constituem a base para o desenvolvimento
bem sucedido de um método quantitativo robusto por LC-MS/MS (TAYLOR, 2005).

Segundo ZHOU et al. (2005), uma etapa inicial de extracéo e limpeza da amostra é
necessaria para remover compostos indesejaveis provenientes da matriz. Uma segunda
etapa de limpeza, que envolve a analise cromatografica, separa o analito de interesse de
interferentes remanescentes do método de extracao. Estas duas etapas adequadamente
otimizadas em conjunto sdo capazes de eliminar os compostos da matriz biolégica que
poderiam competir com o analito pela ionizacédo e garantir a performance satisfatéria do
método bioanalitico. No presente trabalho, modificagcbes conjuntas nas condi¢es
cromatograficas e nos procedimentos de extragdo foram realizadas visando a eliminacao
do efeito de matriz. Como mencionado por TAYLOR (2005) e verificado
experimentalmente, estes dois procedimentos sdo intimamente relacionados e devem ser
considerados conjuntamente para obtencdo de um método bioanalitico sem efeito de
matriz, razdo pela qual a extracdo dos farmacos do plasma e a analise cromatografica
foram descritas em um mesmo topico no presente trabalho.

Precipitacdo de proteinas € considerado o procedimento de preparo de amostras
mais “sujo”, promovendo, assim, efeito de matriz com maior frequéncia, quando
comparado a extracdo em fase solida ou extracdo liquido-liquido (LEVERENCE et al.,
2007). No presente trabalho, entretanto, uma situacéo contraria foi verificada, uma vez
gque as amostras obtidas pelo procedimento de extracdo liquido-liquido foram
consideravelmente mais turvas e amareladas do que aquelas obtidas por precipitacdo de
proteinas. Como discutido anteriormente, a presenca de &cido acético no solvente
organico extrator favorecia a extracdo de compostos do meio plasmatico que
provavelmente induziam a ionizacéo dos analitos, entretanto 0 meio acido era necessario
para obtencdo de altas taxas de recuperacdo de lumefantrina. Ja o procedimento por
precipitacdo de proteinas, além de mais simples, rdpido e robusto, levou a obtencao de
amostras mais limpas, cujos interferentes plasméticos remanescentes foram
posteriormente separados na etapa cromatografica com sucesso. Tal fato condiz com o
gue foi descrito por TAYLOR (2005), em que a selecdo de qual método de extracao
utilizar ndo é limitada apenas a avaliacado de qual fornece a amostra mais limpa, mas deve
ser também interligada a separacao cromatografica durante a otimizacdo do método.

A maioria dos efeitos de matriz ocorre préximo ao tempo zero na corrida

cromatografica. Assim, intuitivamente, se os analitos forem retidos em certa extensao na



Resultados e discussao -119 -

coluna, os efeitos de matriz podem ser minimizados (TAYLOR, 2005). No presente
trabalho, verificou-se que a substituicdo da eluicdo isocratica por gradiente minimizou os
efeitos de matriz, provavelmente devido ao aumento no tempo de retencdo dos farmacos
e melhor separagcdo dos interferentes plasmaticos. Entretanto, apods estabelecido o
gradiente, verificou-se uma situacdo contraria aquela descrita por TAYLOR (2005), uma
vez que os farmacos que foram mais suscetiveis ao efeito de matriz foram halofantrina e
lumefantrina, que apresentavam maior tempo de retencao do que artemeter e artesunato.
Tal fato demonstra que os interferentes plasmaticos apresentavam certa afinidade pela
coluna ciano empregada, sendo eluidos em tempos retencdo proximos a halofantrina e
lumefantrina. A troca da fase estacionaria da coluna por Cig ou fenila, entretanto, ndo
forneceu resultados satisfatérios em relacéo a seletividade dos farmacos e separacao dos
interferentes da matriz.

Tanto a supressdo quanto a inducdo de ionizacdo tém um efeito negativo na
precisdo do método, uma vez que 0S compostos responsaveis pelo efeito matriz sédo
provenientes do plasma e, considerando-se a extensa variabilidade interindividual,
amostras plasmaticas de diferentes voluntarios podem promover efeitos de matriz em
diferentes extensbes (MATUSZEWSKY et al.,, 2003). Além disso, a supressdo de
ionizacdo apresenta efeito prejudicial no limite inferior de quantificacdo do método, uma
vez que diminui sua sensibilidade de forma consideravel. Por outro lado, a inducédo de
ionizacdo pode ser utilizada para melhorar os limites de deteccdo do método,
principalmente em andlises de substancias pouco ionizaveis (TAYLOR, 2005).
YAMAGUCHI et al. (1999 e 2001), em dois trabalhos, realizaram a infuséo pés coluna de
2-(2-metoxietoxi)etanol, com o0 objetivo de aumentar a intensidade dos sinais dos
metabdlitos de esonarimode em urina e de ibuprofeno em plasma. Devido a baixa
sensibilidade dos métodos por LC-ESI-MS/MS para deteccao destes metabdlitos, os
autores empregaram com sucesso a infusdo de um modificador capaz de induzir a
ionizacdo dos analitos, que permitiu a identificacdo e elucidacdo estrutural dos
metabdlitos de interesse. Entretanto, € importante ressaltar que, neste caso, a substancia
responsavel pela inducéo de ionizagdo ndo era proveniente do plasma, mas adicionada
de forma conhecida e controlada ao sistema de deteccéao.

Apesar da supresséao ionica devido a efeitos de matriz ter sido descrita com mais
frequéncia na literatura, alguns trabalhos recentes relatam indugédo de ionizagdo por
componentes da matriz, embora 0 mecanismo pelo qual este processo ocorre permanecer
obscuro (ZHOU et al., 2005). KING et al. (2000) estudaram 0S mecanismos que

promovem supressao ibnica em eletrospray e demonstraram que o efeito de matriz é



Resultados e discussao -120 -

resultado da competicdo entre componentes plasmaticos ndo volateis e ions do analito
para alcancar a superficie da gota e ser transferido para a fase gasosa no processo de
ionizagdo. Entretanto, os autores concluiram que o mecanismo exato da alteracdo da
transferéncia do analito para a fase gasosa por estes compostos ndo volateis ndo é claro.
LEVERENCE et al. (2007) avaliaram os efeitos de matriz em eletrospray e atribuiram o
fenbmeno de inducédo de ionizacdo observado no método ao modelo de ionizacdo do
eletrospray, ou seja, evaporagcdo e ejecdo dos ions da gota. Segundo esses autores,
compostos interferentes podem induzir um excesso de analitos na superficie da gota e o
acumulo de cargas associadas facilitariam a evaporacéo dos ions ou a explosdo da gota
devido a repulsédo eletrostatica. Entretanto, os autores afirmam que o mecanismo de
ionizacao por eletrospray é consideravelmente complexo e outros parametros, como as
propriedades fisico-quimicas dos analitos, também podem ter um impacto significativo na

extensdo na qual a inducéo de ionizagéo ocorre.

2.1.3 Validacdo do método bioanalitico

A validacdo de métodos bioanaliticos € o processo utilizado para garantir que a
performance dos parametros analiticos estd adequada para o uso pretendido e que o
método demonstra confiabilidade necessaria para quantificar um ou mais analitos em uma
matriz biolégica especifica (BRESSOLE et al., 1996; CAUSON, 1997). Apés
desenvolvimento e otimizacdo do meétodo por LC-ESI-MS/MS para quantificacao
simultanea de artemeter e lumefantrina em plasma, procedeu-se o processo de validacao,
segundo procedimentos preconizados pela Resolucdo RDC n° 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA e pelo Guia de Validacdo de Métodos Bioanaliticos recomendado pelo
U.S. Food and Drug Administration (Guidance for Industry — Bioanalytical Method
Validation, 2001).

2.1.3.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico foi avaliada por meio da andalise de amostras
de plasma branco obtidas de seis diferentes voluntarios, sendo um plasma lipémico, um
plasma hemolisado e quatro plasmas normais. Empregou-se o procedimento de anélise

desenvolvido e otimizado e, em nenhuma das seis amostras, foram verificados picos
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interferentes no mesmo tempo de retencdo de artemeter, lumefantrina ou artesunato,
como demonstrado na Figura 19.

Pode-se observar, nos cromatogramas obtidos na transicdo de artemeter, a
presenca de dois picos, 0 primeiro em torno de 2,9 minutos, e o segundo em 5,5 minutos.
Como o tempo de retencdo de artemeter é 4,2 minutos, a presenca destes picos nao
interfere na quantificacdo do farmaco. E interessante notar que o primeiro pico, em 2,9
minutos, ndo aparece no cromatograma do plasma hemolisado. Nas transicées de
artesunato e lumefantrina, observa-se apenas ruidos da linha de base nos
cromatogramas, demonstrando auséncia de picos interferentes nos tempos de retencao
dos farmacos e comprovando a seletividade do método bioanalitico para quantificacao
destes analitos em plasma.

A avaliacdo de interferéncias provenientes de alguns farmacos ndo € um requisito
exigido pelos guias de validacéo, entretanto, é importante para melhor controle da etapa
clinica a ser realizada com voluntarios. Assim, se o processo de validacdo demonstrar
gue o método é seletivo em relagdo a presenca de dipirona no plasma, por exemplo, este
farmaco pode ser eventualmente utilizado para controlar efeitos adversos do
medicamento administrado e os voluntarios que fizerem uso de dipirona ndo precisam ser
excluidos do estudo.

Assim, a seletividade do método também foi avaliada em relacdo a presenca de
cafeina, paracetamol, dipirona e dexclorfeniramina, nas suas respectivas concentracoes
plasmaticas maximas. Os cromatogramas obtidos com amostras de plasma contendo
estes farmacos apresentaram o mesmo perfil do plasma branco normal demonstrado na
Figura 19, de forma que o método bioanalitico demonstrou-se seletivo também em
relagéo a presenca destes farmacos.

A seletividade do método em relacdo a diidroartemisinina, o principal metabdlito
plasmatico de artemeter, foi avaliada, na concentracdo plasmatica maxima (1000 ng/ml).
No cromatograma obtido na transicdo de artemeter, foi possivel visualizar um pequeno
pico com tempo de retencdo de 3,8 minutos, correspondente a diidroartemisinina (Figura
20). Entretanto, a intensidade do pico foi baixa considerando-se a concentracdo de
diidroartemisinina, além do seu tempo de retencdo permitir adequada separacao
cromatografica do pico de artemeter, que é eluido em 4,2 minutos. Assim, a seletividade
do método em relagdo a presenca de diidroartemisinina nas amostras plasmaticas

também foi comprovada.
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e hemolisado, para avaliagdo da seletividade do método.

Figura 19 — Cromatogramas obtidos por LC-ESI-MS/MS para amostras de plasmas normal, lipémico
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Figura 20 - Cromatograma obtido por LC-ESI-MS/MS com a injegdo de uma amostra plasmatica

contendo diidroartemisinina a 1000 ng/ml, para avaliacdo da seletividade do método.

Foram feitas injecOes de amostras de plasma contendo artemeter e lumefantrina na
concentracdo do limite inferior de quantificacdo (10 ng/ml) e de artesunato na
concentracdo de trabalho (1000 ng/ml), isoladamente, como demonstrado na Figura 21.
Tal procedimento foi realizado com o objetivo de verificar se um farmaco apresenta
possiveis interferentes na transicao dos outros e para comparar a area de eventuais picos
interferentes com a area dos analitos de interesse.

A resposta de picos interferentes deve ser inferior a 20% da resposta do farmaco
no limite inferior de quantificacdo e inferior a 5% da resposta do padrdo interno na
concentracdo utilizada. Entretanto, em todas as anadlises realizadas, nao foram
visualizados picos interferentes nos mesmos tempos de retencdo de artemeter,
lumefantrina e artesunato e nenhum dos farmacos apresentou interferéncias nas

transicbes dos outros.
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos por LC-ESI-MS/MS para amostras de plasma contendo

artemeter (10 ng/ml), lumefantrina (10 ng/ml) e artesunato (1000 ng/ml), isoladamente.
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2.1.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada na faixa de 10 a 1000 ng/ml para artemeter, e
de 10 a 18000 ng/ml para lumefantrina, por meio da construcdo de curvas analiticas de
sete pontos, cada um em duplicata. As curvas plotadas em trés dias consecutivos
indicaram correlacéo linear adequada para artemeter, na faixa de concentracéo avaliada.
Os dados obtidos na curva analitica de artemeter do primeiro dia estdo demonstrados na
Tabela 37.

Tabela 37 — Dados obtidos para construgéo da curva analitica de artemeter, no primeiro dia de

analise, pelo método bioanalitico para quantificagdo simultdnea de artemeter e lumefantrina.

Conc. nominal Area de Area do Conc. experimental | Desvio
Ponto Resposta

(ng/ml) artemeter | padrdo interno (ng/ml) (%)
11 10 633,6 52895,4 0,012 9,9 -1,2
1.2 10 628,3 53511,8 0,012 9,6 -4,0
2.1 50 2661,6 55386,6 0,048 51,6 3,3
2.2 50 2659,3 54231,7 0,049 52,8 5,6
3.1 100 5073,0 56022,7 0,091 100,8 0,8
3.2 100 5072,5 57338,4 0,088 98,4 -1,6
4.1 250 12660,0 57584,7 0,220 250,5 0,2
4.2 250 12475,5 58668,4 0,213 2422 -3,1
5.1 500 25450,4 57790,0 0,440 505,9 1,2
5.2 500 25176,8 58968,4 0,427 490,3 -1,9
6.1 750 36934,8 56734,3 0,651 749,7 -0,0
6.2 750 37163,1 57135,9 0,650 749,0 -0,1
7.1 1000 51006,0 57726,2 0,884 1018,9 19
7.2 1000 49707,7 57875,4 0,859 990,3 -1,0

As trés curvas analiticas de artemeter, obtidas em dias consecutivos, atenderam
aos critérios de aceitacdo preconizados, uma vez que todas apresentaram coeficiente de
correlacdo superior a 0,98, desvio menor ou igual a 20% em relagdo a concentracdo
nominal para o LIQ e desvio menor ou igual 15% em relacédo a concentracdo nominal para
as outras concentragdes da curva. As equacdes das retas e 0s respectivos coeficientes
de correlacdo estdo demonstrados na Tabela 38. Na Figura 22 esta representada a curva
analitica de artemeter obtida no primeiro dia, assim como o grafico de residuos
correspondente. Observa-se que os residuos estdo distribuidos de forma aleatéria no

grafico, de forma que néo se verificou qualquer tendéncia na curva analitica de artemeter.
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Tabela 38 - Equacdes das retas e respectivos coeficientes de correlagéo obtidos para artemeter,

na avaliacdo da linearidade do método bioanalitico.

Dia Equacdo dareta Coeficiente de correlacéo
1 Y =0,000872 X + 0,003247 0,99991
2 Y =0,000735 X + 0,000852 0,99927
Y =0,000755 X + 0,001792 0,99987
Compound name: Artemeter
Calbraton cune- 0 000872173+ 000924705
g:!l;;a:sogl;g(e\:elﬁie.mal Std (Ref3), Area* (IS Conc./IS Area))
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 22 - Gréafico de residuos e curva analitica de artemeter obtidos por regresséo linear no

primeiro dia de andlise, na faixa de 10 a 1000 ng/ml.

Para construcdo das curvas analiticas de artemeter, utilizou-se fator de ponderacéo
ou fator de peso (weighting factor) igual a 1/x. Em métodos bioanaliticos, a utilizacdo de
fatores de ponderagdo € um procedimento usual, adotado para compensar o aumento da
variancia decorrente do aumento da concentracdo dos analitos. Quando a faixa de
concentracdo no eixo x é consideravelmente ampla (normalmente maior do que uma
ordem de magnitude), pode-se esperar que as variancias de cada ponto individual sejam
diferentes umas das outras. Desvios maiores observados nas concentracdes mais

elevadas tendem a influenciar a regresséao linear de forma mais acentuada do que desvios
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menores associados as concentracdes mais baixas (ROZET et al., 2007). Este fato pode
ser visualizado na plotagem do grafico de residuos versus as concentracdes dos analitos,
no qual se observa a distribuicdo dos residuos em forma de corneta, ou seja, ocorre
aumento da variancia dos residuos (tanto positivos quanto negativos) a medida que a
concentragdo no eixo x aumenta.

Assim, em métodos bioanaliticos, nos quais amplas faixas de concentracdo sao
necessarias, € comum nao se verificar varidncias equivalentes ao longo das
concentracbes da curva, condicdo denominada heterocedasticidade. Uma forma efetiva
de compensar esta situacdo € empregar a regressao linear ponderada (weighted linear
regression), de forma a diminuir a influéncia das maiores variancias verificadas nas
maiores concentracdes no ajuste da linha de regressdo aos pontos da curva. Deve-se,
entdo, escolher o fator de ponderacgéo mais adequado (1/x, 1/x?, 1/x*2, 11y, 1/y?, 1/y*?) ao
ajuste da reta aos pontos, de forma a obter menores desvios entre as concentracoes
experimentais e as nominais e coeficiente de correlagdo mais elevado. Além disso, com a
utilizagé@o do fator de ponderacéo, é possivel obter uma distribuicdo de residuos aleatoria
ao longo das concentragdes do eixo x (ALMEIDA et al., 2002).

Como lumefantrina atinge concentracfes plasmaticas consideravelmente elevadas,
a faixa de concentracdo avaliada foi de 10 a 18000 ng/ml. Solucdes estoque e amostras
plasmaticas foram preparadas para conter artemeter e lumefantrina concomitantemente,
de forma que as curvas de lumefantrina também apresentavam sete pontos.

A inspecdo visual da curva analitica de lumefantrina obtida por regresséo linear
pelo método dos minimos quadrados demonstrou claramente perda de linearidade dos
pontos mais elevados da curva. Apesar do valor do coeficiente de correlacéo obtido (r =
0,9945) ser elevado e dentro da especificagdo, o grafico de residuos demonstrou
tendéncia significativa, de forma que o modelo de regressédo linear ndo mostrou-se
adequado para lumefantrina. Na Figura 23 estdo representados a curva linear de
lumefantrina e o grafico de residuos correspondente, nos quais se pode constatar a
inadequabilidade do modelo de regresséo linear para lumefantrina.

Alguns procedimentos foram adotados com o objetivo de melhorar a linearidade da
curva de lumefantrina e torna-la adequada ao modelo de regresséo linear. Inicialmente,
transformacdes matematicas (log, In, raiz quadrada) dos valores de concentracdo e/ou
resposta foram avaliadas, entretanto, sem sucesso para melhorar a linearidade da curva.

Pensou-se em diluir as amostras ou adotar medidas para reduzir a area e
consequentemente, a resposta de lumefantrina no grafico. O empecilho para tais

procedimentos seria a reducéo do sinal também de artemeter. Como o objetivo do método
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€ a quantificacdo simultanea de ambos os farmacos, a diluicdo ou reducédo do sinal de
lumefantrina teria 0 mesmo impacto para artemeter, causando consequente perda de

sensibilidade do método e aumento consideravel no limite inferior de quantificagéo.

Compound name: Lumefantrina

Correlation coefficient: r = 0.994520, r"2 = 0.989071

Calibration curve: 0.000442542 * x + 0.00345277

Response type: Internal Std (Ref3), Area * (IS Conc./IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 23 - Gréfico de residuos e curva analitica de lumefantrina obtidos por regresséo linear, na

faixa de 10 a 18000 ng/ml.

Outro procedimento avaliado foi a reducdo do valor da energia do cone de
lumefantrina de 40 eV para 35, 30 e 25 eV, com o objetivo de diminuir a ionizacdo e a
resposta deste farmaco, sem prejudicar a deteccdo de artemeter. As areas dos picos de
lumefantrina reduziram de forma significativa e proporcional com a diminuicdo gradativa
da energia do cone, entretanto, as curvas obtidas demonstraram o mesmo perfil anterior,
com coeficiente de correlacéo superior a 0,99, mas com desvio de linearidade nos ultimos
pontos e tendéncia no grafico de residuos.

Avaliou-se ainda a alteracdo do split do sistema. Por meio de uma conexéo T,
aproximadamente 80% do fluxo que saia do cromatégrafo era descartado e apenas 20%
era introduzido no espectrometro de massas. Com o objetivo de reduzir o sinal do

detector, esta divisdo de fluxo foi alterada, de forma que 90% do fluxo era descartado e
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10% introduzido no detector. No entanto, esta medida ndo apresentou qualquer impacto
na reducao da resposta de lumefantrina ou na melhora do perfil de sua curva.

Foram realizadas, ainda, alteragbes nas condigbes cromatograficas, com o objetivo
de separar melhor o pico de lumefantrina de possiveis interferentes que poderiam estar
competindo com o farmaco pela ionizagdo em concentragcbes mais elevadas. Este
procedimento também n&o contribuiu para melhorar a linearidade da curva de
lumefantrina.

Todos os artigos cientificos publicados até entdo para quantificacdo de
lumefantrina em matrizes biolégicas (MANSOR et al., 1996; ZENG et al., 1996;
LINDEGARDH et al., 2005; ANNERBERG et al., 2005) utilizaram espectrofotometria no
ultravioleta para detec¢do do farmaco, ndo estando disponiveis na literatura artigos sobre
guantificacdo de lumefantrina por espectrometria de massas. E em todos os quatro artigos
publicados, a curva de lumefantrina foi linear, mesmo com as amplas faixas de
concentracdo utilizadas. Assim, as mesmas solucbes da curva foram injetadas no
cromatégrafo e detectadas simultaneamente no detector DAD e no espectrébmetro de
massas. Curiosamente, a curva obtida pela deteccdo na regido do ultravioleta, apesar de
apresentar maior limite de quantificacdo, ajustou-se perfeitamente ao modelo de
regressao linear, com valores de desvios e coeficiente de correlagcdo adequados e sem
tendéncias no gréfico de residuos. Por outro lado, a curva obtida com as mesmas
solugdes no espectrometro de massas demonstrou o0 mesmo perfil anterior, com perda de
linearidade nos pontos mais elevados.

Quando eletrospray é utilizado como fonte de ionizac&o, o sinal dos ions do analito
sofre saturacdo em concentracdes em torno de 10 uM. Acima desta concentracao, o sinal
dos ions dos analitos tende a diminuir. Este fenbmeno de saturacdo do sinal da amostra
pode ser atribuido a quantidade de cargas insuficientes na gota durante o processo de
ionizacao por eletrospray. Quando a superficie da gota esta sobrecarregada com ions do
analito, moléculas do analito e outros solutos, a passagem de um ion do analito do centro
da gota até sua superficie para alcancar a fase gasosa € parcialmente bloqueada, e uma
relacdo ndo-linear entre a concentracdo da amostra e o sinal do ion é esperada.
Empiricamente, foi determinado que a saturacdo do sinal dos ions do analito em
eletrospray ocorre em concentracées proximas a 10 uM (BRUINS, 1998).

Pode-se inferir, entdo, que este processo de saturagao ocorre com lumefantrina na
faixa de concentracdo empregada no método. A concentracdo de 10 uM mencionada por

BRUINS et al. (1998) equivale a cerca de 5290 ng/ml de lumefantrina, de forma que a
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guantificacdo de concentracdoes até 18000 ng/ml provavelmente leva a saturacdo de
cargas na superficie da gota no processo de ionizacéo por eletrospray.

Esta condicdo é comumente verificada em métodos bioanaliticos por LC-MS/MS,
guando eletrospray € empregado como fonte de ioniza¢ao, e ndo invalida o método ou a
utilizacdo da curva analitica para determinacdo das concentracdes das amostras. Foi
demonstrado que induzir uma funcédo linear sistematicamente € um procedimento
desnecessario e que pode levar a erros consideraveis nos resultados obtidos, situacdo
comumente verificada em métodos bioanaliticos e imunobioldgicos, nos quais as faixas de
trabalho séo consideravelmente amplas (ROZET et al., 2007).

Ainda segundo o mesmo autor, uma fonte significativa de erro e imprecisdo em
determinacdes analiticas pode ser causada pela escolha inadequada do modelo
estatistico para a curva analitica. No guia de validacdo de métodos bioanaliticos do FDA
(FOOD AND DRUG, 2001), € recomendado que seja utilizado o modelo mais simples que
descreva adequadamente a relacdo entre concentracao e resposta.

Segundo HUBERT et al. (2007), diferentes funcdes de respostas podem ser
consideradas durante as etapas de desenvolvimento e validacéo, e a escolha do modelo
mais adequado depende do tipo método (fisico-quimico, bioanalitico, imunobiologico).
Geralmente, a maioria dos métodos fisico-quimicos emprega regressao linear, com a reta
passando pelo zero ou ndo. Quando métodos bioanaliticos sdo desenvolvidos, funcdes
guadraticas devem ser consideradas em alguns casos, principalmente devido a ampla
faixa de concentracao avaliada.

Na literatura cientifica, trabalhos nos quais regressdo quadratica foi utilizada para
guantificacdo de farmacos por LC-ESI-MS/MS sao facilmente encontrados (XUE et al.,
2003; KAWABATA & URASAKI, 2006; LI et al., 2007; XU et al., 2007; WANG et al., 2008;
VLASE et al., 2008; JENSEN et al., 2008). Alguns autores mencionam que a regressao
linear foi inicialmente avaliada, mas a curva ajustou-se melhor ao modelo quadratico.
Além do processo de saturacdo que ocorre em eletrospray e de amplas faixas de
concentragcdo, a obtencdo de curvas quadraticas parece estar relacionada também as
caracteristicas intrinsecas do farmaco analisado.

Desta forma, a curva analitica obtida por regressao quadratica foi adotada para a
lumefantrina, com fator de ponderacdo 1/x. Empregando-se este modelo, além de
menores desvios entre as concentragcdes experimentais e nominais terem sido obtidos, o
gréfico de residuos ndo demonstrou qualquer tendéncia com o aumento da concentracdo

e o valor do coeficiente de correlacdo aumentou, nos trés dias de analise. Os dados
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obtidos na curva analitica de lumefantrina por regressédo quadratica no primeiro dia estao

demonstrados na Tabela 39.

Tabela 39 - Dados obtidos para construcéo da curva analitica de lumefantrina, no primeiro dia de

analise, pelo método bioanalitico para quantificagdo simultédnea de artemeter e lumefantrina.

Conc. nominal Areade Area do Conc. experimental | Desvio
Ponto ) ) Resposta

(ng/ml) lumefantrina | padréo interno (ng/ml) (%)
11 10 395,6 52895,4 0,007 8,7 -13,1
12 10 392,5 53511,8 0,007 8.4 -15,7
2.1 200 6942,3 55386,6 0,125 220,2 10,1
2.2 200 6948,3 54231,7 0,128 2252 12,6
3.1 2000 65262,3 56022,7 1,165 2131,5 6,6
3.2 2000 64899,7 57338,4 1,132 2069,4 35
4.1 6000 184227,7 57584,7 3,199 6149,2 2,5
4.2 6000 179987,1 58668,4 3,068 5877,0 -2,0
5.1 10000 276582,9 57790,0 4,786 9606,3 -3,9
5.2 10000 2848525 58968,4 4,831 9708,5 -2,9
6.1 14000 375802,8 56734,3 6,624 14104,4 0,7
6.2 14000 375330,8 57135,9 6,569 13960,5 -0,3
7.1 18000 461590,1 57726,2 7,996 17962,7 -0,2
7.2 18000 4717257 57875,4 8,151 18433,4 2.4

As trés curvas analiticas de lumefantrina, obtidas em dias consecutivos, atenderam

aos critérios de aceitagdo preconizados, uma vez que todas apresentaram coeficiente de

bY

correlacdo superior a 0,98, desvio menor ou igual a 20% em relagcdo a concentracao

nominal para o LIQ e desvio menor ou igual 15% em relacéo a concentracdo nominal para

as outras concentracdes da curva. As equacdes das retas e 0s respectivos coeficientes

de correlacao de lumefantrina estdo demonstrados na Tabela 40.

Tabela 40 - Equacdes das retas e respectivos coeficientes de correlagio obtidos para

lumefantrina, na avaliacéo da linearidade do método bioanalitico.

Dia Equacéo dareta Coeficiente de correlacéo
Y = -9,2244e-009 X? + 0,000564 X + 0,000223 0,99932
Y =-9,0848e-009 X* + 0,000562 X + 0,001370 0,99846
3 Y =-8,0676e-009 X* + 0,000555 X + 0,000207 0,99966

Na Figura 24 esta representada a curva quadratica de lumefantrina e o grafico de

residuos correspondente. Esta curva foi plotada com os mesmos dados de concentragao

e resposta demonstrados na Figura 23. Observa-se que os residuos estao distribuidos de
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forma aleatéria no grafico, demonstrando auséncia de tendéncia e adequabilidade do

modelo quadratico a curva de lumefantrina.

Compound name: Lumefantrina

Coefficient of Determination: R"2 = 0.998631

Calibration curve: -9.22442e-009 * x"2 + 0.000564315 * x+-0.000223114

Response type: Internal Std (Ref3 ), Area * (IS Conc. /IS Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Ads trans: None
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Figura 24 — Gréafico de residuos e curva analitica de lumefantrina obtidos por regresséo quadratica

no primeiro dia de andlise, na faixa de 10 a 18000 ng/ml.

E interessante observar que a utilizagdo apenas dos coeficientes de correlagéo ou

determinacao nao é suficiente para avaliacdo precisa da linearidade do método. Em todas

as curvas analiticas de lumefantrina obtidas por regressao linear, os valores destes

coeficientes foram elevados (superiores a 0,98), apesar de haver uma nitida inadequacao

dos dados ao modelo, como demonstrado no grafico de residuos e desvios obtidos. Como

exemplo, ROZET et al. (2007) propuseram quatro modelos estatisticos para avaliacdo da

linearidade do método por LC-MS/MS para quantificacdo de loperamida em plasma

(regressdo linear, regressao linear com fator de ponderacéo 1/x?, regressdo linear com

transformacao logaritmica e regressdo quadratica). Os quatro modelos apresentaram

coeficiente de determinacdo superior a 0,99, entretanto, apenas a regressao linear

ponderada forneceu valores de desvios baixos e residuos aleatodrios, sendo adequada

para obtencéo de resultados exatos.
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Ainda segundo HUBERT et al. (2007), o coeficiente de determinacdo € um
parametro apenas informativo para avaliacdo da qualidade dos resultados da linearidade.
Os desvios entre as concentracdes experimentais e teoricas da curva refletem a exatidao
dos resultados e possibilitam avaliar de forma mais confiavel a adequabilidade do modelo

estatistico aos resultados obtidos.

2.1.3.3 Precisao e exatidao

A precisdo e exatiddo do método bioanalitico foram avaliadas em trés
concentracOes diferentes de artemeter e lumefantrina (CQB, CQM e CQA), em
sextuplicata, em trés dias consecutivos. Os valores obtidos nas andlises intra-corrida e

inter-corridas estdo demonstrados nas Tabelas 41 e 42, respectivamente.

Tabela 41 — Resultados da preciséo e exatid&o intra-corrida obtidos pelo método bioanalitico para

guantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

] Artemeter (ng/ml) Lumefantrina (ng/ml)
Replicata
30 400 800 30 7500 15000
1 29,32 401,61 808,02 34,69 7883,69 15733,87
2 30,59 390,89 811,10 32,63 7645,11 15459,55
3 29,22 397,64 808,54 31,67 7583,98 15427,33
4 27,70 376,03 817,36 31,78 7535,77 14996,62
S 28,41 386,90 780,85 30,48 7620,38 15703,86
6 29,59 406,78 808,44 30,29 7922,15 15812,00
Média (n=6) 29,14 393,31 805,72 31,92 7698,51 15522,21
DPR (%) 341 2,82 1,57 5,05 2,12 1,93
Exatidao (%) 97,13 98,33 100,71 106,41 102,65 103,48

De acordo com os resultados das Tabelas 41 e 42, observa-se que o0 método
demonstrou ser preciso e exato para quantificacdo simultdnea de artemeter e
lumefantrina, uma vez que todos os valores de desvio padrao relativo (DPR) foram
inferiores a 15% e em todas as concentracfes a exatiddo se manteve dentro da faixa de
85% a 115%. Verifica-se, ainda, que a precisdo do método variou de acordo com a
concentracdo dos analitos, sendo que concentragcfes maiores apresentaram menor
desvio padréo relativo para ambos os farmacos. A exatiddo, por sua vez, se mostrou um

parametro independente da concentracao.
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Tabela 42 - Resultados da preciséo e exatid&o inter-corridas obtidos pelo método bioanalitico para

quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

Dia Replicata Artemeter (ng/ml) Lumefantrina (ng/ml)
30 400 800 30 7500 15000

1 29,32 401,61 808,02 34,69 7883,69 15733,87

2 30,59 390,89 811,10 32,63 7645,11 15459,55

1 3 29,22 397,64 808,54 31,67 7583,98 15427,33
4 27,70 376,03 817,36 31,78 7535,77 14996,62

S 28,41 386,90 780,85 30,48 7620,38 15703,86

6 29,59 406,78 808,44 30,29 7922,15 15812,00

1 32,87 426,85 858,94 34,69 7146,14 15645,99

2 32,45 403,93 828,47 31,03 7103,79 14923,46

5 3 32,26 422,12 822,52 30,96 7182,04 15294,33
4 33,37 420,53 819,38 28,65 6970,34 16046,36

S 31,30 396,46 860,13 28,30 6674,45 15608,06

6 33,01 403,34 832,54 28,82 7531,22 15497,15

1 31,13 400,80 819,73 33,44 7161,48 15356,29

2 31,60 400,95 846,14 30,55 7640,90 15137,44

3 3 31,66 381,33 795,77 29,84 7718,66 15059,35
4 31,55 399,21 811,66 30,23 6766,77 14580,93

5 31,11 394,53 819,73 30,72 6813,20 15063,87

6 30,80 402,22 821,10 30,45 6883,57 15019,29

Média (n=18) 31,00 400,67 820,58 31,07 7321,31 15353,65

DPR (%) 5,18 3,28 2,42 5,93 5,46 2,44
Exatidao (%) 103,32 100,17 102,57 103,56 97,62 102,36

2.1.3.4

Recuperacao

A recuperacdo do método bioanalitico foi avaliada em trés concentracfes
diferentes de artemeter e lumefantrina (CQB, CQM e CQA), em sextuplicata, por meio da
comparacao entre as areas de solucbes dos farmacos em fase movel com aquelas
obtidas com amostras plasméaticas submetidas ao processo de extracdo, nas mesmas
concentracfes. A recuperacdo do padrdo interno (artesunato) também foi avaliada na
concentracdo de trabalho utilizada (1000 ng/ml). Os resultados obtidos estdo

demonstrados na Tabela 43.
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Tabela 43 — Resultados da recuperacdo do método bioanalitico para quantificagdo simultanea de

artemeter e lumefantrina.

_ | Areamédiadas | Area médiadas y ;
. Concentracgao Recuperacédo | Recuperacgéo
Farmaco amostras em amostras _
(ng/ml) (%) média (%)
fase mével (n=6) | extraidas (n=6)
30 826,1 689,2 83,42
Artemeter 400 9601,8 8207,5 85,48 85,88
800 19035,7 16892,3 88,74
30 1154,9 939,7 81,37
Lumefantrina 7500 120243,7 100047,4 83,20 82,11
15000 252389,1 206355,0 81,76
Artesunato 1000 27263,3 23626,5 86,66 86,66

Foram obtidas porcentagens de recuperacdo superiores a 80% para todos o0s
farmacos, demonstrando que o procedimento de extragdo por precipitacdo de proteinas
empregado, apesar de ser consideravelmente simples e rapido, apresenta elevada
eficiéncia de extracao para todos os farmacos. Este parametro pode contribuir de forma
direta para a sensibilidade do método bioanalitico, pois quando o método de extracdo €
capaz de recuperar quantidades elevadas do farmaco, consequentemente as areas dos

picos sao maiores, propiciando a obtencao de limites inferiores de quantificagdo menores.

2.1.3.5 Efeito de matriz

A avaliacao do efeito matriz foi realizada pela comparacéo das areas dos picos dos
analitos diluidos em fase movel e diluidos no sobrenadante do plasma obtido apds o
processo de extracdo, segundo procedimento descrito por MATUSZEWSKI et al. (2003).
Duas concentracdes de artemeter e lumefantrina (CQB e CQA) e a concentracdo de
trabalho de artesunato (1000 ng/ml) foram avaliadas, em amostras de plasma obtidas de
seis voluntarios diferentes. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 44. O
desvio individual da area de cada amostra plasmatica foi calculado em relacdo a area

média da solu¢do em fase mével.
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Tabela 44 — Resultados do teste de efeito de matriz para 0 método bioanalitico para quantificacéo

simultanea de artemeter e lumefantrina.

Artemeter 30 ng/ml

Artemeter 800 ng/ml

Amostra _ _ _ _
d Area média Area da Area média Area da
e
| em fase solugcdo em Desvio (%) em fase solugcdo em Desvio (%)
plasma
mavel (n=6) plasma movel (n=6) plasma
1 1983,8 0,80 45821,6 -4,18
2 1972,8 0,24 49732,3 4,00
3 1949,5 -0,94 472233 -1,25
1968,0 47818,9
4 1938,5 -1,50 44154,0 -7,66
5 1872,5 -4,85 47481,0 -0,71
6 1963,4 -0,23 45575,1 -4,69
Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Amostra i, : . - . .
q Area média Area da Area média Area da
e
| em fase solugcdo em Desvio (%) em fase solugcdo em Desvio (%)
plasma
movel (n=6) plasma movel (n=6) plasma
1 1470,7 10,53 500903,5 1,46
2 1392,3 4,64 500808,7 1,44
3 1346,3 1,18 503906,2 2,07
1330,6 493702,9
4 1385,7 4,14 488089,8 -1,14
S 1358,4 2,09 499343,4 1,14
6 1381,0 3,79 4972258 0,71
Artesunato 1000 ng/ml Artesunato 1000 ng/ml
Amostra _ : _ _ i _
q Area média Area da Area média Area da
e
| em fase solucdo em Desvio (%) em fase solucdo em Desvio (%)
plasma
maovel (n=6) plasma maovel (n=6) plasma
1 31009,7 -3,33 31917,3 -1,38
2 31867,0 -0,65 31938,8 -1,32
3 31093,1 -3,07 31634,5 -2,26
32077,1 32364,7
4 31177,5 -2,80 31406,8 -2,96
5 31646,9 -1,34 31419,4 -2,92
6 31746,9 -1,03 31643,0 -2,23

Os resultados obtidos demonstram que nao houve efeito de matriz significativo

para nenhum dos farmacos analisados, uma vez que todos os desvios obtidos ficaram

dentro da faixa de +15%. Valores negativos de desvio indicam supressao de ionizacao,

enquanto valores positivos indicam indug&o de ionizagao.

Na concentracao baixa de lumefantrina (30 ng/ml), observa-se que todos os valores

de desvio foram positivos, indicando ainda uma leve inducéo de ionizacdo, mesmo apés

todos os procedimentos para eliminacdo do efeito de matriz realizados na etapa de
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desenvolvimento e otimizacdo do método. Entretanto, como todos os valores foram
inferiores a 15%, considera-se que a inducdo de ionizacdo ndo € significativa nos
resultados finais do método.

E importante que esta avaliacdo do efeito de matriz seja realizada com amostras de
plasma provenientes de diferentes voluntarios, uma vez que os compostos endogenos
responsaveis pela supressao ou inducdo de ionizacdo podem ser suscetiveis a variacao
interindividual. Desta forma, pode-se verificar efeitos de matriz distintos, em amostras
plasmaticas provenientes de voluntarios diferentes.

Apesar do teste de efeito de matriz ndo ser preconizado pelos guias de validacao
atualmente disponiveis, sua avaliacdo é imprescindivel para garantir a confiabilidade de
métodos bioanaliticos por LC-MS/MS, principalmente quando eletrospray € utilizado como
fonte de ionizacdo. A precisdo da determinacdo da recuperacdo do método, por exemplo,
€ um fator que depende diretamente da auséncia de efeito de matriz. Por exemplo, a
obtencdo de baixas taxas de recuperacdo pode ser devido ao efeito de supressao de
ionizacao pelo plasma, ao invés de estar relacionada com a baixa eficiéncia de extracao
do método. Por outro lado, deve-se investigar se elevadas taxas de recuperacdo ndo
estao relacionadas a inducéo de ionizacéo pela matriz biologica. Estes efeitos ndo podem
ser ignorados, pois como mencionado anteriormente, a variabilidade interindividual pode

ter um impacto significativo na extensdo na qual os efeitos de matriz ocorrem.

2.1.3.6 Limite inferior de quantificacao

O limite inferior de quantificacdo do método foi confirmado por meio da anélise em
sextuplicata, em trés dias consecutivos, de amostras plasmaticas contendo artemeter e
lumefantrina e avaliacdo da relacao sinal/ruido nos cromatogramas. A concentracao de 10
ng/ml para ambos os farmacos apresentou resultados satisfatorios de precisao e exatidao,

conforme demonstrado na Tabela 45.

Tabela 45 - Resultados da precis&o e exatid&o para o limite inferior de quantificacéo obtidos pelo

meétodo bioanalitico para quantificagao simultanea de artemeter e lumefantrina.

Parametro Artemeter 10 ng/ml Lumefantrina 10 ng/ml
Preciséo intra-corrida (n=6) — DPR (%) 6,25 6,17
Preciséo inter-corridas (n=18) — DPR (%) 10,42 12,82
Exatidao intra-corrida (n=6) 88,25 85,43
Exatidao inter-corridas (n=18) 100,42 93,38
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Todos os valores de desvio padrao relativo foram inferiores a 20% e a exatidao se
manteve dentro da faixa de 80% a 120%, demonstrando que a concentracdo de 10 ng/ml
pode ser considerada seguramente como o limite inferior de quantificacdo do método.

Além disso, a relacao sinal/ruido nos cromatogramas obtidos nesta concentracdo
também foi avaliada. Os cromatogramas de artemeter e lumefantrina a 10 ng/ml estéo
demonstrados na Figura 21. Nesta concentracdo, as relacdes sinal/ruido obtidas para
artemeter e lumefantrina foram 28 e 37, respectivamente, valores consideravelmente
superiores ao minimo preconizado (5), também demonstrando que a concentracdo de 10
ng/ml pode ser estabelecida com seguranca como o limite inferior de quantificacdo para

ambos os farmacos.

2.1.3.7 Estabilidade

A estabilidade do farmaco em liquidos bioldgicos depende de suas propriedades
guimicas, da matriz biolégica e das condicdes de armazenamento empregadas. A
avaliacdo da estabilidade dos farmacos na matriz bioldgica deve ser realizada apos a
validacdo dos parametros de exatiddo, precisdo, linearidade, seletividade e limite de
guantificacdo. Esta avaliacdo € necessaria para se conhecer a estabilidade das amostras
em questdo e determinar 0 tempo no qual as mesmas se mantém inalteradas nas
condig¢bes utilizadas no método e na rotina do laboratorio. Desta forma, todas as amostras
plasmaticas devem ser analisadas dentro do periodo de tempo no qual foi comprovada
sua estabilidade. A constatacdo de que as amostras plasmaticas apresentam estabilidade
relativamente baixa em determinada condi¢cdo ndo invalida o método, desde que todas as
amostras sejam analisadas dentro do tempo no qual se verificou que as mesmas se
mantiveram estaveis.

Em todas as avaliacbes de estabilidade, duas concentracdes de artemeter e
lumefantrina (CQB e CQA) foram analisadas em sextuplicata e as concentracfes obtidas
foram comparadas com aquelas de amostras recém-preparadas. Variacdes inferiores a
15% indicam que ndo h& diferenca significativa entre as concentracdes das amostras
recém-preparadas e amostras de estabilidade. Além disso, a precisdo e exatidao da
analise devem ser comprovadas pela obtencdo de valores de desvio padrdo relativo

inferiores a 15% e exatidao dentro da faixa de 85% a 115%.
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2.1.3.7.1 Estabilidade de curta duracéo (ECD)

A estabilidade de curta duragéo foi avaliada por um periodo de 6 horas. Durante
este tempo, as amostras de plasma contendo os farmacos permaneceram a temperatura
ambiente, sendo em seguida submetidas ao processo de extracdo. As concentracoes
foram comparadas com aquelas obtidas de amostras plasmaticas recém-preparadas,
conforme demonstrado na Tabela 46, e verificou-se que n&o houve diferenga significativa
entre as mesmas, uma vez que a variacao foi inferior a 15% para as duas concentragdes
de ambos os farmacos. Os valores de precisédo e exatiddo se mantiveram dentro da faixa

preconizada.

Tabela 46 — Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade de curta durac&o (6 h) do método

bioanalitico para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

Artemeter 30 ng/ml

Artemeter 800 ng/ml

Parametros
Amostrarecente Amostra ECD | Amostrarecente Amostra ECD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 30,20 33,34 821,23 789,10
DPR (%) 2,67 6,35 2,72 1,90
Exatidao (%) 100,67 111,12 102,65 98,64
Variagéo (%) 10,37 -3,91

Parametros

Lumefantrina 30 ng/ml

Amostrarecente Amostra ECD

Lumefantrina 15000 ng/ml

Amostra recente Amostra ECD

Conc. média (ng/ml) (n=6)
DPR (%)
Exatiddo (%)

Variacao (%)

30,76 31,87
7,26 6,53
102,52 106,22

3,60

14857,09 14289,69
6,12 8,63
99,05 95,26

-3,82

2.1.3.7.2 Estabilidade de longa duracao (ELD)

A estabilidade de

armazenadas em freezer a -70 °C, que foram descongeladas e analisadas apos 1, 2 e 3

longa duracdo foi avaliada em amostras plasmaticas
meses de preparo. As concentracdes determinadas e comparadas com aquelas de
amostras recém-preparadas estdo demonstradas na Tabela 47. Como néo foi verificada
diferenca significativa entre as amostras plasmaticas armazenadas por até 3 meses em
freezer a -70 °C, pode-se inferir que os farmacos se mantém estaveis no plasma durante

este periodo, na temperatura avaliada.
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Tabela 47 - Resultados obtidos na avaliacéo da estabilidade de longa durac&o do método

bioanalitico para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

1 MES

Parametros

Artemeter 30 ng/ml

Amostrarecente Amostra ELD

Artemeter 800 ng/ml

Amostrarecente Amostra ELD

Conc.

média (ng/ml) (n=6)
DPR (%)
Exatiddo (%)

Variacao (%)

28,94 27,46
2,52 0,49
96,48 91,52

-5,14

779,21 750,56
4,38 1,87
97,40 93,82

-3,68

Lumefantrina 30 ng/ml

Lumefantrina 15000 ng/ml

Parametros
Amostrarecente Amostra ELD | Amostrarecente Amostra ELD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 29,72 34,09 15022,07 15059,13
DPR (%) 8,59 3,34 3,47 3,40
Exatidao (%) 99,08 113,62 100,15 100,39
Variacéo (%) 14,67 0,25
2 MESES
R Artemeter 30 ng/ml Artemeter 800 ng/ml
Parametros
Amostra recente Amostra ELD | Amostrarecente Amostra ELD
Conc. media (ng/ml) (n=6) 28,18 29,91 792,53 774,00
DPR (%) 2,99 2,26 1,12 2,42
Exatiddo (%) 93,93 99,70 99,07 96,75
Variagao (%) 6,15 -2,34
R Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ELD | Amostrarecente Amostra ELD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 26,97 27,11 14303,17 16123,04
DPR (%) 4,28 3,57 1,82 2,11
Exatidao (%) 89,88 90,37 95,35 107,49
Variagao (%) 0,54 12,72
3 MESES
R Artemeter 30 ng/ml Artemeter 800 ng/ml
Parametros
Amostra recente Amostra ELD | Amostrarecente Amostra ELD
Conc. media (ng/ml) (n=6) 29,26 30,84 796,89 765,79
DPR (%) 5,24 3,27 2,06 3,82
Exatidao (%) 97,54 102,79 99,61 95,72
Variagao (%) 5,38 -3,90
R Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ELD | Amostrarecente Amostra ELD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 29,67 27,03 13919,85 13910,59
DPR (%) 3,22 2,58 2,45 1,95
Exatidao (%) 98,91 90,10 92,80 92,74

Variacéo (%)

-8,91

-0,07
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2.1.3.7.3 Estabilidade pos-processamento (EPP)

A avaliacdo da estabilidade pds-processamento foi realizada mantendo-se
amostras extraidas na bandeja do injetor automatico, a 4 °C, por um periodo de 10 horas.
A estabilidade do padrdo interno também foi avaliada, comparando-se as areas das
amostras obtidas na avaliacdo da estabilidade com aquelas de amostras recentemente
injetadas. De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 48, observa-se que 0s
farmacos, assim como o padrdo interno, se mantiveram estaveis no injetor automatico no

intervalo de tempo avaliado (10 h).

Tabela 48 — Resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade pds-processamento (10 h) do método

bioanalitico para quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

Parametros

Artemeter 30 ng/ml

Amostra recente Amostra EPP

Artemeter 800 ng/ml

Amostrarecente Amostra EPP

Conc. média (ng/ml) (n=6)
DPR (%)
Exatiddo (%)

Variacéo (%)

30,68 30,15
3,16 1,73
102,25 100,50

-1,71

820,67 792,07
2,02 2,60
102,58 99,01

-3,48

Lumefantrina 30 ng/ml

Lumefantrina 15000 ng/ml

Parametros
Amostra recente Amostra EPP Amostra recente Amostra EPP
Conc. média (ng/ml) (n=6) 28,24 31,27 15326,20 15589,08

DPR (%) 7,31 7,55 4,11 1,49
Exatid&o (%) 94,14 104,22 102,17 103,93
Variagao (%) 10,70 1,72

R Artesunato (1000 ng/ml)
Parametros
Amostra recente Amostra EPP
Area média (n=12) 57800,51 55913,97
DPR (%) 2,54 3,72

Variacéo (%)

-3,26

Na primeira avaliagdo da estabilidade pos-processamento, devido a um problema
no equipamento, a sequéncia de injecéo foi interrompida durante a noite, de forma que a
maior parte das amostras nao foi injetada. Assim, todas as amostras foram reinjetadas no
dia seguinte, porém, devido ao imprevisto, as amostras da estabilidade pos-
processamento permaneceram na bandeja do injetor automatico por 22 horas antes da
injecdo. Constatou-se que, para estas amostras, a variacao foi superior a 15% em relacao
a amostras recém-injetadas, uma vez que a area do padrdo interno diminui de forma

significativa nas amostras da estabilidade. Provavelmente, a estabilidade de artesunato
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no meio acido do sobrenadante (acido acético 0,5% em metanol) é limitada, de forma que
ocorreu degradacdo significativa deste farmaco durante as 22 horas nas quais as
amostras permaneceram no injetor automatico. Como a determinacéo das concentracdes
plasmaticas de artemeter e lumefantrina depende da &rea do padrdo interno, foi verificada
diferenca superior a 15% para estes farmacos. Consequentemente, as amostras
plasmaticas ndo apresentam estabilidade pds-processamento durante 22 horas e todas
devem ser injetadas em até 10 horas ap0s a extrag¢do, periodo no qual se comprovou a
estabilidade.

Esta constatacdo é importante quando se considera a dinamica da execucao das
analises pelo método desenvolvido, pois o procedimento de extracdo é consideravelmente
rapido, enquanto a corrida cromatografica € mais demorada. Assim, se a extracdo de
todas as amostras da sequéncia for realizada no inicio do dia, provavelmente as ultimas
amostras extraidas serdo injetadas apenas no periodo da noite, permanecendo na
bandeja do injetor automéatico por um tempo elevado. Este fator deve ser considerado na
execucao da andlise, de forma a garantir que o tempo entre a extracdo e a injecao de
todas as amostras seja inferior a 10 horas.

2.1.3.7.4 Estabilidade ap6s ciclos de congelamento/descongelamento (ECCD)

Amostras plasmaticas contendo os farmacos foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento e analisadas ao final do terceiro ciclo. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 49. Foi verificado que o0s processos de
congelamento e descongelamento ndo causaram degradacdo dos farmacos no plasma,
por até trés ciclos, conforme indicado pelas taxas de variagdo obtidas entre as amostras
recém-preparadas e aquelas do estudo de estabilidade.

Tabela 49 - Resultados obtidos na avaliagéo da estabilidade apds ciclos de

congelamento/descongelamento do método bioanalitico para quantificacdo simultdnea de artemeter

e lumefantrina.

R Artemeter 30 ng/ml Artemeter 800 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ECCD | Amostrarecente Amostra ECCD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 32,42 34,07 838,66 837,03
DPR (%) 4,20 1,64 1,83 9,94
Exatidao (%) 108,07 113,57 104,83 104,63
Variagéo (%) 5,09 -0,19
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Tabela 49 (Continuac&o)

R Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ECCD | Amostrarecente Amostra ECCD
Conc. média (ng/ml) (n=6) 33,22 32,63 15497,54 15108,54
DPR (%) 13,32 6,77 2,28 14,59
Exatidao (%) 110,73 108,76 103,32 100,72
Variagao (%) -1,78 -2,51

2.1.3.7.5 Estabilidade de solucé&o padrao (ESP)

Para avaliacdo da estabilidade de solucéo padrao, solucdes estoque dos farmacos
em metanol:agua (1:1) foram preparadas e armazenadas em geladeira por 6 horas, sendo
em seguida feita a adicdo dos farmacos em plasma com estas solugbes. As
concentracbes obtidas foram comparadas com aquelas de amostras nas quais as
solucbes padréao foram preparadas e imediatamente adicionadas em plasma (Tabela 50).
Os resultados indicaram que ndo houve diferenca significativa entre estas amostras, de
forma que o armazenamento das soluc¢des padrdo em geladeira por até 6 horas nédo altera

a estabilidade de artemeter e lumefantrina.

Tabela 50 - Resultados obtidos na avaliagio da estabilidade de solugédo padrido do método

bioanalitico para quantificacdo simultédnea de artemeter e lumefantrina.

R Artemeter 30 ng/ml Artemeter 800 ng/ml
Parametros
Amostra recente Amostra ESP | Amostrarecente Amostra ESP
Conc. media (ng/ml) (n=6) 30,12 30,20 832,56 821,23
DPR (%) 3,81 2,67 4,05 2,72
Exatidéo (%) 100,41 100,67 104,07 102,65
Variagao (%) 0,26 -1,36
R Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ESP | Amostra recente Amostra ESP
Conc. média (ng/ml) (n=6) 28,24 32,29 15714,82 14857,09
DPR (%) 7,31 8,35 4,45 6,12
Exatidao (%) 94,14 107,62 104,77 99,05
Variagéo (%) 14,32 -5,46

Além disso, a estabilidade de artesunato em plasma também foi avaliada, por meio
da adicdo de 50 pl da solugédo de padrédo interno a 250 pl do plasma contendo os

farmacos e permanéncia destas amostras a temperatura ambiente por 6 horas. Apos
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extracdo e analise, as concentracfes plasmaticas de artemeter e lumefantrina obtidas
foram comparadas com aquelas de amostras plasmaticas recém-preparadas (Tabela 51).
Nao foi verificada reducdo na area do padréo interno nas amostras de estabilidade. Para
ambos os farmacos, as variag6es foram inferiores a 15%, demonstrando que ndo houve

degradacéo do padrao interno no plasma, por até 6 horas, em temperatura ambiente.

Tabela 51 — Resultados obtidos na avaliagdo da estabilidade do padréo interno em plasma no

meétodo bioanalitico para quantificagdo simultanea de artemeter e lumefantrina.

R Artemeter 30 ng/ml Artemeter 800 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ESP | Amostrarecente Amostra ESP
Conc. média (ng/ml) (n=6) 30,12 32,87 832,56 795,57
DPR (%) 3,81 10,80 4,05 6,81
Exatidao (%) 100,41 109,57 104,07 99,45
Variagao (%) 9,12 -4,44
Lumefantrina 30 ng/ml Lumefantrina 15000 ng/ml
Parametros
Amostrarecente Amostra ESP | Amostra recente Amostra ESP
Conc. média (ng/ml) (n=6) 28,24 30,27 15714,82 16062,08
DPR (%) 7,31 7,76 4,45 5,89
Exatidao (%) 94,14 100,89 104,77 107,08
Variagao (%) 7,17 2,21

ApoOs avaliacdo de todos os tipos de estabilidade preconizados empregando-se o
método desenvolvido, verificou-se que as amostras de plasma contendo os farmacos séo
estaveis por até 6 horas a temperatura ambiente, por 3 meses em freezer a -70 °C, por 10
horas no injetor automatico apds extracdo, e apos trés ciclos de
congelamento/descongelamento. As solucdes padrdo estoque sdo estaveis por até 6
horas em geladeira e o0 padrdo interno é estavel no plasma por 6 horas a temperatura
ambiente. A andlise geral dos resultados obtidos demonstra estabilidade consideravel de
artemeter, lumefantrina e artesunato nas amostras plasméticas e garantem um periodo de
tempo adequado a realizacdo da analise das amostras pelo método desenvolvido, na

rotina do laboratorio.
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2.1.4 Avaliacdo da farmacocinética de artemeter e lumefantrina administrados em

comprimidos de dose fixa combinada

2.1.4.1 Andlise fisico-quimica dos comprimidos utilizados no estudo

Os comprimidos de Coartem® utilizados no estudo, contendo 20 mg de artemeter e
120 mg de lumefantrina, foram previamente submetidos as andlises fisico-quimicas para o
controle de qualidade do medicamento. Os resultados destas andlises estao

demonstrados na Tabela 52.

Tabela 52 - Resultados das analises fisico-quimicas dos comprimidos de Coartem® utilizados no

estudo de farmacocinética.

Teste Especificagao Resultado
Forma farmacéutica Comprimido De acordo
Cor - Amarela
Peso médio - 240,72 mg
Dureza No minimo 3 kgf 7,80 kof
Friabilidade No maximo 1,5% 0,15%
Desintegracdo No maximo 30 min 5 min
Determinacéo de peso +7,5% -0,88% a +2,16%

Artemeter: 95,14% a 100,07%:;

Uniformidade de DPR =1,93%
. 85 a 115%; DPR < 6,0% _
contetdo Lumefantrina: 96,54% a 101,05%:;
DPR =1,39%
Identificacdo (CLAE) Artemeter/Lumefantrina Positivo

Artemeter: 20 mg/comp ou 90,0 a Artemeter: 19,67 mg/comp ou

110,0% VR 98,33% VR
Teor (CLAE) , _
Lumefantrina: 120 mg/comp ou | Lumefantrina: 119,96 mg/comp ou
90,0 2 110,0% VR 99,96% VR
Resultado APROVADO

As especificacdes utilizadas para os testes foram aquelas preconizadas na
Farmacopéia Brasileira 42 edicdo e o método por CLAE para identificacdo e doseamento

foi desenvolvido anteriormente no presente trabalho. O medicamento cumpriu com as
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especificacoes de todos os testes e os teores médios de artemeter e lumefantrina nos
comprimidos foram 98,33% e 99,96% do valor rotulado, respectivamente.

A realizacdo das andlises fisico-quimicas anteriormente ao estudo farmacocinético,
assim como a realizagdo do estudo de equivaléncia farmacéutica antes do estudo de
bioequivaléncia, € de extrema importancia para garantir a qualidade do medicamento que
sera administrado aos voluntarios. Por razdes de carater ético, ndo é apropriado submeter
voluntarios sadios que ndo necessitam de tratamento ou pacientes que ja se encontram
debilitados a administracdo de medicamentos que ndo apresentam qualidade

comprovada.

2.1.4.2 Determinacao dos parametros farmacocinéticos de artemeter e lumefantrina

Os seis voluntarios participantes do estudo cumpriram com todos o0s critérios
recomendados pela Resolugdo n° 1170 da ANVISA (BRASIL, 2006a) e passaram por
todos os exames médico-laboratoriais exigidos, comprovando bom estado geral de saude.
Os dados sobre sexo, idade e indice de massa corporal (IMC) dos voluntarios estao

demonstrados na Tabela 53.

Tabela 53 - Dados sobre sexo, idade e indice de massa corporal (IMC) dos voluntarios

participantes do estudo de farmacocinética de artemeter e lumefantrina.

Voluntario Sexo Idade Peso (kg) Altura (m) IMC
1 Feminino 21 60 1,67 21,5
2 Feminino 40 52 1,58 20,8
3 Feminino 27 60 1,59 23,7
4 Masculino 28 72 1,67 25,8
5 Masculino 25 73 1,80 22,5
6 Masculino 31 56 1,65 20,6

Os voluntarios foram internados na noite anterior ao inicio do estudo. As 7:00 horas
da manha seguinte, receberam quatro comprimidos de Coartem® com 200 ml de leite
integral. As coletas de sangue foram realizadas nos tempos previamente estabelecidos no
protocolo. Uma voluntaria se queixou de cefaléia associada a nausea cerca de uma hora
e dez minutos apos a administracdo do medicamento. Ela foi examinada e orientada pela
enfermeira plantonista. Nao houve necessidade de administrar qualquer medicamento

para conter os efeitos adversos relatados e a ocorréncia foi registrada na ficha de
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acompanhamento da voluntaria. Nao foram verificadas alteracfes na pressao arterial,
frequéncia cardiaca e temperatura corporal de nenhum voluntario durante o tempo em
gue permaneceram internados.

Durante o estudo, foram realizadas 22 coletas de sangue por voluntario, em 11
dias. As amostras de sangue foram centrifugadas, o plasma obtido foi fracionado em duas
aliquotas e congelado a -70 °C. A primeira aliquota foi enviada acondicionada em gelo
seco ao Laboratorio de Bioequivaléncia do CEDAFAR em Belo Horizonte, enquanto a
segunda foi mantida na Unidade Clinica do ICF em Aparecida de Goiania.

A quantificacdo simultanea de artemeter e lumefantrina nas amostras de plasma
dos voluntéarios foi realizada pelo método bioanalitico previamente desenvolvido e
validado. Em cada sequéncia analitica, uma curva de calibracdo com os padrdes de
referéncia foi construida e amostras de controle de qualidade nas trés concentracfes
(CQB, CQM e CQA) foram analisadas em triplicata, intercaladas com as amostras dos
voluntarios. De acordo com a Resolu¢cdo RE n°899 da ANVISA (BRASIL, 2003), no
minimo 67% (quatro de seis) das amostras de controle de qualidade devem estar dentro
de +15% dos seus valores nominais para que a corrida analitica seja aceita. Este critério
foi atendido em todos os dias de analise.

Cromatogramas obtidos para o voluntario 1, apds 1, 3 e 6 horas de administracéo
do medicamento, estdio representados na Figura 25. E importante ressaltar que as
escalas dos cromatogramas nao estdo uniformizadas. Observa-se que uma hora apés a
administracdo do medicamento, a absor¢cdo de lumefantrina ainda n&o foi iniciada, de
forma que apenas o ruido de linha de base é visualizado no cromatograma. Em trés
horas, o pico deste farmaco ja € bastante intenso e atinge areas mais elevadas em 6
horas. A absorcdo de artemeter inicia-se rapidamente, de forma que uma hora apés a
administracao ja é possivel visualizar pico do farmaco no cromatograma. Em trés horas, o
pico de artemeter € intenso, comec¢ando a decair em seguida, e sua area em seis horas ja
€ consideravelmente baixa. A intensidade do pico do padrédo interno (artesunato) €&
constante ao longo do tempo.

As concentracdes plasméticas de lumefantrina e artemeter determinadas em cada

tempo de coleta, para os seis voluntarios, estdo representadas nas Tabelas 54 e 55.
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Figura 25 - Cromatogramas obtidos por LC-ESI-MS/MS para amostras de plasmas do voluntario 1,

apos 1, 3 e 6 horas de administracéo oral de 80 mg de artemeter e 480 mg de lumefantrina.
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Tabela 54 — Concentragdes plasmaticas individuais de lumefantrina (LMF) obtidas apds

administracéo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de lumefantrina)

em seis voluntéarios sadios.

Concentracao plasmatica de LMF (ng/ml) por voluntério

Tempo (b 1 2 3 4 5 6
0,00 NQ NQ NQ NQ NQ NQ
0,25 NQ 51,201 NQ NQ NQ NQ
0,50 NQ 53,957 NQ NQ NQ NQ
0,75 26,453 57,613 NQ NQ NQ NQ
1,00 26,649 56,723 NQ NQ NQ NQ
1,50 26,846 55,804 10,662 10,002 NQ NQ
2,00 31,445 53,428 18,248 45,575 17,946 10,724
3,00 77,883 47,935 224,253 588,290 77,032 50,784
4,00 357,736 146,501 547,061 1384,513 214,285 115,435
5,00 2009,999 258,094 2412,906 | 2761,659 829,594 416,778
6,00 2589,965 | 1607,352 | 2635930 | 3359,627 897,471 402,754
8,00 2200,649 | 7118,711 | 2195,732 | 2855,186 611,867 307,725
10,0 1645527 | 13724,75 | 1868,547 | 2360,061 438,429 237,558
12,0 1171,915 | 12111,97 | 1456,089 | 1830,420 376,538 199,452
24,0 494,998 4357,364 513,163 1407,872 165,745 99,208
36,0 271,986 1972,868 334,131 478,039 98,704 56,727
48,0 181,631 1169,807 208,721 390,361 66,050 40,681
72,0 119,553 601,894 123,665 247,072 38,437 24,712
120,0 63,489 352,441 59,527 114,427 23,057 14,357
168,0 39,170 248,579 37,913 69,481 14,950 10,256

216,0 32,068 171,642 24,222 45,486 10,110 NQ
264,0 30,420 122,321 14,833 31,582 10,766 NQ

NQ = valores de concentracdo plasmatica inferiores ao limite de quantificacao.
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Tabela 55 - Concentracdes plasmaéticas individuais de artemeter (ATM) obtidas ap6s

administracéo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de lumefantrina)

em seis voluntéarios sadios.

Concentracao plasméatica de ATM (ng/ml) por voluntério
Tempo (h)
1 2 3 4 5 6

0,00 NQ NQ NQ NQ NQ NQ
0,25 NQ NQ NQ NQ NQ NQ
0,50 21,223 NQ NQ NQ NQ 11,220
0,75 32,106 NQ 10,154 10,686 11,463 14,696
1,00 45,820 NQ 10,344 12,212 13,709 60,091
1,50 80,016 NQ 10,051 15,923 12,484 49,996
2,00 66,118 NQ 38,609 51,799 21,194 40,278
3,00 64,777 NQ 73,787 46,229 19,994 24,366
4,00 36,613 NQ 32,352 24,452 13,967 16,809
5,00 22,537 22,741 13,606 14,662 11,117 10,349
6,00 12,016 24,472 10,580 10,061 NQ NQ
8,00 NQ NQ 10,283 NQ NQ NQ

10,0 - 264,0 NQ NQ NQ NQ NQ NQ

NQ = valores de concentracdo plasmatica inferiores ao limite de quantificacao.

Conforme observado nas Tabelas 54 e 55, um comportamento farmacocinético
discrepante foi verificado para o voluntario 2. Enquanto artemeter foi quantificado no
plasma do voluntario em apenas dois pontos de coleta, as concentragcbes plasméticas de
lumefantrina atingiram niveis consideravelmente elevados, comparados aqueles dos
outros cinco voluntarios. Segundo WHITE et al. (1999), ambos os farmacos sao
metabolizados pelo sistema do citocromo P450, entretanto, ndo hé& interacdo
farmacocinética quando os farmacos sdo administrados em associacdo comparando-se a
administracao isolada dos mesmos. Estudos mais aprofundados seriam necessarios para
investigar o comportamento discrepante do voluntario 2 frente aos outros, como por
exemplo, a verificacdo de diferencas genotipicas dos individuos relacionadas a
metabolizacdo dos farmacos no organismo.

Para a realizacdo das analises estatisticas dos dados, o voluntario 2 foi excluido do
estudo, tendo em vista ndo seria possivel construir a curva de concentracdo plasmatica
de artemeter, ja que apenas dois pontos foram quantificaveis. Além disso, as
concentracbes plasmaticas discrepantes de lumefantrina aumentariam de forma
consideravel o erro padrdao das medidas farmacocinéticas. Assim, foi realizada analise

estatistica dos dados obtidos para os cinco voluntarios do estudo. As concentracfes
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plasmaticas médias, minimas e maximas e 0s respectivos erros padrdo obtidos para

lumefantrina e artemeter estdo representados nas Tabelas 56 e 57.

A partir dos valores médios obtidos, curvas de concentracdo plasmética em funcéo

do tempo foram plotadas para cada farmaco (Figuras 26 e 27).

Tabela 56 - Analises das concentragbes plasmaticas de lumefantrina (LMF) ao longo do tempo,

ap6s administracdo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de

lumefantrina) em cinco voluntarios sadios.

Concentracdo Concentragao Concentragao
Tempo (h) | plasmética média Erro padréo plasmatica minima | plasmética maxima

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000
0,25 0,000 0,000 0,000 0,000
0,50 0,000 0,000 0,000 0,000
0,75* 26,453 0,000 26,453 26,453
1,00* 26,649 0,000 26,649 26,649
1,50 15,837 1,836 10,002 26,846
2,00 24,788 2,659 10,724 45,575
3,00 203,648 43,418 50,784 588,290
4,00 523,806 97,729 115,435 1384,513
5,00 1686,187 195,665 416,778 2761,659
6,00 1977,149 242,770 402,754 3359,627
8,00 1634,232 213,691 307,725 2855,186
10,0 1310,024 178,392 237,558 2360,061
12,0 1006,883 134,595 199,452 1830,420
24,0 536,197 100,473 99,208 1407,872
36,0 247,917 33,304 56,727 478,039
48,0 177,489 26,778 40,681 390,361
72,0 110,688 17,067 24,712 247,072
120 54,971 7,635 14,357 114,427
168 34,354 4,541 10,256 69,481
216 27,972 2,847 10,110 45,486
264 21,900 2,050 10,766 31,582

*Resultados baseados em apenas uma observagéo.
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Tabela 57 — Analises das concentrac6es plasmaticas de artemeter (ATM) ao longo do tempo, apds

administracéo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de lumefantrina)

em cinco voluntarios sadios.

Concentracdo Concentracdo Concentracdo

Tempo (h) | plasméatica média Erro padrédo plasmatica minima | plasmatica maxima
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0,00 0,000 0,000 0,000 0,000
0,25 0,000 0,000 0,000 0,000
0,50 16,222 1,361 11,220 21,223
0,75 15,821 1,785 10,154 32,106
1,00 23,863 4,422 10,344 60,091
1,50 28,328 5,882 10,051 80,016
2,00 43,600 3,209 21,194 66,118
3,00 45,831 4,584 19,994 73,787
4,00 24,839 1,871 13,967 36,613
5,00 14,454 0,933 10,349 22,537
6,00 10,886 0,195 10,061 12,016
8,00* 10,283 0,000 10,283 10,283
10,0 - 264 0,000 0,000 0,000 0,000

*Resultado baseado em apenas uma observacao.
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Figura 26 — Curva de concentragdo plasmatica média versus tempo de lumefantrina (LMF) obtida

ap6s administracdo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de

lumefantrina) em voluntéarios sadios.
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Figura 27 — Curva de concentragéo plasméatica média versus tempo de artemeter (ATM) obtida apds

administracdo de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de lumefantrina)

em voluntéarios sadios.

Os parametros farmacocinéticos concentracdo plasmatica maxima (Cnax), tempo

maximo (Tmax), area sob a curva do tempo zero ao ultimo tempo de coleta (ASCo.), area

sob a curva do tempo zero ao infinito (ASCo.,), meia-vida (t12) € constante de eliminacao

(Ke) foram determinados para artemeter e lumefantrina (Tabela 58).

Tabela 58 - Parametros farmacocinéticos de artemeter e lumefantrina obtidos ap6s administracéo

de quatro comprimidos de Coartem® (80 mg de artemeter + 480 mg de lumefantrina) em voluntérios

Lumefantrina

sadios.
Parametros
farmacocinéticos Artemeter
Cmax (ng/ml) 57,38 (21,19 — 80,02)
Tmax (h) 1,90 (1,00 — 3,00)
ASCo.t (ng.h/ml) 156,20 (69,66 — 250,05)
ASCo... (ng.h/ml) 184,70 (112,84 — 276,95)
ti2 (h) 1,83 (1,55 — 2,69)
Ke (1/h) 0,40 (0,26 — 0,45)

1979,95 (416,78 — 3359,63)
5,80 (5,00 — 6,00)
40664,64 (8110,29 — 83377,42)
42870,75 (8924,26 — 86385,23)
76,49 (55,01 — 99,02)
0,010 (0,007 — 0,013)

O valor de Cpsx representa a média das cinco concentragdes plasmaticas maximas

observadas em cada voluntario. Da mesma forma, Tnax foi determinado pela média dos
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cinco valores de tempo maximo dos voluntarios. O valor de ASC foi calculado pelo
método dos trapezdides, sendo que a area sob a curva do tempo zero ao infinito inclui a
extrapolagdo da curva infinitamente no eixo x. Para o calculo de K., foi feita regressao
linear dos cinco ultimos pontos de decaimento da curva, de forma que a inclinacdo obtida
corresponde ao valor da constante de eliminacdo. A meia-vida foi determinada pela
formula ty, = In2 / K.. Para realizacdo dos calculos e analises estatisticas, foram
empregados os softwares Excel® e Equiv Test®.

De acordo com os dados obtidos, verifica-se que artemeter e lumefantrina
apresentaram perfis farmacocinéticos consideravelmente distintos. A absorcdo de
artemeter teve inicio rapido (0,5 h) e seu pico de concentracdo plasméatica maxima foi
atingido em 1,9 horas. Apdés 8 horas da administracdo do medicamento, ndo foi mais
possivel a quantificacdo de artemeter no plasma dos voluntarios, indicando rapida
eliminacdo do farmaco (Ke = 0,40 h™). Por outro lado, a absorcdo de lumefantrina foi lenta
e a concentracdo plasmatica maxima foi atingida em 5,8 horas. Além disso, lumefantrina
foi lentamente eliminada e apresentou elevada meia-vida (cerca de 3 dias), sendo
possivel a quantificacdo do farmaco no plasma dos voluntarios até 11 dias apés a
administracdo do medicamento.

Os resultados encontrados estdo em concordancia com os estudos disponiveis na
literatura (WHITE et al., 1999; EZZET et al., 2000; ASHLEY et al., 2007). Segundo estas
referéncias, artemeter é absorvido de forma rapida e extensiva e é largamente convertido
pelo metabolismo de primeira passagem em seu metabdlito ativo, diidroartemisinina. Este
metabolito € cerca de duas a trés vezes mais ativo do que artemeter in vitro, mas
igualmente ativo in vivo. Tanto diidroartemisinina quanto artemeter sdo rapidamente
eliminados, com meia-vida em torno de uma hora. Em contraste com este perfil, a
absorcdo de lumefantrina € lenta e irregular, sua distribuicdo é aparentemente ampla e
sua eliminacéo é lenta, com meia-vida de trés a seis dias.

Foi realizado levantamento dos parametros farmacocinéticos de artemeter e
lumefantrina administrados por via oral em voluntarios sadios e pacientes com malaria,
em diferentes referéncias da literatura (Tabelas 59 e 60), e estes valores foram

comparados com aqueles obtidos no presente estudo.
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Tabela 59 - Parametros farmacocinéticos de artemeter administrados por via oral em voluntarios

sadios e pacientes com malaria citados em diferentes referéncias da literatura.

Referéncia . Dosagem ti (h)
voluntario (ng/ml) (h) (ng.h/ml)
Presente . .
Sadio Dose unica (80 mg) 57,4 1,9 156,2 1,8
estudo
NAVARATNAN Sadio Dose Unica (120 mg) 572,7 1,75 765,7 11
et al. (1995) Sadio Dose Unica (240 mg) 408,2 1,75 960,7 1,8
KARBWANG _ o
Sadio Dose Unica (300 mg) 315 2 1350 19
et al. (1997a)
KARBWANG _ .
Sadio Dose unica (300 mg) 474 2 217 1,1
et al. (1997b)
SHI et al. _ _
Sadio Dose Unica (200 mg) 267,9 0,9 466,8 3,1
(2006)
MCGREADY Gréavidas Doses multiplas (80 mg
. _ 34,8 1,0 66,4 15
et al. (2006) com malaria | acada 12 h por 3 dias)

Tabela 60 - Parametros farmacocinéticos de lumefantrina administrados por via oral em

voluntérios sadios e pacientes com malaria citados em diferentes referéncias da literatura.

. Tipo de G vz ASCoy,
Referéncia . Dosagem tio (h)
voluntario (ng/ml) (h) (ng.h/ml)
Presente ) )
Sadio Dose Unica (480 mg) 1980 5,8 40665 76,5
estudo
MANSOR et al. _ _
Sadio Dose unica (500 mg) 17668 6,0 48119 74,7
(1996)
ZENG et al. _ _
Sadio Dose unica (500 mg) 2034 6,2 - 69,6
(1996)
EZZET et al. Com Doses multiplas (480 mg
- _ 9000 54 561 76,8
(2000) malaria a cada 12 h por 3 dias)
ASHLEY et al. Com Doses multiplas (480 mg
_ _ 6980 3 410100 98,4
(2007) malaria a cada 12 h por 3 dias)
HARTZ et al. Com Doses multiplas (480 mg
, , 5720 52,4 272000 -
(2008) malaria a cada 12 h por 3 dias)
MCGREADY Gravidas Doses multiplas (480 mg
o . 7340 4 - 68
et al. (2006) com maléria | a cada 12 h por 3 dias)
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Conforme discutido anteriormente, os valores de Tmax € tiz tanto de artemeter
guanto de lumefantrina estdo de acordo com os dados previamente disponiveis na
literatura.

Observa-se que a concentracdo plasmatica maxima de artemeter obtida no
presente estudo (57,4 ng/ml) foi inferior aquelas previamente descritas para voluntarios
sadios (267,9 a 572,7 ng/ml). Entretanto, € importante ressaltar que, além da dose
administrada ter sido menor (80 mg), os estudos prévios foram realizados com artemeter
de forma isolada, e ndo associado a lumefantrina. WHITE et al. (1999) mencionaram que
as propriedades farmacocinéticas de artemeter e lumefantrina em associacdo ndo sao
significativamente diferentes daquelas obtidas quando os farmacos sdo administrados
individualmente, ou seja, ndo héa interacdo farmacocinética aparente. Entretanto, ndo héa
estudos publicados na literatura que fizeram a comparacédo simultdnea da farmacocinética
de medicamentos contendo artemeter isolado, lumefantrina isolada e ambos os farmacos
associados, na mesma dose. Assim, ndo estd completamente elucidado se h& possiveis
interacbes ou competicdo pela absor¢do e metabolizacdo quando artemeter e
lumefantrina sdo administrados concomitantemente.

Além disso, ndo ha relatos na literatura sobre possiveis interacfes de artemeter
com alimentos. A administracdo do medicamento foi realizada com 200 ml de leite
integral, visando aumentar a absorcdo de lumefantrina, entretanto este fator pode, de
alguma forma, ter causado reducdo da absorcdo de artemeter.

Apenas McGREADY et al. (2006) realizaram a avaliagdo farmacocinética
concomitante de artemeter e lumefantrina associados em comprimidos de dose fixa
combinada, administrados em pacientes gravidas com maléaria. Os autores relataram que
as concentracdes plasmaticas maximas de ambos os farmacos foram baixas e a
eliminacdo de lumefantrina foi mais rapida, comparando-se com estudos prévios
realizados com pacientes que ndo estavam gravidas, e sugerindo, inclusive, que seria
necessario um ajuste da dosagem dos farmacos para estas pacientes.

Nos estudos sobre farmacocinética de lumefantrina, apenas MANSOR et al. (1996)
e ZENG et al. (1996) realizaram administracdo em dose Unica (500 mg) e em voluntarios
sadios, assim como realizado no presente estudo. Observa-se que 0s parametros
farmacocinéticos obtidos apresentaram elevada similaridade aqueles descritos por ZENG
et al. (1996). MANSOR et al. (1996) avaliaram a farmacocinética de lumefantrina em
apenas dois voluntarios. A concentracdo plasmatica maxima obtida foi consideravelmente

elevada (17668 ng/ml) e curiosamente proxima aquela obtida para o voluntario 2 (13725
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ng/ml), o que pode sugerir que alguns individuos apresentam absorcdo mais efetiva ou
metabolizacdo menos eficiente de lumefantrina.

Nos estudos de EZZET et al. (2000), ASHLEY et al. (2007) e HARTZ et al. (2008)
foi realizada a administracdo de artemeter e lumefantrina em comprimidos de dose fixa
combinada, no esquema terapéutico preconizado para o tratamento da malaria (4
comprimidos a cada 12 horas, por trés dias). Entretanto, os trés autores avaliaram apenas
a farmacocinética de lumefantrina, de forma que artemeter ndo foi quantificado no plasma
dos pacientes. Apesar de ter sido empregado o0 mesmo esquema de doses multiplas e o
mesmo tipo de paciente, pode-se observar variabilidade consideravel nos parametros
farmacocinéticos obtidos para lumefantrina.

Alguns estudos presentes na literatura demonstram variabilidade interindividual
consideravel na farmacocinética de lumefantrina (WHITE et al., 1999). O principal fator
gue determina a biodisponibilidade oral de lumefantrina, um farmaco altamente lipofilico,
a co-administracdo de alimentos ricos em gordura, sendo que sua biodisponibilidade pode
aumentar até 16 vezes pela administracdo concomitante do medicamento com este tipo
de refeicdo (WHITE et al., 1999). EZZET et al. (2000) demonstraram que a
biodisponibilidade oral de lumefantrina em pacientes que receberam uma refeicdo normal
junto com o medicamento aumentou 336%, comparada com pacientes que receberam
apenas agua para sua administracao.

Diferencas significativas nas propriedades farmacocinéticas de artemeter e
lumefantrina sdo verificadas em pacientes com malaria aguda, comparando-se a
individuos saudaveis. Para lumefantrina, estas alteracbes podem ser geralmente
atribuidas a ingestédo de alimentos. Na fase aguda da maléaria, os pacientes apresentam
anorexia e consequentemente ocorre diminuicdo da ingestdo de alimentos. Assim, a
biodisponibilidade de Iumefantrina pode sofrer redugdo, mas aumenta de forma
consideravel a medida que o paciente recobra o apetite e passa a se alimentar de forma
adequada (WHITE et al., 1999). Outros fatores que podem ser responsaveis pela
variabilidade interindividual na biodisponibilidade oral dos farmacos em pacientes com
maléria séo alteracfes na motilidade e fluxo sanguineo intestinal e metabolismo debilitado
(EZZET et al., 2000). Além disso, MCGREADY et al. (2006) demonstraram que gravidez é
associada a reducéo das concentracdes plasmaticas de artemeter e lumefantrina durante
o tratamento de malaria.

O principal determinante da eficacia do tratamento da malaria com esta associa¢éo
€ a area sob a curva de lumefantrina, que reflete de forma precisa o grau de exposicao

dos parasitas a este farmaco apos a eliminacdo de artemeter. Além disso, a concentracao
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plasmatica de lumefantrina no sétimo dia apdés o inicio do tratamento é um indicativo
simples e Util para a avaliacdo do sucesso da terapia em relacdo as taxas de cura. Se a
concentragcdo plasmética de lumefantrina no sétimo dia permanecer acima de 500 ng/ml,
considera-se que a taxa de cura sera superior a 94%, enquanto concentracdes inferiores
a 280 ng/ml indicam 49% de falha terapéutica ou recrudescéncia da doenca (EZZET et
al., 2000; ASHLEY et al.,, 2007). Esta relacdo, entretanto, é valida apenas quando a
administracdo do medicamento é feita em doses mudltiplas, no esquema terapéutico
preconizado para o tratamento da malaria.

E interessante observar que a diferenca nas propriedades farmacocinéticas de
artemeter e lumefantrina €, em grande parte, responsavel pelo sucesso da utilizacdo da
associacao no tratamento de maléaria. Pacientes com malaria falciparum apresentam, em
média, uma biomassa de parasitas entre 10° e 10*2. A administracdo de seis doses de 80
mg de artemeter em trés dias é capaz de reduzir a parasitemia para aproximadamente 10
a 10* parasitas. E exatamente esta biomassa residual que lumefantrina é responsavel por
eliminar nos dias subsequentes a administragdo do medicamento. Desta forma, artemeter
promove rapida reducdo da parasitemia e dos sintomas clinicos, enquanto lumefantrina
elimina os parasitas residuais devido a sua longa meia-vida. Assim, artemeter e
lumefantrina apresentam propriedades farmacocinéticas complementares, levando a altas
taxas de cura, baixa probabilidade de recrudescéncia da doenca e de aparecimento de
resisténcia (WHITE et al., 1999).

Considerando a relacdo bem estabelecida entre as concentracdes plasmaticas e a
area sob a curva de lumefantrina com as taxas de cura da doenca, métodos bionaliticos
para quantificacdo deste farmaco em meio plasmatico sdo ferramentas importantes para
avaliacdo da eficacia do tratamento em pacientes com malaria. Além disso, os métodos
bioanaliticos podem ser Uteis para ajudar na elucidacdo dos processos envolvidos na
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo de artemeter e Ilumefantrina
administrados concomitantemente, assim como na determinacao dos fatores que alteram
a farmacocinética destes farmacos tanto em individuos sadios quanto em pacientes com
malaria. H4, ainda, possibilidade de interesse futuro na producdo nacional de
medicamentos genéricos contendo esta associacdo, de forma que o método bioanalitico

desenvolvido pode ser util também para os estudos de bioequivaléncia.
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2.2 Estudo de fragmentacédo de artemeter e lumefantrina por espectrometria de

massas

De acordo com os espectros dos ions precursores e fragmentos obtidos para
artemeter e lumefantrina por espectrometria de massas (Figuras 13 e 14), foram
propostas estruturas e rotas de fragmentacdo para os principais ions. O analisador triplo
guadrupolo é aplicado geralmente para determinacdes quantitativas, sendo sua exatidado
na determinacdo de massas limitada (+ 1 Da). Este fator dificultou em parte a
determinacdo dos fragmentos e rotas mais provaveis, de forma que, para alguns
fragmentos, mais de uma rota de fragmentacao foi proposta.

Apesar de eletrospray ser a fonte de ionizacdo que apresenta maior probabilidade
de preservar o ion precursor, o espectro de massas de artemeter j& demonstrou varios
fragmentos, provavelmente devido a labilidade da molécula a elevadas temperaturas e
voltagens.

Os principais ions visualizados no espectro de massas de artemeter (Figura 13A)
foram m/z 231,23, m/z 267,32, m/z 284,30, além do ion precursor, m/z 316,30. No
espectro de fragmentacdo (Figura 13B), pode-se observar um pico principal em m/z
267,01 e um pico secundario em m/z 162,87. As propostas de estruturas e rotas
fragmentacao estdo demonstradas nas Figuras 28 a 34.

No espectro de massas de artemeter, ndo foi possivel visualizar o ion precursor
[M+H]", correspondente a m/z 299. Por outro lado, foram obtidos ions referentes aos
adutos formados com amoénia ([M+NH.]", m/z 316) e sédio ([M+Na]’, m/z 321) no
processo de ionizagao. As estruturas destes adutos estdo demonstradas na Figura 28. Na
Figura 29, esta representado o fragmento m/z = 267, formado a partir da perda de uma
molécula de metanol. Devido a elevada intensidade deste ion no espectro de

fragmentacao de artemeter, 0 mesmo foi selecionado como fragmento para quantificacao.
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~ NH,+
M+ HJ" [M + Na]” [M + NH4]"
m/z 299,39 m/z 321,37 m/z 316,42
Figura 28 - Estruturas do ion m/z 299 e dos adutos de sédio (m/z 321) e aménia (m/z 316) de artemeter.
~ NH,+
CH3;OH
NH3

m/z 267,35 M + NH.]"

m/z 299,39 m/z 316,42

[M +HJ"

Figura 29 — Proposta para obtenc¢&o do fragmento de artemeter m/z 267, a partir dos ions m/z 299 e m/z 316.
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O fragmento m/z 284, consideravelmente intenso no espectro do ion precursor, foi

formado por meio da reacdo com amoénia e perda de metanol (Figura 30).

+ NH,

m/z 316,42 m/z 284,38

Figura 30 — Proposta para obtengédo do fragmento de artemeter m/z 284, a partir de m/z 316.

O fragmento m/z 231, também bastante intenso no espectro de massas de
artemeter, foi formado a partir do ion m/z 267. Duas rotas foram propostas para sua
formacdo, sendo que em ambas ocorre quebra do anel peroxido de artemeter. Na
primeira (Figura 31), este fragmento foi formado diretamente pela perda de duas
moléculas de agua do ion m/z = 267, enquanto na segunda proposta (Figura 32), as
moléculas de 4gua sao perdidas em duas etapas, com a formacdo de um intermediario,
m/z 249. O ion m/z 249 ndo foi visualizado em nenhum espectro obtido no estudo,
entretanto, € um fragmento importante no trabalho de XING et al. (2006).

Foram propostas duas rotas para formacdo do fragmento m/z 163, obtido no
espectro de fragmentacdo de artemeter. Na Figura 33 estd representada a formacédo
deste ion a partir de m/z 267, enquanto na Figura 34 uma rota mais simples esta
demonstrada, com formacéo de m/z 163, a partir do ion m/z 231.

Para confirmacao de quais rotas seriam as mais provaveis de ocorrer, foi utilizado o
recurso Parent scan do espectrdmetro de massas, que permite identificar quais os ions
precursores originaram determinado fragmento. Assim, foi feita infusdo direta de uma
solucéo do farmaco no detector e as massas do fragmento e do possivel ion precursor
foram introduzidas no software. A obtencdo de um sinal de intensidade adequada é um

indicativo de que aquele fragmento é proveniente do ion precursor proposto.
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+0. +0xL + OQ +0 __~
CH, CH, CH, CH,
m/z 267,35 m/z 267,35 m/z 267,35 m/z 231,32

Figura 31 - Proposta A para obtengdo do fragmento de artemeter m/z 231, diretamente a partir do ion m/z 267.

m/z 267,35 m/z 267,35 m/z 249,33 m/z 249,33 m/z 231,32

Figura 32 - Proposta B para obtengdo do fragmento de artemeter m/z 231, a partir do ion m/z 267, via m/z 249.
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m/z 267,35 m/z 267,35 m/z 267,35 m/z 163,24

Figura 33 - Proposta A para obtengdo do fragmento de artemeter m/z 163, a partir do ion m/z 267.

O
=
Py o
+ = + VX
CH, s
m/z 231,32 m/z 231,32 m/z 163,24

Figura 34 - Proposta B para obtengdo do fragmento de artemeter m/z 163, a partir do ion m/z 231.
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Este procedimento foi realizado para o fragmento m/z 231 e os ions m/z 316, m/z
299 e m/z 267 foram identificados como ions precursores pelo equipamento. Ja o ion m/z
249 néao forneceu sinais intensos como precursor de m/z 231. Desta forma, poderia-se
inferir que a rota mais provavel para a formacdo do fragmento m/z 231 seria a primeira,
diretamente a partir de m/z 267. Por outro lado, pode-se considerar também que a
segunda rota proposta, via o intermediario m/z 249, ocorre de forma consideravelmente
rapida, ou seja, o fragmento m/z 249 é imediatamente convertido em m/z 231, de forma
gue nao é possivel identifica-lo nos espectros.

O mesmo procedimento foi realizado para identificacdo dos precursores do
fragmento m/z 163. Os ions m/z 316, m/z 284 e m/z 267 forneceram sinais intensos,
indicando a viabilidade da rota de fragmentagéao A, enquanto m/z 231 apresentou apenas
ruidos como precursor de m/z 163. Da mesma forma, a auséncia de sinal no Parent scan
do ion m/z 231 em relacdo ao fragmento m/z 163 pode indicar que esta rota de
fragmentacdo é menos provavel ou que ela ocorre de forma consideravelmente rapida,
ndo sendo possivel identificar o ion m/z 231 como precursor de m/z 163.

E interessante observar que XING et al. (2006) e SHI et al. (2006) encontraram 0
fragmento m/z 163 nos espectros de artemeter e propuseram estruturas distintas para o
mesmo. As estruturas do fragmento m/z 163 propostas no presente estudo e pelos
autores citados estdo representadas na Figura 35. As diferencas encontradas nas
estruturas se devem, principalmente, as rotas de fragmentacdo propostas, que levaram a

formacao de moléculas distintas, mas com a mesma massa molar.

= | 0 =
+ O + HO
CH, N CH,
(A) (B) (C)

Figura 35 — Estruturas propostas para o fragmento m/z 163, (A) no presente estudo, (B) por
XING et al. (2006) e (C) por SHI et al. (2006).

No espectro de massas de lumefantrina, foi obtido o ion precursor [M+H]" de alta

intensidade, correspondente a m/z 530. No espectro de fragmentacao, foi obtido o ion m/z
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348, como principal fragmento, além do ion secundario m/z 385. Como a exatidao do
analisador triplo quadrupolo € limitada (£ 1 Da), em alguns espectros obtidos, a relacao
massa/carga do principal fragmento foi 347.

Desta forma, foram propostas estruturas com massa 347,27 e 348,25 para o
principal fragmento visualizado no espectro de lumefantrina. Trés rotas foram sugeridas
para a formacao do fragmento 347,27 a partir do ion precursor 530 (Figuras 36 a 38).

As rotas A e B séo parcialmente semelhantes. Em ambas ocorre a formacgdo do
fragmento final m/z 347,27, que possui anel de quatro membros com nitrogénio e ligado a
um anel aroméatico. Pode ocorrer, ainda, a abertura deste anel de quatro membros,
ficando o nitrogénio com duas ligacdes duplas e carga positiva. A diferenca entre as duas
rotas esta na formacao inicial de anel nitrogenado de seis membros na rota A e de cinco
membros na rota B. Esta diferenca determina em qual dos dois anéis aromaticos clorados
ocorrerd a ligacdo com o anel de quatro membros.

A rota C constitui um mecanismo alternativo, com formacdo de um alquino como
intermediério, originando também o fragmento m/z 347,27 como produto final. Nas trés
rotas o ion m/z 347,27 é formado diretamente a partir da fragmentagéo do precursor m/z
529,96, sem a formacado de ions intermediarios. Desta forma, ndo foi possivel aplicar o
recurso Parent scan do equipamento para verificacdo da rota de fragmentacdo mais
provavel.

Nas Figuras 39 e 40 estdo demonstradas as propostas para a formacdo do
fragmento m/z 348,25, a partir do ion m/z 384,72. Em ambas ocorre a perda de uma
molécula de HCI, sendo que a diferenca entre as rotas consiste na estrutura inicial do ion
precursor m/z 384,72. E interessante ressaltar que, em ambas as rotas, seria possivel a
perda de qualquer um dos trés cloros da molécula.

Trés rotas de fragmentacao foram propostas para a obtencdo do ion m/z 385, a
partir de m/z 530. Na primeira delas (Figura 41), ocorre a quebra do grupamento amino,
formando o intermediario m/z 401, seguida pela perda de CH,. Por esta rota, ocorre
formacao de fragmento com massa 384,67. Nas rotas B e C propostas (Figuras 42 e 43),
ocorre perda de uma molécula de agua, e em seguida, 0 grupamento amino € quebrado
da molécula, por vias distintas. H4, ainda, a possibilidade de rearranjo com o anel
aromatico da molécula, com formacéo do ion tropilico correspondente. Em ambas as
rotas, a massa do fragmento formado € 384,72.

Pelo recurso Parent scan do equipamento, verificou-se que o ion m/z 530
apresentou sinais de maior intensidade como precursor de m/z 385. O ion m/z 512

também foi identificado como possivel precursor deste ion, enquanto ndo foram obtidos
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sinais de intensidade adequada que indicassem m/z 401 como precursor de m/z 385.
Assim, pode-se inferir que as rotas B e C propostas, nas quais ha formacdo do ion
intermediario m/z 512, seriam mais provaveis, ou que na primeira rota, a formacéo e
conversdo do ion m/z 401 em m/z 384 ocorre de forma consideravelmente rapida, ndo
sendo possivel identificar este ion nos espectros.

Dentre os estudos presentes na literatura, apenas WAHAJUDDIN et al. (2009)
apresentaram a estrutura para o fragmento de lumefantrina obtido por espectrometria de
massas. O fragmento utilizado para quantificacdo, entretanto, foi o ion m/z 512, que
corresponde a perda de uma molécula de agua da estrutura da lumefantrina.

O estudo das rotas de fragmentacdo, apesar de ndo ser imprescindivel para a
determinacdo quantitativa, € uma ferramenta interessante para a elucidacéo estrutural dos
fragmentos obtidos nos espectros de massas dos farmacos. A definicdo das estruturas
dos ions e a determinacao dos fragmentos mais caracteristicos obtidos na fragmentacao
dos farmacos podem ser Uteis em estudos de identificacdo de artemeter e lumefantrina

em produtos farmacéuticos e meio bioldgico.
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Cl

miz 347,27 miz 347,27 m/z 347,27

Figura 36 - Proposta A para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 347, a partir do ion m/z 530.
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Ho NOLT

m/z 529,96

N
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miz 347,27 m/z 347,27 m/z 347,27

Figura 37 — Proposta B para obtencgdo do fragmento de lumefantrina m/z 347, a partir do ion m/z 530.
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m/z 347,27 m/z 347,27

Figura 38 - Proposta C para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 347, a partir do ion m/z 530.
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Cl
HCI
Cl l .| ! Cl ?
+
m/z 384,72 m/z 348,25

Figura 39 - Proposta A para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 348, a partir do ion m/z 384.

/. ?\c

m/z 384,72 m/z 348,25

Figura 40 - Proposta B para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 348, a partir do ion m/z 384.
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Figura 41 - Proposta A para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 385, a partir do ion m/z 530.
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Figura 42 - Proposta B para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 385, a partir do ion m/z 530.
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C

Figura 43 - Proposta C para obtengdo do fragmento de lumefantrina m/z 385, a partir do ion m/z 530.
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3 CONCLUSOES

e A deteccdo de artemeter e Ilumefantrina por espectrometria de massas,
empregando-se fonte de ionizacdo eletrospray e analisador triplo quadrupolo, forneceu
sinais de alta intensidade, permitindo a quantificagdo destes farmacos em concentracdes
plasméaticas consideravelmente baixas (LQ = 10 ng/ml) e de forma seletiva.

¢ O método bioanalitico desenvolvido demonstrou ser simples, rapido, preciso e
exato, além de fornecer taxas de recuperacdo superiores a 80%, possibilitando a
guantificacdo simultanea dos farmacos em plasma humano na faixa de 10 a 1000 ng/ml

para artemeter e 10 a 18000 ng/ml de lumefantrina.

e O estudo clinico com voluntarios permitiu a obtencdo das curvas de absorcao
plasmatica e dos parametros farmacocinéticos dos farmacos em associacdo, e
comprovou a aplicabilidade do método desenvolvido em estudos de biodisponibilidade e

bioequivaléncia.

e O estudo das rotas de fragmentacdo de artemeter e lumefantrina permitiu a
elaboracdo de propostas para as estruturas dos fragmentos formados, e constitui
ferramenta importante para a identificacdo destes farmacos em produtos farmacéuticos e

meio biolégico.
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This paper describes the development and evaluation of a HPLC, UV spectrophotometry and potentiomet-
ric titration methods to quantify lumefantrine in raw materials and tablets. HPLC analyses were carried out
using a Symmetry C;g column and a mobile phase composed of methanol and 0.05% trifluoroacetic acid
(80:20), with a flow rate of 1.0 ml/min and UV detection at 335 nm. For the spectrophotometric analyses,
methanol was used as solvent and the wavelength of 335 nm was selected for the detection. Non-aqueous
titration of lumefantrine was carried out using perchloric acid as titrant and glacial acetic acid/acetic
anhydride as solvent. The end point was potentiometrically determined. The three evaluated methods
showed to be adequate to quantify lumefantrine in raw materials, while HPLC and UV methods presented

HPLC the most reliable results for the analyses of tablets.

UV spectrophotometry
Potentiometric titration
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1. Introduction

The incidence of malaria worldwide is estimated to be
300-500 million clinical cases each year, with about 90% of
these occurring in Africa, mostly caused by P. falciparum. One
of the greatest difficulties facing malaria control worldwide is
the spread and intensification of parasite resistance to anti-
malarial drugs. The limited number of such drugs has lead to
increasing difficulties in the development of antimalarial drug
policies and adequate disease management [1]. The search for
new antimalarial drugs involving novel molecular targets and
treatment regimens, which should provide both high efficacy
and safety for use, has become an urgent subject of study
[2].

Lumefantrine (previously called benflumetol) was synthesized
originally in the 1970s by the Academy of Military Medical Sci-
ences in Beijing, China [3]. It is a racemic fluorene derivative,
named 2-dibutylamino-1-[2,7-dichloro-9-(4-chlorobenzylidene)-
9H-fluoren-4-yl]-ethanol (Fig. 1). It conforms structurally, physico-
chemically and in mode of action to the aryl amino alcohol group of
antimalarial agents including quinine, mefloquine and halofantrine
[4].

Nowadays, lumefantrine is commercially available in a cofor-
mulated product with artemether, in a fixed dose combination

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34096982; fax: +55 31 34096976.
E-mail address: isaccesar@bol.com.br (I.C. César).

0731-7085/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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(artemether 20 mg+lumefantrine 120mg) [5]. Many studies
have proved that this association is highly effective in the
treatment of several types of malaria, mainly multi-drug-
resistant falciparum malaria, resulting in high cure rates and
stronger prevention against reinfection [6-8]. This drug asso-
ciation is the first line therapy for uncomplicated malaria
recommended by World Health Organization (WHO), mainly in
countries where malaria is resistant to conventional treatments
[9].

Previous studies have reported the determination of lume-
fantrine, all of them employing high performance liquid chro-
matography with UV detection at 335nm and focusing mainly
in its quantitation in plasma or blood [3,10-12]. However, meth-
ods for lumefantrine determination in pharmaceutical products,
such as raw material and tablets, have not been reported to date,
and lumefantrine monographs are not available in official phar-
macopoeias. The increasing utilization of this antimalarial drug
as first line treatment for malaria in many countries demands the
development of new and alternative methods to successfully deter-
mine lumefantrine in raw material and pharmaceutical dosage
forms.

The purpose of this study was to develop and validate analyti-
cal methods to quantify lumefantrine in raw materials and tablets,
using HPLC, UV spectrophotometry and potentiometric titration.
The results obtained by these methods were statistically compared,
using analysis of variance (ANOVA). In addition, the reliability and
feasibility of them were evaluated, focusing on routine quality con-
trol analysis.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
mailto:isaccesar@bol.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2008.05.006

224 I.C. César et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 48 (2008) 223-226

Cl

Cl . Cl
/\/\N
\/\/

Fig. 1. Chemical structure of lumefantrine.

2. Experimental
2.1. Reagents and materials

Lumefantrine reference standard and raw material were
purchased from Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Coartem®
tablets (artemether 20 mg + lumefantrine 120 mg) (Novartis, Basel,
Switzerland) were kindly donated by Brazilian Health Ministry.
Water was purified using a Millipore system (Bedford, MA, USA).
Methanol, trifluoroacetic acid, dichloromethane (HPLC grade) and
perchloric acid, glacial acetic acid and acetic anhydride (analytical
grade) were obtained from Tedia (Fairfield, OH, USA).

2.2. Instruments and analytical conditions

The HPLC analyses were carried out on an Agilent 1200 system
(Palo Alto, CA, USA), composed of a quaternary pump, autosam-
pler, diode array detector (DAD) and HP ChemStation software. The
column used was a Symmetry Cyg (250 mm x 4.6 mmi.d.; 5 um par-
ticle size) from Waters (Milford, MA, USA), maintained at 30 °C. DAD
detection was performed at 335nm and UV spectra from 200 to
400 nm were recorded on-line for peak identification. The mobile
phase consisted of methanol and 0.05% trifluoroacetic acid (80:20),
at a flow rate of 1.0 ml/min. The injection volume was 20 .l

Ultraviolet spectrophotometric analyses were carried out on a
Shimadzu UV 160A (Shimadzu, Kyoto, Japan) spectrophotometer,
in a 1cm quartz cuvette. The wavelength of 335 nm was selected
for the quantitation of lumefantrine and the measurements were
obtained against methanol as a blank.

Lumefantrine non-aqueous titration was carried out on a Titra-
tor DL53 (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA), equipped with a
combination glass electrode DG113 (Mettler Toledo, Columbus,
OH, USA), containing 1M LiCl in ethanol as the inner solution.
0.1 M perchloric acid volumetric solution was prepared in glacial
acetic acid/acetic anhydride, and standardized with potassium
biphthalate, previously dried at 120°C for 2 h. The end point was
determined potentiometrically.

2.3. Preparation of standard and sample solutions

Lumefantrine standard solution: Approximately 15 mg of lume-
fantrine reference standard were accurately weighed and trans-
ferred to a 50 ml volumetric flask. Dichloromethane (1 ml) was
added to ensure complete solubilization and the solution was
diluted to volume with methanol. An aliquot of 4 ml of the obtained
solution was transferred to a 50 ml volumetric flask. The volume
was adjusted with either methanol for spectrophotometric analysis
or mobile phase for chromatographic analysis, resulting in solutions
of 24 pg/ml.

Lumefantrine sample solutions: Approximately 30 mg of lume-
fantrine raw material, or a portion of the powdered tablets equiv-
alent to about 30 mg of lumefantrine, were accurately weighed
and transferred to a 100 ml volumetric flask. Dichloromethane
(2ml) was added and the solution was diluted to volume with
methanol. An aliquot of 4ml of this solution was transferred to
a 50ml volumetric flask. The volume was adjusted with either
methanol for spectrophotometric analysis or mobile phase for
chromatographic analysis, to obtain a solution at 24 pg/ml of
lumefantrine.

2.4. Validation

The optimized spectrophotometric and chromatographic meth-
ods were completely validated according to the procedures
described in ICH guidelines Q2(R1) for the validation of analytical
methods [13].

Linearity: Standard solutions containing 300 pg/ml of lume-
fantrine in methanol were prepared, in triplicate. Aliquots of these
solutions were diluted in mobile phase (for HPLC analysis) or
methanol (for UV analysis), to five different concentrations, corre-
sponding to 12, 18, 24, 30 and 36 p.g/ml of lumefantrine. Calibration
curves with concentration versus peak area or absorbance were
plotted for each method and the obtained data were subjected to
regression analysis using the least squares method.

Precision: The intra-day precision was evaluated by analyzing six
tablet samples (n=6), at 100% of the test concentration (24 pg/ml),
using the UV and the HPLC methods. Similarly, the inter-day preci-
sion was evaluated in three consecutive days (n = 18). Lumefantrine
contents and the relative standard deviations (R.S.D.) were calcu-
lated.

Accuracy: Lumefantrine reference standard was accurately
weighed and added to a mixture of the tablet excipients, at three dif-
ferent concentrations (18, 24 and 30 p.g/ml). At each concentration,
samples were prepared in triplicate and the recovery percentage
was determined by UV and HPLC methods.

Specificity: A solution containing a mixture of the tablet excip-
ients was prepared using the sample preparation procedure and
injected onto the chromatograph, to evaluate possible interfering
peaks. For the spectrophotometric analysis, the UV spectrum of this
solution was recorded in the range of 200-400 nm, to evaluate the
presence of possible interfering bands at 335 nm. In addition, spec-
tral purities of lumefantrine peaks in chromatograms obtained with
sample solutions were evaluated using the UV spectra recorded by
the diode array detector.

Detection and quantitation limits: Diluted lumefantrine standard
solutions were prepared and analyzed by both chromatographic
and spectrophotometric methods, at decreasing concentrations,
in the range of 0.01-0.40 pg/ml. For the HPLC method, the limit
of detection (LOD) was defined as the concentration for which
a signal-to-noise ratio of 3 was obtained and, for the limit of
quantitation (LOQ), a signal-to-noise ratio of 10 was considered.
To determine the limits of detection and quantitation in the UV
method, the absorbance values, UV spectra and relative standard
deviation of the measured values of the diluted solutions were
evaluated.

2.5. Analysis of lumefantrine raw material and tablets

Samples of Coartem® tablets and lumefantrine raw material,
employed for manufacturing pharmaceutical formulations, were
analyzed by the validated HPLC and UV methods and also by poten-
tiometric titration. Before the analysis, the tablets were weighed
and finely powdered. The sample solutions for the HPLC and
UV analyses were prepared as described in Section 2.3. For the
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Fig. 2. Chromatogram obtained for a lumefantrine sample solution at 24 p.g/ml,
using Symmetry Cg column (250 mm x 4.6 mmi.d.; 5 wm particle size) at 30°C and
mobile phase composed of methanol and 0.05% trifluoroacetic acid (80:20), at a flow
rate of 1.0 ml/min. Detection was performed at 335 nm.

potentiometric titration, 200 mg of lumefantrine were accurately
weighed in a titration vessel, followed by the addition of 10 ml of
acetic anhydride and 40 ml of glacial acetic acid. Samples were sub-
mitted to mechanical agitation until complete solubilization, before
automatic titration.

The lumefantrine contents were determined using the three
methods and the obtained results were statistically compared using
ANOVA test and Tukey’s multiple comparison test, applied at 0.05
significance level.

3. Results and discussion

During the chromatographic method development, methanol
showed to be a more adequate organic solvent than acetonitrile,
regarding the lumefantrine retention. Acidification of the mobile
phase with trifluoroacetic acid was necessary in order to assure
that lumefantrine was completely in the ionized form and thus
obtaining a satisfactory peak shape. Hence, using a mobile phase
pH of 2.8 and a C;g column with about 19% hydrocarbon load, an
adequate peak symmetry (tailing factor = 1.04) and short run time
(6 min) were achieved, as demonstrated in the chromatogram of
Fig. 2.

After the evaluation of the lumefantrine UV spectrum, in the
range of 200-400nm (Fig. 3), the wavelength of 335nm was
selected for detection, due to the adequate molar absorptivity of
lumefantrine in this region and the higher selectivity of this wave-
length regarding possible interfering compounds or solvents in the
samples.

The non-aqueous potentiometric titration of lumefantrine
showed a well-defined inflexion on the titration curve, precisely
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Fig. 3. UV spectrum of lumefantrine sample solution at 24 p.g/ml, in methanol.

Table 1
Overview of the linearity data obtained for lumefantrine by the chromatographic
and spectrophotometric methods

Regression parameters HPLC uv

Regression coefficient (1?) 0.9999 0.9999

Slope + standard error 34.06+0.10 0.0291 £0.0001
Intercept & standard error 1.70+2.60 —0.0008 +0.0019
Relative standard error (%) 0.40 0.35
Concentration range (g/ml) 12-36 12-36

Number of points 5 5

indicating the end point. The potentiometric determination was
less subjective and more precise than the use of visual indicators,
therefore this method was chosen for the analyses.

3.1. Validation

A linear relationship was found between the lumefantrine con-
centrations and the response of both HPLC and UV methods. The
regression analysis data are presented in Table 1. High regression
coefficients (r2) values were obtained (0.9999 for both methods).
A random pattern of the regression residues was found and no
significant deviation of linearity was detected in the assayed range.

The precision data obtained for the evaluated methods are
demonstrated in Table 2. All methods presented R.S.D. values
lower than 2.0%, assuring a good precision. Potentiometric titra-
tion presented more precise results, compared to the instrumental
methods.

Accuracy was investigated by means of a standard addition
experiment. Both chromatographic and spectrophotometric meth-
ods exhibited mean recoveries (n=9) close to 100% (Table 2),
demonstrating an adequate accuracy.

In the evaluation of the specificity of the HPLC method, peak
purities higher than 99.0% were obtained for lumefantrine in the
chromatograms of sample solutions, demonstrating that other
compounds did not co-elute with the main peak. The chro-
matogram obtained with the mixture of the tablet excipients
showed no interfering peaks in the same retention time of lume-
fantrine. For the UV method, no absorption band was found at
335 nm, in the spectrum obtained with a mixture of the tablet excip-
ients in methanol. Therefore, the method showed to be selective to
quantify lumefantrine at this wavelength.

Considering the signal-to-noise ratio of 3 and 10, the LOD
and LOQ obtained for the chromatographic method were 0.02
and 0.05 pg/ml, respectively. In the spectrophotometric analysis,
at a concentration of 0.10 wg/ml of lumefantrine, it was possible
to identify the absorption band at 335nm and the correspond-
ing absorbance value was 0.004. Hence, this concentration was
settled as the detection limit. The quantitation limit of the UV
method was 0.30 pg/ml, defined as the lower concentration that
provided an adequate precision (R.S.D. < 2.0%) and absorbance value
(0.010). According to the obtained results (Table 2), HPLC proved to
be a more sensitive method, allowing the quantitation of lume-
fantrine in concentrations around five times lower than the UV
method.

Table 2
Validation parameters of the evaluated methods for lumefantrine determination

Validation parameters HPLC uv Potentiometric titration

Intra-day precision, n=6 (R.S.D., %) 0.45 0.65 0.29
Inter-day precision, n=18 (R.S.D., %) 0.67 0.62 0.46
Accuracy, n=9 (mean recovery, %) 99.42 98.81 -
LOD (g/ml) 0.02 0.10 -
LOQ (pg/ml) 0.05 030 -
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Table 3
Lumefantrine contents in raw material and tablet samples obtained by HPLC, UV
and potentiometric titration (n=12)

Samples Lumefantrine content (%) +S.D.
HPLC uv Potentiometric
titration
Raw material 99.47 £+ 0.60 99.05 + 0.82 99.82 + 0.27
Tablet 97.94 + 0.67 98.03 + 0.73 101.41 + 0.63

S.D.: standard deviation.

3.2. Analysis of lumefantrine raw material and tablets

The validated chromatographic and spectrophotometric meth-
ods and the potentiometric titration were applied to the analysis
of lumefantrine in raw material and Coartem® tablets (Table 3).
ANOVA test revealed statistically significant difference between
the results obtained for both raw material and tablets samples,
from the distinct methods, at a confidence level of 0.05. Turkey’s
multiple comparison test demonstrated that, for the raw mate-
rial analysis, the means obtained by HPLC and UV, as well as
those obtained by HPLC and titration, were statistically equivalents
(p>0.05); however, there was a significant difference between the
values obtained by UV and titration (p < 0.05). For the analysis of the
tablets, Turkey’s test revealed statistic equivalence between HPLC
and UV means (p > 0.05) and showed that the results of the titration
method were statistically different from those obtained by HPLC
and UV (p<0.05).

A higher mean lumefantrine content was found when potentio-
metric titration was applied to the tablet analyses. The presence
of excipients with basic characteristic in the tablet matrix, such
as magnesium stearate, might interfere in the titration process,
leading to higher values. Hence, potentiometric titration with per-
chloric acid did not show to be an adequate method to quantify
lumefantrine in tablets.

Regarding the raw material analyses, potential interferences
were not identified in any of the evaluated methods, although non-
aqueous titration and spectrophotometric analysis could quantify
degradation products or related substances that present similar
chemical structure [14]. Chromatographic analysis showed to be
the most sensitive and selective method, and might be applied
successfully for lumefantrine trace analysis and quantitation in bio-
logic matrices. We cannot discharge, however, the analyses time
and cost. The spectrophotometric method and non-aqueous titra-
tion are clearly less expensive and require shorter analysis time,
besides the easily of handling.

Since the use of lumefantrine as a potent antimalarial drug is
widespread around the malaria endemic areas, the development
and validation of simple and reliable methods are essential to assure

the quality of the raw materials and pharmaceutical formulations
marketed nowadays. The problem of counterfeit or substandard
antimalarials is well established all over the world [15] and sim-
ple methods to identify and precisely quantify these drugs may be
an important tool to avoid treatment inefficacy and development
of resistance due to the exposition to subtherapeutic doses.

4. Conclusion

HPLC, UV spectrophotometry and potentiometric titration
showed to be adequate methods to quantify lumefantrine in
raw materials, while for the analyses of the tablets, the chro-
matographic and spectrophotometric methods presented the most
reliable results. Since these methods are rapid and simple, they
may be successfully applied to quality control analyses, with the
aim of quantifying and identifying lumefantrine in pharmaceutical
products.
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This paper describes the development and validation of a HPLC-UV method (210 nm) for the simultane-
ous quantitation of artemether and lumefantrine in fixed dose combination tablets. The method showed
to be linear (2 >0.99), precise (R.S.D.<2.0%), accurate (recovery of 101.07% for artemether and 101.58%
for lumefantrine), specific and robust. Four batches of artemether-lumefantrine tablets were assayed
by the validated method. The artemether contents in the tablets varied from 98.61% to 103.35%, while
lumefantrine contents were 97.92-100.48%.
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1. Introduction

Malaria is the world’s most important parasitic infection, rank-
ing among the major health and developmental challenges for the
poor countries of the world [1]. One of the greatest challenges fac-
ing malaria control worldwide is the spread and intensification of
parasite resistance to antimalarial drugs. The limited number of
such drugs has led to increasing difficulties in the development of
antimalarial drug policies and adequate disease management [2].

Artemisinin-based combination therapy (ACT) is increasingly
being advocated as promising treatment. ACT is based on the use of
two drugs with different modes of action: an artemisinin-derivative
that causes rapid and effective reduction of parasite biomass and
gametocyte carriage and a partner drug that has a longer duration
of action [3].

Artemether-lumefantrine is an ACT widely used nowadays and
consists of a registered fixed dose combination of artemether
(20mg) and lumefantrine (120 mg) in tablets (Fig. 1). The ratio-
nale is that artemether will rapidly reduce parasitemia, resulting in
symptomatic relief, and lumefantrine will eliminate the remaining
parasites [4]. World Health Organization (WHO) recommends this
association as first line therapy for falciparum malaria in endemic
areas [5].

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34096982; fax: +55 31 34096976.
E-mail address: isaccesar@bol.com.br (I.d.C. César).
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The increasing use of artemether-lumefantrine association as
an effective treatment for resistant malaria demands the need
of analytical methods to simultaneously quantify these drugs in
tablets in order to evaluate its quality. Some papers have described
the analysis of artemether in plasma, based on HPLC with electro-
chemical [6-8] or mass spectrometry detection [9]. Few methods
are available to assay artemether in pharmaceutical products
[10,11]. The quantitative determination of lumefantrine in plasma
has been described using HPLC with UV detection [12-15]. How-
ever, there is no method reported regarding the simultaneous
quantitation of artemether and lumefantrine.

Hence, the aim of this study was to develop and validate a HPLC
method, using UV detection, to simultaneously quantify artemether
and lumefantrine in fixed dose combination tablets. Due to the low
molar absorptivity of artemether in the UV region (210 nm), and
the lower concentration of this drug in the tablets compared to
lumefantrine, standard addition of artemether was carried out to
improve its detection. The validated method was applied to the
analysis of tablets containing the artemether-lumefantrine associ-
ation (20+120 mg).

2. Experimental
2.1. Reagents and materials
Artemether and lumefantrine reference standards were pur-

chased from Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Coartem®
(Novartis, Basel, Switzerland) tablets were kindly donated by


http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085
mailto:isaccesar@bol.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.jpba.2008.05.022

952 1.d.C. César et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 48 (2008) 951-954

Cl l
Cl . . l Cl
/\/\

o OH

(R) (L)

Fig. 1. Chemical structures of artemether (A) and lumefantrine (L).

Brazilian Health Ministry and Co-artesiane® tablets were pur-
chased from Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Ultra-pure water
was obtained from a Millipore system (Bedford, MA, USA). Ace-
tonitrile, trifluoroacetic acid and chloroform (HPLC grade) were
obtained from Tedia (Fairfield, OH, USA).

2.2. Instrumental and analytical conditions

The HPLC analyses were carried out on an Agilent 1200 system
(Palo Alto, CA, USA), composed of a quaternary pump, autosam-
pler, diode array detector (DAD) and HP ChemStation software.
The columns evaluated were a Zorbax SB-Ciano (150 x 4.6 mm
i.d.; 5m particle size) from Agilent (Santa Clara, CA, USA) and a
Symmetry Cig (250 x 4.6 mm i.d.; 5 wm particle size) from Waters
(Milford, MA, USA), both maintained at 30°C. UV detection was
performed at 210 nm. UV spectra from 190 to 400 nm were online
recorded for peak identification. The injection volume was 20 ul.
An isocratic mobile phase containing acetonitrile and 0.05% triflu-
oroacetic acid (60:40, v/v) was used at a flow rate of 1.0 ml/min. The
separation of artemether and lumefantrine was evaluated in differ-
ent proportions of these solvents and, for each condition, retention
factor (k) and resolution (R) were calculated. In order to determine
k, tp was estimated by injecting a 0.01% (w/v) NaNO3 solution in
mobile phase onto the chromatograph. The optimized condition
was achieved using the Zorbax SB-Ciano column and a mobile phase
composed of acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid (60:40), pH
2.35.

2.3. Preparation of standard solutions

2.3.1. Artemether-lumefantrine standard solution

Approximately 40 mg of artemether and 30 mg of lumefantrine
reference standards were accurately weighed and transferred to a
100 ml volumetric flask. Chloroform (2 ml) was added to ensure
complete solubilization, followed by the addition of 80ml of
acetonitrile. The volume was filled to the mark with 0.05% trifluo-
roacetic acid, to obtain a solution at 400 p.g/ml of artemether and
300 pg/ml of lumefantrine.

2.3.2. Artemether stock solution

Approximately 175 mg of artemether reference standard was
accurately weighed and transferred to a 100 ml volumetric flask.
Chloroform (2 ml) was added to ensure complete solubilization
and the flask volume was completed with acetonitrile. The final
concentration was 1750 pg/ml of artemether.

2.3.3. Artemether work solution

An aliquot of 10 ml of artemether stock solution was transferred to
a 50 ml volumetric flask and the volume was adjusted with mobile
phase, to obtain a solution at 350 pg/ml of artemether.

2.4. Analysis of fixed dose combination tablets

Three different batches of Coartem® and one batch of Co-
artesiane® were analyzed using the validated method. Artemether
standard was added to the samples, with the aim of increasing the
peak area of artemether in the chromatograms and thereby improv-
ing the detection of this compound. Due to the poor solubility of
lumefantrine, chloroform was added to ensure the complete sol-
ubilization of the samples. For the analysis, six replicates of each
batch were assayed. The tablets were weighed and finely pow-
dered. An accurately weighed portion of the powder, equivalent to
about 25 mg of artemether and 150 mg of lumefantrine, was trans-
ferred to a 100 ml volumetric flask followed by the addition of 5 ml
of chloroform. The solution was sonicated for 3 min and diluted
with acetonitrile to volume. An aliquot of 10 ml of this solution was
transferred to a 50 ml volumetric flask and 10 ml of the artemether
stock solution (described in Section 2.3) was added. The volume was
adjusted with mobile phase. An artemether work solution was also
prepared by diluting 10 ml of the artemether stock solution to 50 ml
with mobile phase. To calculate artemether content in the tablets,
the peak area of artemether obtained in the artemether work solu-
tion was subtracted from the peak area of artemether obtained in
the sample solutions. The difference corresponds to the amount of
artemether originally present in the tablet samples.

2.5. Validation

2.5.1. Linearity

Standard solutions containing 750 pg/ml of lumefantrine were
prepared, in triplicate. Aliquots of these solutions were diluted in
mobile phase to five different concentrations, corresponding to 150,
225, 300, 375 and 450 pg/ml of lumefantrine. For the artemether,
solutions were prepared using the standard addition procedure.
Stock sample solutions containing 250 pg/ml of artemether were
prepared in triplicate. An aliquot of these sample solutions was
diluted in mobile phase and 10 ml of artemether stock solution, cor-
responding to 350 pg/ml of artemether, was added. Therefore, the
final concentrations were 375, 387.5, 400, 412.5 and 425 wg/ml of
artemether. Calibration curves for concentration versus peak area
were plotted for each compound and the obtained data were sub-
jected to regression analysis using the least squares method with a
weighting factor of 1/x.

2.5.2. Precision

The intra-day precision was evaluated by analyzing six sample
solutions (n=6), at the final concentration of analyses (400 pLg/ml
of artemether and 300 pg/ml of lumefantrine). Similarly, the
inter-day precision was evaluated in three consecutive days
(n=18). The artemether and lumefantrine concentrations were
determined and the relative standard deviations (R.S.D.) were cal-
culated.

2.5.3. Accuracy

Artemether and lumefantrine reference standards were accu-
rately weighed and added to a mixture of the tablet excipients,
at three different concentration levels (300, 400 and 500 p.g/ml
of artemether and 225, 300 and 375 pg/ml of lumefantrine). At
each level, samples were prepared in triplicate and the recovery
percentage was determined.

2.5.4. Specificity

Spectral purities of artemether and lumefantrine chromato-
graphic peaks were evaluated using the UV spectra recorded by
a diode array detector. In addition, a solution containing a mixture
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Table 1
Chromatographic parameters for artemether and lumefantrine at different mobile
phase compositions using a Zorbax SB-Ciano column

Mobile phase composition, Artemether Lumefantrine Resolution (R)
Acetonitrile:0.05% retention retention

trifluoroacetic acid factor (k) factor (k)

80:20 0.32 0.28 0.00

75:25 0.38 0.36 0.00

70:30 0.48 0.56 0.00

65:35 0.63 0.91 0.54

60:40 0.86 1.53 2.38

55:45 1.14 2.19 3.23

of the tablet excipients was prepared using the sample prepara-
tion procedure and injected onto the chromatograph, to evaluate
possible interfering peaks.

2.5.5. Robustness

Six sample solutions were prepared and analyzed under the
established conditions and by variation of the following analytical
parameters: flow rate of the mobile phase (0.8, 1.0 and 1.2 ml/min),
acetonitrile proportion in mobile phase (58%, 60% and 62%), mobile
phase pH (2.15, 2.35 and 2.55) and column temperature (25, 30
and 35°C). The artemether and lumefantrine contents were deter-
mined for each condition and the obtained data were submitted for
statistical analysis (ANOVA test).

2.5.6. Detection and quantitation limits

Combined standard solutions were prepared by sequential
dilutions and injected onto the chromatograph, at decreasing
concentrations, in the range of 0.13-15 wg/ml of artemether and
0.10-11.25 pg/ml of lumefantrine. The limit of detection was
defined as the concentration for which a signal-to-noise ratio of
3 was obtained and, for quantitation limit, a signal-to-noise ratio
of 10 was considered.

3. Results and discussion

The chromatographic parameters were initially evaluated using
a Symmetry Cqig column and a mobile phase composed of acetoni-
trile and 0.05% trifluoroacetic acid (80:20). Under these conditions,
the retention factors obtained for artemether and lumefantrine
were 5.05 and 0.61, respectively. In spite of achieving a good resolu-
tion, this condition exhibited a long run time, since artemether peak
was eluted after 9 min. Hence, the Symmetry C;g was substituted by
aZorbax SB-Ciano column. Using this column, different proportions
of mobile phase solvents were evaluated, to obtain an adequate res-
olution between artemether and lumefantrine peaks (Table 1). The
mobile phase composed of acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic
acid (60:40) promoted an adequate separation (R=2.38), and a
short run time (5 min), and so, this condition was adopted in sub-
sequent analyses (Fig. 2A).

Artemether shows UV absorption only in the initial wavelengths
of the spectrum (200-220 nm), due to the absence of chromophores
in its structure. Nevertheless, the artemether absorptivity is con-
siderably low in this region, resulting in HPLC-UV methods with
poor sensitivity. Hence, a HPLC method with UV detection was
developed by means of artemether standard addition to the sample
solutions. This approach allowed an adequate artemether detection
and consequently quantitation at 210 nm.

3.1. Validation

3.1.1. Linearity

A linear correlation was found between the peak areas and
the concentrations of artemether and lumefantrine, in the assayed
range. The regression analysis data are presented in Table 2. The
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Fig. 2. Chromatograms obtained for (A) a sample solution at 400 pg/ml of
artemether and 300 pg/ml of lumefantrine and (B) a mixture of the tablet excip-
ients, using a Zorbax SB-Ciano column (150 x 4.6 mm i.d.; 5 wm) and a mobile phase
composed of acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid (60:40), at a flow rate of
1.0 ml/min. Detection was performed at 210 nm. Peak assignation: (1) chloroform;
(2) artemether and (3) lumefantrine.

regression coefficients (%) obtained were higher than 0.99 for both
compounds, which attest the linearity of the method.

3.1.2. Precision

Mean contents of artemether and lumefantrine in the intra-
day precision analysis (n=6) were 405.95 pg/ml (R.S.D.=1.23%)
and 297.03 pg/ml (R.S.D.=0.89%), respectively. For the inter-day
precision (n=18), the mean contents obtained were 406.92 p.g/ml
(R.S.D.=1.07%)and 297.35 p.g/ml (R.S.D. = 0.89%) for artemether and
lumefantrine, respectively. R.S.D. values, lower than 2.0%, assure the
precision of the method.
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Table 2

Calibration curve data for artemether and lumefantrine

Regression parameters Artemether Lumefantrine
Regression coefficient, r2 0.9984 0.9998
Slope + standard error 1.08 £0.01 56.80+0.24
Intercept & standard error —100.61+4.74 192.65+76.25
Relative standard error (%) 0.25 0.57
Concentration range (ug/ml) 375-425 150-450
Number of points 5 5

3.1.3. Accuracy

It was investigated by means of addition of artemether and
lumefantrine reference standards to a mixture of the tablet excipi-
ents. Artemether mean recovery (n=9) was 101.07% (R.S.D.=0.52%)
and lumefantrine mean recovery was 101.58% (R.S.D.=0.25%),
demonstrating the accuracy of the method.

3.1.4. Specificity

Peak purities higher than 99.0% were obtained for artemether
and lumefantrine in the chromatograms of sample solutions,
demonstrating that other compounds did not co-elute with the
main peaks. The chromatogram obtained with the mixture of the
tablet excipients showed no interfering peaks in the same retention
time of artemether and lumefantrine (Fig. 2B).

3.1.5. Robustness

Statistical analysis showed no significant difference between
results obtained employing the analytical conditions established
for the method and those obtained in the experiments in which
variations of some parameters were introduced. Thus, the method
showed to be robust for changes in mobile phase flow rate from
0.8 to 1.2 ml/min, acetonitrile proportion from 58% to 62%, mobile
phase pH in the range of 2.15-2.55 and column temperature from
25 to 35°C.

3.1.6. Detection and quantitation limits

According to the determined signal-to-noise ratio, artemether
and lumefantrine presented limits of detection of 5 and 0.1 p.g/ml
and limits of quantitation of 15 and 0.5 pg/ml, respectively. How-
ever, the objective of the method is the simultaneous quantitation
of artemether and lumefantrine, so that the values obtained for
artemether should be considered as the limit of method sensitivity.
Hence, the detection limit established was 5 pg/ml of artemether
and 3.75 pg/ml of lumefantrine and the quantitation limit was
15 pg/ml of artemether and 11.25 pg/ml of lumefantrine, the same
compounds proportion found in the sample solutions injected onto
the chromatograph.

3.2. Analysis of fixed dose combination tablets

Samples of fixed dose combination tablets (Coartem® and
Co-artesiane®) containing 20mg of artemether and 120mg of
lumefantrine were analyzed using the validated method. The
results obtained are presented in Table 3. All analyzed batches
presented artemether and lumefantrine contents very close to the
labeled amount. The artemether content in the tablet samples var-
ied from 98.61% to 103.35%, while lumefantrine content varied from
97.92% to 100.48%.

The development of simple and reliable methods is essential to
assure the identification and quantitative determination of anti-
malarial drugs, since the problem of counterfeit or substandard

Table 3
Contents of artemether and lumefantrine in the fixed dose combination tablets
(n=6)

Sample tablet Batch Content (%) +S.D.
Artemether Lumefantrine
Coartem® A 101.69 + 1.09 99.02 £+ 0.63
B 103.35 + 1.25 97.92 + 0.24
C 98.61 + 0.59 98.89 + 0.53
Co-artesiane® A 101.71 £+ 1.00 100.48 + 0.23

S.D.=standard deviation.

antimalarials is well established all over the world. The use of
these poor quality drugs might contribute to the development of
plasmodium resistance in endemic areas due to the exposition to
anti-infective subtherapeutic doses [10,11]. The quality control of
the antimalarial pharmaceutical preparations marketed nowadays
may help to assure the treatment efficacy and avoid the develop-
ment of resistance to antimalarial drugs.

4. Conclusion

This study was the first report of simultaneous determination of
artemether and lumefantrine in fixed dose combination tablets. The
developed method showed to be a simple and suitable technique
to quantify these antimalarials and might be employed for quality
control analysis, as well as in further studies in other matrices, such
as plasma. The artemether-lumefantrine tablets analyzed by the
validated method showed adequate quality and drug contents in
concordance with the labeled amount.
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Youden’s test is a reliable method to evaluate the robustness of analytical methods, by means of an
experiment design which involves seven analytical parameters combined in eight tests. In the present
study, we assessed the robustness of a chromatographic method to quantify lumefantrine in raw material
samples, using Youden’s test. Hence, it was possible to determine the effect of each analytical parameter
in the final analysis results. Youden’s test showed to be a simple and feasible procedure to evaluate the
robustness of chromatographic methods.

Uniterms: Lumefantrine/determination. Youden’s test. High Performance Liquid Chromatography/
quantitative analysis.

O teste de Youden constitui um método confiavel para avaliagdo da robustez de métodos analiticos, por
meio de um delineamento que envolve sete parametros analiticos combinados em oito experimentos.
No presente estudo, a robustez de um método cromatografico para quantificagdo de lumefantrina em
matéria-prima farmacéutica foi avaliada utilizando-se o teste de Youden. Assim, foi possivel determinar
o efeito de cada parametro analitico nos resultados finais das analises. O teste de Youden se mostrou um
procedimento simples e confidvel para a avaliagdo da robustez de métodos cromatograficos.

Unitermos: Lumefantrina/determinagdo. Teste de Youden. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/
analise quantitativa.

INTRODUCTION

may be evaluated by variations in parameters such as
mobile phase composition, pH and ionic strength, tem-
perature and different lots or suppliers of columns (ICH,
1996; Brasil, 2003; The United States Pharmacopocia,

In pharmaceutical analysis, often an intensive
method validation is required, in order to meet the strict

regulations set by the regulatory authorities. In this con-
text, nowadays, robustness testing is gaining interest and
becoming increasingly more important. In the past, these
tests were often not performed due to their complexity, to
the many possible experimental set-ups (usually by expe-
rimental designs) and analysis methods, and also due to
the lack of guidelines (Dejaegher, Heyden, 2007).

The robustness of an analytical method is the me-
asure of its capacity to remain unaffected by small, but
deliberate variations in method parameters, and provides
an indication of its reliability during normal usage. The
robustness of a chromatographic method, for example,

*Correspondence: 1. C. César. Departamento de Produtos Farmacéuticos,
Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais. Av. Pres.
Antdnio Carlos 6627 — 31270-901 - Belo Horizonte - MG, Brasil. E-mail:
isaccesar@bol.com.br

2007). The evaluation of robustness should be conside-
red during the method development phase. In fact, the
process of validating a method cannot be separated from
the actual development of the method conditions, since
it is not possible to know whether the method conditions
are acceptable until validation studies are performed. The
development and validation of a new analytical method
may therefore be an interative process (Green, 1996).

The evaluation of the robustness of chromatographic
methods often is complex and laborious, taking into account
the large number of analytical parameters that should be
considered to carry out the test. Some authors select specific
analytical parameters to be evaluated, introducing small
variations in the nominal conditions and the statistical
interpretation is performed by means of Student’s #-test or
ANOVA test (Dejaegher, Heyden, 2007).
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Other wider alternative to determine the robustness
of analytical methods is the Youden’s test. This test allows
not only evaluating the method robustness but also poin-
ting out the influence of each analytical parameter in the
final results. The basic idea of Youden’s test is not to study
one alteration at time but to introduce several changes at
once, in such a manner that the effects of individual chan-
ges can be ascertained (Youden, Steiner, 1975; Inmetro,
2003).

In the Youden’s test, seven analytical parameters are
selected to be evaluated and eight runs are carried out in a
factorial combination to determine the influence of each
parameter in the final result. The runs are performed with
the analytical conditions at their nominal value and with
a slight variation (Youden e Steiner, 1975; INMETRO,
2003). If measurements are susceptible to variations in
analytical conditions, these conditions should be suitably
controlled or a precautionary statement should be included
in the procedure, aiming to control and to monitor these
variations (ICH, 1996; Brasil, 2003).

The aim of the work was to evaluate the robustness
of the chromatographic method for the quantitation of
lumefantrine, using Youden’s test, and determine the
analytical parameters that present higher influence in the
final results of the analysis.

Lumefantrine is an antimalarial widely used in ma-
laria endemic areas (Figure 1), generally associated with
artemether, in fixed dose combination tablets.

Cl l
Cl ] I I Cl
N OH

FIGURE 1 - Lumefantrine chemical structure.

Many studies have demonstrated that this asso-
ciation is highly effective in the treatment of resistant
P. falciparum malaria, resulting in high cure rates and
prevention against reinfection (Bakshi et al., 2000; Mar-
tensson et al., 2005; Sutherland et al., 2005). Nowadays,
the lumefantrine-artemether association is the first line
therapy recommended by Brazilian Health Ministry to the
falciparum malaria treatment (Brasil, 2006).

Some studies available in the literature describe the
quantitation of lumefantrine by HPLC with UV detection,

1. C. César, G. A. Pianetti

in plasma or blood (Mansor et al., 1996; Annerberg et
al., 2005; Lindegardh et al., 2005) and in pharmaceutical
products (César et al., 2008). At the present work, the ro-
bustness of a chromatographic method for the quantitation
of lumefantrine in raw materials was evaluated by means
of Youden’s test.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and materials

Lumefantrine chemical reference substance and raw
material were purchased from Dafra Pharma (Turnhout,
Belgium). Methanol, trifluoroacetic acid and dichlorome-
thane (HPLC grade) were purchased from Tedia (Fairfield,
OH, USA). Water was purified using a Millipore system
(Bedford, MA, USA).

Chromatographic conditions

The HPLC analyses were carried out on Agilent
1200 and HP 1100 systems (Palo Alto, CA, USA), both
composed of quaternary pump, autosampler, diode array
detector (DAD) and HP ChemStation software. The co-
lumns used were Symmetry C, (250 x 4.6 mmi.d.; 5 um
particle size) from Waters, and Ace C ; (250x 4.6 mmi.d.;
5 um particle size) from ACT, both maintained at 30 °C.
The mobile phase consisted of methanol and trifluoroa-
cetic acid 0.05% (v/v) (80:20), pH 2.8, at a flow rate of 1
ml/min. The detection was performed at 335 nm and the
injection volume was 20 pl.

Preparation of lumefantrine standard and sample
solutions

Standard solution: approximately 15 mg of lume-
fantrine reference standard were accurately weighed and
transferred to a 50 ml volumetric flask. An aliquot of 1 ml
of dichloromethane was added to ensure the complete so-
lubilization and the volume was completed with methanol.
An aliquot of 4 ml of the obtained solution was transferred
to a 50 ml volumetric flask and the volume was adjusted
with mobile phase, so that the final concentration was 24
ug/ml.

Sample solution: approximately 30 mg of lumefan-
trine raw material were accurately weighed and transferred
to a 100 ml volumetric flask. An aliquot of 2 ml of dichlo-
romethane was added to ensure the complete solubilization
and the volume was completed with methanol. An aliquot
of 4 ml of the obtained solution was transferred to a 50 ml
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volumetric flask and the volume was adjusted with mobile
phase.

Robustness evaluation by means of Youden’s test

The robustness evaluation of the chromatographic
method for the lumefantrine quantitation was performed
using the method proposed by Youden e Steiner (1975).
Seven analytical parameters were selected and small va-
riations were induced in the nominal values of the method.
Then, eight runs were performed aiming to determine the
influence of each parameter in the final result. The seven
analytical parameters employed, as well as the introduced
variations are demonstrated at Table I. The analytical
conditions at the nominal values are represented by capi-
tal letters and the conditions with the small variation are
represented by lowercase letters.

The seven parameters and its respective variations
were combined in eight assays or chromatographic runs,
performed in a random order. Table Il demonstrates the
factorial combination of the parameters for the Youden’s
test. The analyses results are shown by letters from s to
z. Hence, when combination 1 was assayed, the obtained

result was s. When combination 2 was assayed, the obtai-
ned result was ¢, and so successively.

In each combination, three injections of each sam-
ple and standard solutions were carried out, at the work
concentration (24 pg/ml). After the change of chroma-
tographic column or mobile phase composition, 30 min
were awaited for system stabilization. The evaluated re-
sults in each combination were peak area, retention time
(Rt), tailing factor (T), theoretical plates number (N) and
lumefantrine content.

To determine the influence of variations of each
parameter in the final result, the mean of the four values
corresponding to the capital letters (nominal conditions)
was compared to the mean of the four values correspon-
ding to the lowercase letters (altered conditions). For
example, to evaluate the effect of the column temperature
in the final result of the analyses, the following equation
was employed:

tut+twty - t+tv+x+z
4 4

Thus, the influence of the seven analytical parameters
regarding the peak area, retention time (Rt), tailing factor

Effect Clc = Eq. (1)

TABLE | - Analytical parameters and variations for the robustness evaluation of the chromatographic method for lumefantrine

quantitation
Parameter Nominal condition Variation

Ala Methanol concentration in mobile phase 80% - A 77% - a
B/b Mobile phase pH 2.8 - B 3.1 - b
Cle Column temperature 30°C - C 35°C - c
D/d Mobile phase flow rate 1.0 - D 1.2 - d
E/e Column supplier Symmetry - E Ace - e
F/t Methanol supplier Tedia - F J.T. Baker - f
G/g Chromatograph model Agilent 1200 - G HP 1100 - g

TABLE Il — Factorial combination of the analytical parameters for robustness evaluation by Youden’s test

Analytical parameter

Factorial combination

1 2 3 4 5 6 7 8
Methanol concentration A A A A a a a a
Mobile phase pH B B b b B B b b
Column temperature C c C c C c C c
Mobile phase flow rate D D d d d d D D
Column supplier E e E e e E e E
Methanol supplier F f f F F f f F
Chromatograph model G g g G g G G g
Result s t u 1 w X y z
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(T), theoretical plates number (N) and lumefantrine content
were evaluated. By means of Youden’s test, it is possible
to establish certainly the parameters which present higher
influence in the final result of the analyses and perform a
more rigorous control in the eventual variations of these
parameters that may occur during a routine analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

The assays for the robustness evaluation of the
chromatographic method were carried out simultaneously
in both equipments, Agilent 1200 e HP1100. A Symmetry
column was initially tested in Agilent 1200 chromatogra-
ph, while the analyses were performed with Ace column

1. C. César, G. A. Pianetti

at HP1100 chromatograph. Afterward, the columns were
changed in the equipments.

The results obtained in the eight runs to the lume-
fantrine sample and standard solutions are demonstrated
in Table III. The values presented in the table represent the
average of three injections of each solution.

To evaluate the effect of each parameter, the average
of'the four values corresponding to altered conditions was
subtracted from the average of the four values obtained at
the nominal conditions, as demonstrated in Eq. (/). The
effects of the parameter variations in the analysis results
are presented in Table IV.

Using the criteria of Youden’s test, the chromato-
graphic method showed to be highly robust regarding the

TABLE Il — Results obtained in eight runs performed for robustness evaluation, for lumefantrine sample (Sam.) and standard

(Stan.) solutions

Condition Area Retention time Tailing factor N Content (%)
Sam. Stan. Sam. Stan. Sam. Stan. Sam. Stan.
1 858 839 4.91 4.40 1.06 0.94 4730 4433 99.63
2 876 855 6.71 6.67 1.95 1.92 5254 5276 99.80
3 727 709 3.89 3.89 1.04 1.04 3924 3927 99.85
4 719 703 5.63 5.61 2.57 2.56 3433 3418 99.63
5 726 711 10.26 10.25 1.92 1.90 5350 5456 99.48
6 710 694 5.66 5.60 1.09 1.09 4509 4403 99.64
7 857 838 12.27 11.75 2.54 3.00 5056 3598 99.60
8 870 852 4.55 4.40 1.05 1.02 5020 4467 99.51

TABLE IV — Effects of the analytical parameters in content, retention time (Rt), tailing factor (T) and theoretical plates number (N)

of the chromatographic method for lumefantrine quantitation

Effect Content (%)*

Rt (min)*

Tailing factor* N*

Methanol concentration 99.73 -99.56 =0.17
(A=80%; a="77%)

Mobile phase pH
(B=2.8;b=3.1)

Column temperature
(C=30°C;c=35°C)

Mobile phase flow rate
(D=1.0ml/min; d= 1.2 ml/min)
Column supplier

(E = Symmetry, e = Ace)

99.64 —99.65 =-0.01

99.64 —99.65 =-0.01

99.64 —99.65 =-0.01

99.66 —99.63 =0.03

Methanol supplier 99.56 —99.72 =-0.16
(F = Tedia; f=J.T. Baker)
Chromatograph model 99.63 —99.66 =-0.03

(G=Agilent 1200; g=HP1100)

5.14-8.00 =-2.86

6.73-6.41 =0.32

7.57-5.57 =2.00

6.81-6.34 =047

4.57-8.57 =-4.00

6.17-6.98 =-0.81

6.84-6.30 =0.54

1.62—-1.75 =-0.14 4263 -4481=-218
146-190 =-0.44  4892-3853=1039
1.72-1.65 =0.07 4353 -4391=-38
1.72—-1.65 =0.07 4443 — 4301 = 142
1.02-2.34 =-1.32 4308 —4437=-129
1.61-1.76 =-0.16 4443 - 4301 =142

1.90-1.47 =043 3963 - 4782 =-819

* Average of the values obtained at nominal conditions — average of the values obtained at altered conditions.



Robustness evaluation of the chromatographic method for the quantitation of lumefantrine using Youden’s test 239

lumefantrine content, when variations in seven analytical
parameters were introduced. The highest variation in
the lumefantrine content was 0.17%, when the concen-
tration of methanol in the mobile phase was altered; a
value considerably low and not significant in routine
analyses.

The retention time of lumefantrine peak was more
considerably influenced by three analytical parameters.
The decrease of the methanol concentration reduced the
eluent strength of the mobile phase and induced the in-
crease of the retention time of the lumefantrine peak. The
change of column supplier promoted the same effect. In
spite of both columns possess the same stationary phase
(octadecyl silane chemically bonded to silica) and the
same length (250 mm), changes in the supplier or even
in the batch of the columns may result in significant alte-
rations in the stationary phase selectivity. In addition, the
change of the column supplier promoted also an increase
of the tailing factor, due to the selectivity alteration and
band broadening that is observed with the increase of
retention time.

The increase of column temperature from 30 °C to
35 °C induced a reduction of 2 minutes in the retention
time of the lumefantrine peak. In this case, a special care
must be taken, since the combination of high temperatu-
res with pH values close to the work limits of the column
(such as pH 2.8) may reduce its useful life due to the silica
hydrolysis in the stationary phase.

The apparent pH of the mobile phase presented
considerable effect in the peak tailing factor. The use of a
mobile phase with apparent pH of 2.8 assures the comple-
te ionization of lumefantrine, which is a weak base. The
increase of the mobile phase pH may alter the ionization,
so that the analyte will be partially non ionized, resulting
in peak tailing. The chromatograph model was another
parameter that demonstrated influence on tailing factor.
This fact may be due to a dead volume in the connections
between the equipment modules.

The number of the theoretical plates is a parame-
ter that takes into account the retention time, as well as
the band broadening of the analyte peak. High retention
times and low band broadening provide an elevate colu-
mn efficiency. Thus, it was possible to observe a direct
correlation between the theoretical plates number and the
retention time and tailing factor in the results of Table I'V.
The increase of the apparent pH of the mobile phase, for
example, promoted an increase in the tailing factor and
consequently a significant decrease in the theoretical plates
number, indicating reduction of the column efficiency. The
change of the chromatograph model presented the inverse
effect, i.e., tailing factor decrease and so, increase of the-

oretical plates number. The alteration of column supplier
did not promote significant variations in the theoretical
plates number, probably because the increase of the tailing
factor was compensated by the considerable increase of
the retention time.

Some parameters such as mobile phase flow rate and
methanol supplier presented low influence in the evaluated
factors of the chromatographic method.

CONCLUSION

Youden’s test showed to be a reliable and useful
tool for the robustness evaluation of the chromatographic
method for lumefantrine quantitation in raw material.
By means of this test, it was possible to evaluate the
effect of seven analytical parameters in the final result
of the analyses, performing only eight runs. Therefore,
Youden’s test can be successfully applied for the ro-
bustness evaluation in validation process of analytical
methods by HPLC.
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The quantitation of artemether in pharmaceutical raw material and injection was carried out by
high performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detection. A Zorbax C;s column
(150 x 4.6 mm, 5 um), at 30 °C, and a mobile phase composed of acetonitrile and water (70:30), at
a flow rate of 1 ml/min, were used. The detection wavelength was 216 nm and the injection volume
was 20 ul. The method showed to be linear (=0,9999), precise (RSD < 2,0% to intra-day and
inter-days precision), accurate and selective regarding possible impurities and excipients of the
samples. The detection and quantitation limits were 8 ug/ml and 25 ug/ml, respectively. The
obtained artemether content in the raw material analysis was 99.26% and in the injection,

102.08%. The optimized and validated method may be successfully employed to quality control

routine analyses.

UNITERMS: Artemether. HPLC. Antimalarials.



INTRODUCTION

Nowadays, malaria is the world’s most important parasitic infection and the effective control
of this disease is a great challenge in the public health area in poor countries (Guerin et al., 2002).
The incidence of malaria worldwide is estimated to be 300-500 million clinical cases each year,
with about 90% of these occurring in Africa, mostly caused by Plasmodium falciparum. Malaria is
thought to kill between 1.1 and 2.7 million people worldwide each year, of whom about 1 million
are children under the age of 5 years in Africa (World, 2000). Due to the widespread P. falciparum
resistance to conventional antimalarial drugs, many countries have been facing difficulties to the
effective malaria control and treatment. Nowadays, there are reported cases of resistance to all
classes of antimalarials, except to artemisinin e its derivatives (Wongsrichanalai et al., 2002).

Artemether, also named dihydroartemisinin methyl ether (Figure 1), is a synthetic derivative
of artemisinin, widely used in the malaria treatment in endemic areas. This drug can be
administered as an oily solution by intramuscular injection or in tablets, orally (Karbwang et al.,
1997). In addition, artemether can be associated with lumefantrine, in fixed dose combination
tablets containing 20 mg of artemether and 120 mg of lumefantrine, consisting the first line therapy

to the treatment of falciparum malaria in Brazil (Brasil, 2006).

Figure 1 — Chemical structure of artemether.



In spite of the intensification of the artemether use to the malaria treatment in endemic areas,
the scientific literature is still scarce regarding analytical methods aiming the quantitation of this
drug in pharmaceutical products and the evaluation of the quality of the available formulations. The
International Pharmacopeia 4 ed. (International, 2006) presents monographs of artemether raw
material and injection. The assay methods to these products are high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet detection (216 nm) and an alternative method in which
artemether is submitted to acid hydrolysis, followed by detection in UV spectrophotometer, at 254
nm.

The quantitation of artemether in pharmaceutical products was described by Atemnkeng et
al. (2007a), who performed the determination of artemisinin derivatives in medicines used in Kenia
and Congo, while Atemnkeng et al. (2007b), in a second study, quantified artemether,
methylparaben and propylparaben in a pediatric formulation dry suspension. César et al. (2008)
carried out the simultaneous quantitation of artemether and lumefantrine in fixed dose combination
tablets. All these works employed high performance liquid chromatography with ultraviolet
detection to the artemether quantitation. Currently, there are not available studies about the
quantitative determination of artemether in pharmaceutical raw material or in injections, employed
in the treatment of malaria patients in Brazil.

Thus, the aim of the present work was quantifying artemether in pharmaceutical raw
material and injection. The method described in International Pharmacopeia 4 ed. was adapted to
the analyses and the parameters linearity, intra-day precision, inter-day precision, accuracy and
selectivity were properly validated. The optimized method was employed to evaluate the quality of

the artemether injections used nowadays in the malaria treatment in Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and materials



Artemether chemical reference substance (batch 10203215, purity 100.0%) and raw material
(batch 061010-4087ER) were purchased from Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Samples of
artemether injection (80 mg/ml — Cipla, batch ZD6375) were kindly donated by Brazilian Health
Ministry. Acetonitrile (HPLC grade) and isopropyl alcohol, acetone, chloroform and ether
(analytical grade) were purchased from Tedia (Fairfield, OH, USA). Water was purified using a

Millipore system (Bedford, MA, USA).

Chromatographic conditions

The HPLC analyses were carried out on Agilent 1200 system (Palo Alto, CA, USA),
composed of quaternary pump, autosampler, diode array detector (DAD) and HP ChemStation
software. The column used was Zorbax Cig (150 x 4.6 mm i.d.; 5 um particle size) from Agilent,
maintained at 30 °C. The mobile phase consisted of acetonitrile and water, at a flow rate of 1
ml/min. Different proportions of these solvents were evaluated, aiming to optimize the retention
time and peak symmetry. The optimized mobile phase was composed of acetonitrile 70% and water

30%. The detection was performed at 216 nm and the injection volume was 20 pl.

Preparation of standard and sample solutions of artemether

Standard solution: approximately 20 mg of artemether reference standard were accurately
weighed, transferred to a 5 ml volumetric flask and diluted in mobile phase (acetonitrile:water —
70:30). The volume was adjusted with mobile phase, so that the final concentration was 4 mg/ml.

Sample solution of raw material: approximately 100 mg of artemether raw material,
previously dried at 60 °C in vacuum oven for 3 h, were accurately weighed, transferred to a 25 ml
volumetric flask and diluted in mobile phase (acetonitrile:water — 70:30). The volume was adjusted
with mobile phase, so that the final concentration was 4 mg/ml.

Sample solution of injection: an aliquot of 5 ml of the artemether injection was transferred to

a 100 ml volumetric flask. Several solvents were evaluated regarding the miscibility with the



injection, and the mixture of isopropyl alcohol and acetonitrile (75:25) showed to be adequate to the

dilution. The volume was adjusted with this solvent, so that the final concentration was 4 mg/ml.

Validation

After the optimization of the chromatographic conditions, the parameters linearity, intra-day
precision, inter-day precision, accuracy, selectivity, limit of detection and limit of quantitation were
evaluated, according to the specifications described in Resolugdo RDC n°899 da ANVISA (Brasil,
2003), aiming to validate the method.

Linearity: artemether stock solutions, at 8 mg/ml, were prepared in acetonitrile, in triplicate.
Aliquots of these solutions were diluted in mobile phase to five different concentrations. The
evaluated linear range was from 50% to 150% of the test concentration, which corresponds to the
concentration range from 2 to 6 mg/ml of artemether. The analytical curve with peak area versus
artemether concentration was plotted and the obtained data were subjected to the regression
analysis.

Precision: the intra-day precision was evaluated by means of six determinations at 100% of
test concentration (4 mg/ml), to the raw material and injection. Artemether sample solutions were
prepared as described previously. To evaluate the inter-day precision, the same procedure was
adopted, performing the analyses in two consecutive days. In each analysis, the artemether content
and the relative standard deviation (R.S.D.) were calculated.

Accuracy: the accuracy was evaluated by the standard addition method and known amounts
of the reference standard were added to the artemether injection. Artemether standard solutions, at
three different concentrations, were added to the injection, so that the final concentrations were 3
mg/ml, 4 mg/ml and 5 mg/ml, corresponding to 75%, 100% and 125% of the test concentration. In
each concentration, the solutions were prepared in triplicate and the recovery was calculated.

Selectivity: the selectivity of the chromatographic method was determined by the evaluation

of the spectral purity of the artemether peaks obtained in chromatograms of standard and sample



solutions. This test was performed by means of the overlap of ultraviolet spectra obtained in
different points of the chromatographic peak, with the aim of verifying whether other substances
co-eluted at the same retention time of the artemether peak.

Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ): these limits were calculated using the
analytical curve parameters (standard deviation of intercept and slope), according to the equations

described at Resolugdo RDC n°899 (Brasil, 2003).

Analyses of artemether raw material and injection

Samples of artemether raw material and injection were analyzed using the optimized and
validated HPLC method. The solutions for the analyses were prepared following the previously
described procedure. The artemether mean content and the relative standard deviation (R.S.D.) were

determined in each analyzed sample.

RESULTS AND DISCUSSION

Initially, the artemether spectrum at ultraviolet region was obtained, in the range of 200 to
400 nm, using the diode array detector (DAD) of the chromatograph, with a solution at 4 mg/ml in
mobile phase. The maximum absorption wavelengths were verified, as well as the artemether
absorptivity at ultraviolet region (Figure 2).

According to the obtained spectrum, artemether absorbs only in the initial ultraviolet region.
Hence, the artemether detection is possible at 216 nm, however, considering its low molar
absorptivity, the work concentration of the solutions employed in the analyses must be considerably
high. Following the procedure described at International Pharmacopeia 4 ed., it is necessary to use
standard and sample solutions containing 10 mg/ml of artemether. In the developed method, the

artemether work concentration was 4 mg/ml. At this concentration, the artemether peak presents



adequate intensity required to the integration and quantitation, besides reducing the consumption of

artemether reference standard for the preparation of the solution.
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Figure 2 — Ultraviolet spectrum obtained at DAD, using an artemether solution at 4 mg/ml in

mobile phase, injection volume of 20 pl.

Some adaptations in the chromatographic conditions described at International
Pharmacopeia 4 ed. were carried out to the quantitation of artemether in the raw material and
injection. In the pharmacopeia procedure, the length of the chromatographic column should be 250
mm and acetonitrile concentration in the mobile phase is 62%. With the aim of reducing the
analyses time and improve the peak symmetry, the column length was reduced to 150 mm and the
acetonitrile concentration was increased to 70%. At these conditions, it was possible obtaining a
symmetric peak, with tailing factor of 1.25 and retention time of 6.70 min (Figure 3).

Some problems regarding the preparation of the injection sample solution were faced.
According to the procedure described at International Pharmacopeia 4 ed., the injection should be
quantitatively diluted in mobile phase, resulting in a diluted solution at the work concentration.
However, the execution of this procedure resulted in the separation of the solution in two phases,
since the artemether injection is highly oily and immiscible with the mobile phase and with pure

acetonitrile. Thus, the miscibility of the artemether injection with several solvents was evaluated



and it was verified that the injection was miscible only with organic solvents, such as acetone,
chloroform, ether and isopropyl alcohol.

As isopropyl alcohol also presented adequate miscibility with the employed mobile phase,
this solvent was selected to the dilution. The proportion of isopropyl alcohol in acetonitrile was
evaluated, and a diluent constituted of isopropyl alcohol 75% and acetonitrile 25% showed to be

adequate to the dilution of the injection and the subsequent analyses in the chromatograph.

Validation

Linearity: the obtained analytical curve indicated adequate linear correlation between the
artemether concentrations and the peak areas, in the range of 2 to 6 mg/ml. Data of the regression
analysis are demonstrated in Table I. The regression coefficient (> = 0,9999) indicated that, in the
evaluated concentration range, the peak areas were directly proportional to the artemether
concentrations and, thus, the method presented adequate linearity. The R.S.D. value lower than

2.0% demonstrated the precision of the analytical curve.

TABLE | — Results of the regression analyses obtained for the HPLC method to the artemether

quantitation.

Regression parameters Results
Regression coefficient () 0,9999
Slope + standard deviation 32237+ 26
Intercept + standard deviation 6,89 + 2,780
Relative standard deviation (%) 0,06
Concentration range (mg/ml) 2-6
Number of points 5

Precision: the intra-day precision of the HPLC method was evaluated by means of six
determinations at 100% of the test concentration (4 mg/ml). In the analyses of artemether in the raw

material, the R.S.D. values for intra-day (n=6) and inter-days (n=12) precision were 0.49% and



0.48%, respectively. To the injection, the values were 1.31% and 0.89% to the intra-day and inter-
days precision, respectively. Thus, the method precision was demonstrated for both samples, since
all the obtained R.S.D. values were lower than 2.0%.

Accuracy: the accuracy was evaluated by the standard addition method, in three different
concentrations. The recovery obtained at the concentrations 3 mg/ml, 4 mg/ml and 5 mg/ml were
100.17%, 99.59% and 100.90%, respectively. The mean recovery was 100.22%, proving the
accuracy of the HPLC method.

Selectivity: the determination of the spectral purity of the artemether chromatographic peaks
was performed in the DAD detector. The peak purities obtained with solutions of artemether
standard, raw material and injection were, respectively, 99.95%, 99.99% and 99.93%. The high
peak purity values indicated that other substances did not co-eluted with the artemether peak and
that the method is selective to the quantitation of artemether in raw material and injection.

Limits of detection (LOD) and quantitation (LOQ): the determination of these limits was
carried out using the equation that considers the parameters of the analytical curve. The obtained
LOD and LOQ values were 8 pg/ml and 25 pg/ml, respectively. Due to the low absorptivity of
artemether in the ultraviolet region, LOD and LOQ were relatively high, however, these values are
adequate to the quantitation of the artemether solutions at the test concentration employed in the
method.

The results obtained in the validation process of the HPLC method are summarized in Table

II.



TABLE Il — Results of the validation process of the HPLC method for the artemether quantitation.

Validation parameters Results

Intra-day precision

Raw material — RSD 0.49 %

Injection — RSD 1.31 %
Inter-days precision

Raw material — RSD 0.48 %

Injection — RSD 0.89 %
Accuracy

Mean recovery 100.22%
Selectivity — peak spectral purity

Standard 99.95 %

Raw material 99.99 %

Injection 99.93 %
Limit of detection 8 ng/ml
Limit of quantitation 25 pg/ml

Analyses of artemether raw material and injection

The optimized and validated method was applied to the quantitation of artemether in
pharmaceutical raw material and injection. The mean content of the analyzed raw material was
99.26%, while for the injection, the content was 102.08%. The chromatograms obtained in the
analyses of the raw material and injection are demonstrated in Figure 3.

In both chromatograms, the artemether peak was eluted at 6.70 min. For the injection, two
other peaks can be observed in the chromatogram. The first one at 3.15 min is probably relative to
the oil or other excipients of the formulation. The second peak at 3.90 min corresponds to the
isopropyl alcohol employed in the sample preparation. The identity of the peaks was confirmed by
the ultraviolet spectra obtained at the DAD. In all analyses, chromatographic resolution between the

peaks of artemether and isopropyl alcohol or excipients was achieved.
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FIGURE 3 — HPLC chromatograms obtained in a Zorbax C;s (150 x 4.6 mm, 5 pm) column, at 30
°C, mobile phase composed of acetonitrile and water (70:30), flow rate of 1 ml/min and detection at

216 nm. Samples of artemether: (A) raw material; (B) injection.

CONCLUSION

The optimized and validated HPLC method showed to be adequate for the quantitation and
quality evaluation of artemether in pharmaceutical raw material and injections, and it can be
successfully employed for routine analyses in quality control. Considering the intensification of the
use of artemether in the treatment of malaria in endemic areas, the availability of simple and rapid

analytical methods is essential to evaluate the quality of the formulations used nowadays.
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RESUMO
Quantificacdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica e solucéo injetavel por

cromatografia liquida de alta eficiéncia

A quantificagcdo de artemeter em matéria-prima farmacéutica e solugdo injetavel foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do na regido do ultravioleta.
Empregou-se coluna Zorbax Cis (150 x 4.6 mm; 5 um), mantida a 30 °C, e fase movel composta
por acetonitrila e dgua (70:30), com fluxo de 1 ml/min. A detec¢do foi realizada a 216 nm, e o
volume de injecio foi 20 ul. O método se mostrou linear (=0,9999), preciso (DPR < 2,0% para
precisdo intra-dia e inter-dias) e seletivo em relagdo a possiveis impurezas e excipientes das
amostras. Os limites de detec¢do e quantificagdo obtidos foram 8 ug/ml e 25 ug/ml,
respectivamente. O teor médio de artemeter obtido na andlise da matéria-prima farmacéutica foi
99,26% e na solugdo injetavel, 102,08%. O método otimizado e validado pode ser utilizado com

sucesso para analises rotineiras em controle de qualidade.

Unitermos: Artemeter. CLAE. Antimalaricos.
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ABSTRACT

A liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry (HPLC-
ESI-MS/MS) method for the simultaneous quantitation of artemether and
lumefantrine in human plasma was developed and validated. Artesunate was used
as internal standard (I.S.). The analytes were extracted by a protein precipitation
procedure and separated on a reversed-phase Zorbax SB-Ciano column with a
mobile phase composed of methanol and 10 mM aqueous ammonium acetate
containing 0.2% (v/v) of acetic acid and 0.1% (v/v) of formic acid. Multiple reaction
monitoring using the transitions m/z 316.3 — m/z 266.8, m/z 530.3 — m/z 347.7 and
m/z 402.2 — m/z 266.8 was performed to quantifying artemether, lumefantrine and
artesunate, respectively. Calibration curves were plotted over the range of 10-1000
ng/ml for artemether and 10-18000 ng/ml for lumefantrine. The lower limit of
quantitation was 10 ng/ml for both drugs. The mean R.S.D values in the intra-run
precision were 2.6% and 3.0% and in the inter-run precision were 3.6% and 4.6% for
artemether and lumefantrine, respectively. The mean accuracy values were 102.0%
and 101.2% for artemether and lumefantrine, respectively. The validated method was
successfully applied to determine the plasma concentrations of artemether and

lumefantrine in healthy volunteers.

Keywords: artemether; Ilumefantrine; LC-MS/MS; plasma; pharmacokinetics;

malaria.



1. Introduction

Due to the widespread resistance of Plasmodium falciparum to conventional
antimalarial drugs, many countries have been facing problems regarding the
treatment of uncomplicated malaria [1]. The main therapy now recommended by the
World Health Organization is artemisinin-based combination therapy (ACT),
associations of an artemisinin derivative and other structurally unrelated and slowly
eliminated antimalarial [2]. Artemether-lumefantrine (Fig. 1), a registered fixed dose
combination of artemether (20 mg) and lumefantrine (120 mg), is the most common
ACT used in malaria endemic areas. The rationale is that artemether will rapidly
reduce parasitaemia, promoting symptomatic relief, and lumefantrine will eliminate
residual parasites [3].

The quantitative determination of artemether and lumefantrine in plasma is
essential to evaluate the bioavailability and pharmacokinetics of these antimalarials
co-administrated. Previous studies suggested that area under the plasma
lumefantrine concentration-time curve was the principal determinant of cure [4] and
artemether formulations with high bioavailability are considerably important to the
clinical efficacy [5]. Therefore, it is essential to establish a sensitive, accurate and
selective method to the simultaneous determination of artemether and lumefantrine
concentrations in plasma.

Some studies have been reported for determining either artemether [5-10] or
lumefantrine [4, 11-16] in human plasma. McGready et al. [17] evaluated the
pharmacokinetics of both drugs in pregnant women; however artemether and
lumefantrine analyses were carried out separately. César et al. [18] developed a LC-

UV method for the simultaneous quantitation of artemether and lumefantrine in fixed



dose combination tablets. Nevertheless, ultraviolet detection is not adequate for
artemether quantitation in biological matrix, due to its low sensitivity and selectivity.
The majority of artemether quantitation in plasma employed electrochemical
detection, only Souppart et al. [9] and Shi et al. [10] detected this drug by mass
spectrometry, using atmospheric pressure chemical ionization (APCI).

The aim of this study was to develop and validate a LC-ESI-MS/MS method
for simultaneous quantitation of artemether and lumefantrine in human plasma. The
method was applied to a pharmacokinetic study in healthy volunteers who received

the fixed dose combination tablets.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

Artemether, lumefantrine and artesunate (internal standard) reference
standards were purchased from Dafra Pharma (Turnhout, Belgium). Coartem®
(Novartis, Basel, Switzerland) tablets were kindly donated by Brazilian Health
Ministry. Ultra-pure water was obtained from a Millipore system (Bedford, MA, USA).
Methanol (HPLC grade) was purchased from Tedia (Fairfield, OH, USA) and acetic
acid, formic acid and ammonium acetate (analytical grade) were from J.T.Baker

(Phillipsburg, NJ, USA).

2.2. Instrumentation and analytical conditions



The HPLC-ESI-MS/MS analyses were carried out on a Waters system (New
Castle, DE, USA), composed of a binary pump 1525u, a sample manager 2777, a
column oven TCM/CHM and a Quattro LC triple quadrupole mass spectrometer,
equipped with an electrospray ion source. MassLynx v 4.1 software was used for
data acquisition and analysis. LC separation was performed on a Zorbax SB-Ciano
(150 x 4.6 mm i.d.; 5 pm particle size) from Agilent (Santa Clara, CA, USA) with a
similar Zorbax SB-Ciano security guard column (12,5 x 4,6 mm, 5 ym), maintained at
30 °C. The mobile phase consisted of (A) methanol and (B) 10 mM aqueous
ammonium acetate containing 0.2% (v/v) of acetic acid and 0.1% (v/v) of formic acid,
using a linear gradient elution of 60-100% B at 0-7 min, followed by isocratic elution
of 60% B at 7-9 min, at a flow rate of 1 ml/min. The injection volume was 50 pl.

Mass spectrometric detection was performed using electrospray ion source in
positive ionization mode. Nitrogen was used as both the nebulizing and desolvation
gas and argon was used as collision gas (1.8 x 10 to 2.0 x 10 mbar). The ion
source parameters were: capillary 3.5 kV; extractor 2 V; RF lens 0.5 V; source
temperature 80 °C; desolvation temperature 150 °C; artemether and artesunate cone
15 V and lumefantrine cone 45 V. The multiplier was set at 650 V. The collision
energies were optimized at 10 eV for artemether and artesunate and 40 eV for
lumefantrine. Multiple reaction monitoring (MRM) was employed for data acquisition.
The precursor ions of artemether and artesunate were the ammonium adduct
[M+NH,4]" and [M+H]" was the precursor ion of lumefantrine. The MRM fragmentation
transitions were m/z 316.3 — m/z 266.8, m/z 530.3 —» m/z 347.7 and m/z 402.2 —»
m/z 266.8 for artemether, lumefantrine and artesunate, respectively. The scan dwell

time was set 0.35 s for each channel.



2.3. Preparation of standard solutions

Stock solutions of artemether (250 pg/ml) and artesunate (500 pg/ml) were
prepared by dissolving the accurately weighed reference substance in methanol.
Lumefantrine stock solution (2500 pg/ml) was prepared in a similar way using
methanol and glacial acetic acid (100:2) as solvent. The work solution of artesunate
(I.S.) was prepared by diluting the stock solution with methanol to a final
concentration of 5 ug/ml. All stock solutions were prepared immediately before the

use.

2.4. Preparation of calibration and QC samples

The work solutions containing both artemether and Ilumefantrine were
prepared by serial dilutions of the stock solutions with methanol and water (50:50).
Seven calibrations samples were prepared by spiking appropriate amounts of these
work solutions in blank plasma obtained from healthy volunteers. The concentration
of the calibration samples in plasma were 10, 50, 100, 250, 500, 750 and 1000 ng/ml
for artemether and 10, 200, 2000, 6000, 10000, 14000 and 18000 ng/ml for
lumefantrine. Quality control (QC) samples in plasma were prepared in a similar way,
at high, middle and low concentrations: 30, 400 and 800 ng/ml for artemether and 30,
7500 and 15000 ng/ml for lumefantrine. QC samples were used in the validation
process and analyzed during the pharmacokinetics study at intervals in each run, to
verify the performance and suitability of the assay. All samples were stored at -70 °C

and brought to room temperature before use.



2.5. Sample preparation

A 50 pl aliquot of the IS solution (5 ug/ml of artesunate in methanol) was
added to 250 ul of plasma sample. The sample was vortex mixed for 30 s. A 450 pl
aliquot of glacial acetic acid 0.5% (v/v) in methanol was added and vortex mixed for
40 s. Then, the samples were centrifuged at 10 000 rpm for 5 min. The supernatant
was transferred to a vial and a 50 pl aliquot was injected in the chromatographic

system.

2.6. Method validation

The validation process was carried out according to Guidance for Industry —
Bioanalytical Method Validation, recommended by US Food and Drug Administration
[19].

Selectivity of the method was evaluated by assaying human blank plasma
samples from six different donors, including one lipemic and one hemolyzed plasma.
These samples were compared to those containing artemether or lumefantrine at the
lower limit of quantitation (LLOQ) or artesunate at 1000 ng/ml. In addition, plasma
samples spiked with caffeine (1 ug/ml), dexchlorpheniramine (76 ng/ml), metamizole
(5 pg/ml), acetaminophen (20 ug/ml) or dihydroartemisinin, the main artemether
metabolite (1 pg/ml) were also evaluated to ensure no interference in the method.

Linearity was assessed by 7-point calibration curves in human plasma in
duplicate in three consecutive days. The curves were constructed by plotting the
peak area ratio of each antimalarial to the IS versus the concentration of artemether

or lumefantrine. The concentration range evaluated for artemether was 10-1000



ng/ml and for lumefantrine was 10-18000 ng/ml. The LLOQ was established as the
lowest concentration of calibration curve at which precision was within 20% and
accuracy was within +20%. In addition, the analyte response at this concentration
should be at least 5 times the baseline noise.

To evaluate the precision and accuracy of the method, QC samples at three
concentration levels (30, 400 and 800 ng/ml for artemether and 30, 7500 and 15000
ng/ml for lumefantrine) were analyzed in six replicates on three different days. Intra-
run and inter-run precision were calculated using the relative standard deviation
(RSD%). Accuracy was expressed as percentage calculated by the formula
(observed concentration / nominal concentration) x 100. The accuracy was required
to be within £15%, and the intra-run and inter-run precisions should not exceed 15%.

The extraction recovery of the method was determined by comparing the peak
areas obtained from the plasma samples with those of direct injected standards, at
the same concentration. It was evaluated by analyzing six replicates containing 30,
400 and 800 ng/ml of artemether and 30, 7500 and 15000 ng/ml of lumefantrine. The
recovery of IS was determined in a similar way, at the work concentration (1000
ng/ml of artesunate).

The matrix effect was evaluated to verify whether the potential ion suppression
or enhancement due to the co-elution matrix components existed in the analysis. The
peak areas of artemether and lumefantrine from the spike-after-protein precipitation
samples were compared to those of the standard solutions in the mobile phase, at
the same concentrations. This experiment was carried out with blank plasma
samples from six different donors, at low and high QC concentrations of artemether

and lumefantrine.



The stability of the analytes in plasma was evaluated under a variety of
storage and handling conditions using the low and high QC samples, in six
replicates. Freeze-thaw stability was evaluated after three complete free/thaw cycles
(-70 to 23 °C) on consecutive days. Short-term temperature stability was assessed
by analyzing samples that were kept at ambient temperature (23 °C) for 6 h. Long
term stability was performed at plasma samples that were stored at -70 °C, for 1, 2
and 3 months. To evaluate the post-preparative stability, QC samples were extracted
and kept in the autosampler (4 °C) for 10 h before the injection. The stabilities of the
work solutions of artemether, lumefantrine and IS at 4 and 23 °C for 6 h were also
evaluated. The analytes were considered stable when 85-115% of the initial

concentrations were found.

2.7. Application to a clinical pharmacokinetic study

The validated method was used to determine the plasma concentration of
artemether and lumefantrine in a pharmacokinetic study using the fixed dose
combination tablets. Five healthy volunteers received a single oral dose of 80 mg of
artemether and 480 mg of lumefantrine, corresponding to 4 tablets of the fixed dose
combination, with 200 ml of milk. The blood samples (10 ml) were collected into
heparinized tubes at 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48, 72,
120, 168, 216 and 264 h after drug administration. Plasma samples were obtained by
centrifugation at 2000 rpm for 10 min and frozen at -70 °C until analyses. The study
protocol was approved by the Ethics Committee of Universidade Federal de Minas

Gerais.



3. Results and discussion

3.1. Conditions for MS/MS

Initially, the ionization and detection of the analytes in the mass spectrometer
was evaluated by atmospheric pressure chemical ionization (APCI), according to the
previous works of Souppart et al. [9] and Shi et al. [10] for artemether. However, this
ion source provided artemether precursor ion [M+H]" at considerably low intensity,
besides lumefantrine could not be adequately detected. Xing et al. [20] and
Sabarinath et al. [21] performed the quantitation of artemisinin derivatives by LC-
MS/MS using electrospray ionization, by means of monitoring the ammonium adduct
[M+NH,]" as the precursor ion. Hence, 10 mM ammonium acetate buffer was
included in the mobile phase and the precursor ions [M+NH,4]" of artemether m/z 316
(298 g/mol of artemether + 18 g/mol of ammonium) and artesunate m/z 402 (384
g/mol of artemether + 18 g/mol of ammonium) could be properly detected. The
source and desolvation temperatures were reduced to 80 °C and 150 °C,
respectively, aiming promoting the adduct formation and increasing the precursor ion
intensities. The optimized conditions showed to be also adequate to the lumefantrine
ionization, with the detection of the precursor ion [M+H]" at m/z 530. The optimization
of the collision energy was performed for the purpose of selecting abundant daughter
ions of the analytes for MRM detection. At collision energy of 10 V, artemether and
artesunate (IS) presented the same intense product ion at m/z 267. For lumefantrine,
the major product ion was m/z 348, at collision energy of 40 V. The product ion mass

spectra of artemether and lumefantrine are presented in Fig. 2.
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3.2. Conditions for HPLC

The use of 10 mM ammonium acetate buffer in the mobile phase was
essential to detect the ammonium adduct [M+NH4]" of artemether and artesunate.
Mobile phase acidification with acetic acid and formic acid was important to ensure
an adequate lumefantrine peak shape and to promote the ionization of the analytes
in the positive mode. Methanol provided more intense and symmetric
chromatographic peaks, compared to acetonitrile, so that this solvent was adopted in
the analyses. Initially, an isocratic elution condition was evaluated (10 mM
ammonium acetate buffer:methanol — 20:80). However, interference of the matrix
components was detected, resulting in high recoveries percentages due to an
ionization enhancement of the analytes. Thus, a gradient elution of 60 to 100% of
methanol from 0 to 7 min was employed and no matrix effect was verified in this
optimized condition. The column re-equilibration time was 2 min, with 60% of
methanol, so that the total run time was 9 min. The retention times were about 3.8,
4.2 and 6.7 min for artesunate (IS), artemether and lumefantrine, respectively.

Chromatograms obtained with the developed method are shown in Fig. 3.

3.3. Sample extraction

Artesunate was selected as the internal standard for the quantitative
determination of artemether and lumefantrine, since it was stable and presented the
same chemical behavior of the analytes in the plasma extraction procedure. Liquid-
liquid extraction was initially considered for sample preparation. However, compared

to protein precipitation, this procedure showed to be considerably time consuming
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and laborious, resulting in reduction of precision and recovery rate of the assay. The
developed protein precipitation procedure is simple, robust and provided high

recovery rates for all analytes, resulting in a fast and easily handling analysis.

3.4. Method validation

No significant interference was detected at the retention times of the analytes,
in the six different blank plasma chromatograms (Fig. 3). The plasma samples spiked
with caffeine, dexchlorpheniramine, metamizole, acetaminophen or
dihydroartemisinin did not present response at the ion transitions selected for the
analytes quantitation.

The artemether calibration curves showed to be linear over the range 10-1000
ng/ml, with a regression coefficient higher than 0.998. A typical artemether standard
curve was y = 0.0008638x+ 0.0034456, with a weighted factor 1/x. For lumefantrine,
a linear regression model was evaluated first; however, a weighted (1/x) quadratic
regression model provided a better fit for the validation data. A typical lumefantrine
curve was y = -6.3343e-009x*> + 0.0005588x + 0.0026244, with regression
coefficients > 0.997. The residuals had no tendency of variation with concentration
for both artemether and lumefantrine. The obtained LLOQ was 10 ng/ml for both
drugs, with a precision of 10.4% and 12.8% in terms of R.S.D. and accuracy of
100.4% and 93.4%, for artemether and lumefantrine, respectively.

The intra-run and inter-run precision and accuracy were calculated by
analyzing six replicates of QC samples at three concentration levels, in three different
days. The obtained data are shown in Table 1. The mean R.S.D values in the intra-

run precision were 2.6% and 3.0% and the inter-run precision were 3.6% and 4.6%
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for artemether and lumefantrine, respectively. The mean accuracy values were
102.0% and 101.2% for artemether and lumefantrine, respectively. These data
indicated reproducible LC-MS/MS results, and that the assay was accurate and
reliable.

The mean recovery rates of artemether and lumefantrine (n=18), determined
at three concentrations, were 85.9% and 82.1%, respectively. The recovery of the IS
was shown to be 86.7% (n=18). The recovery data are shown in Table 1.

The matrix effect was evaluated by comparing the peak areas of artemether
and lumefantrine from the spike-after-protein precipitation samples with those of the
standard solutions in the mobile phase. The observed variation did not exceed the
range 85-115%, so that in the present LC-MS/MS method, the matrix effects for all
analytes were not significant.

The results of stability experiments showed that artemether and lumefantrine
plasma samples were stable for up to 6 h at 23 °C, for 3 months at -70 °C, for 10 h
after extraction in the autosampler and after three complete free/thaw cycles on
consecutive days, as the R.E values were within £15% for both analytes, at low and

high concentrations. Samples spiked with IS were stable for at least 6 h at 23 °C.

3.5. Application to a clinical pharmacokinetic study

The validated method was applied to a pharmacokinetic study in healthy
volunteers. The sensitivity and specificity of the method showed to be adequate to
accurately characterizing the pharmacokinetics of artemether and lumefantrine. The
mean plasma concentration-time curves of artemether and lumefantrine are shown in

Fig. 4. The main pharmacokinetic parameters of both drugs were calculated. The
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mean Cnax for artemether, 57.37 ng/ml, was reached 1.9 h (Tnax) after drug
administration, whereas for lumefantrine a Cpax of 1979.95 ng/ml was reached after
5.8 h. The mean values of AUCy obtained were 156.20 and 40664.64 ng.h/ml for
artemether and lumefantrine, respectively. The elimination half-life of artemether and
lumefantrine were 1.8 and 76.5 h, respectively. These results are consistent with
those previously reported [4, 10, 22], which demonstrate a rapid absorption and
elimination of artemether, while lumefantrine present a long elimination half-life and

could be detected in the volunteers’ plasma up to 11 days.
4. Conclusion

The developed HPLC-ESI-MS/MS method allowed the simultaneous
quantitation of artemeter and lumefantrine in human plasma and provided simple and
rapid analyses, as well as sensitive and reliable results. Thus, this method showed to
be suitable for routine high throughput analyses and may be successfully applied to
pharmacokinetic and bioequivalence studies of artemether and lumefantrine in
human subjects.
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Table 1
Precision, accuracy and recovery data for the assay of artemether and lumefantrine by LC-MS/MS.

Validation Artemether quality control concentration (ng/ml) Lumefantrine quality control concentration (ng/ml)

parameters 30 400 800 30 7500 15000

Precision (R.S.D.%)

Intra-run (n = 6) 3.4 2.8 1.6 5.1 2.1 1.9

Inter-run (n = 18) 5.2 3.3 2.4 5.9 5.5 2.4
Accuracy (%)

Intra-run (n = 6) 97.1 98.3 100.7 106.4 102.7 103.5

Inter-run (n = 18) 103.3 100.2 102.6 103.6 97.6 102.4

Recovery (%) (n = 6) 83.4 85.5 88.7 81.4 83.2 81.8




Fig 1. Chemical structures and molar mass of artemether, artesunate (IS) and

lumefantrine.

Fig 2. Product ion mass spectra of artemether (ATM) and lumefantrine (LMF). The product

ions monitored were m/z 267 for artemether and m/z 348 for lumefantrine.

Fig 3. MRM chromatograms of (A) blank plasma, (B) blank plasma spiked with artemether
(ATM), lumefantrine (LMF) and artesunate (ATS) standards at CQM and (C) volunteer
plasma collected 3 h after oral administration of a single dose of 80 mg of artemether and

480 mg of lumefantrine.

Fig 4. Plasma concentrations of artemether (ATM) and lumefantrine (LMF) after oral

administration of a single dose of 80 mg of artemether and 480 mg of lumefantrine.
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APENDICE B

Termo de consentimento livre e esclarecido para a etapa clinica

do estudo de farmacocinética



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Pesquisa cientifica em seres humanos — Resolugdo CNS 196/96)

1. IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO

Nome: Sexo:
Identidade: Nascimento: / /
Endereco:

Telefones:

2. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo: Avaliacdo da farmacocinética de artemeter e lumefantrina administrados em comprimidos
de dose fixa combinada.

Pesquisadores envolvidos: Prof. Gerson Antbnio Pianetti (orientador/coordenador); Msc. Isabela
da Costa César (doutoranda); Msc. Leonardo de Souza Teixeira (diretor executivo do ICF), Médico
Guilherme Jorge da Silva (Investigador clinico), MSc. Karini Bruno Bellorio (Pesquisadora
responsavel pela etapa clinica), BSc. Fernanda Cruvinel de Abreu (Pesquisadora responsavel
pela revisdo do protocolo e elaboracdo do relatério clinico), BSc. Josianny Mesquita Moreira
(Pesquisadora responsavel pelo recrutamento dos voluntarios), BSc. Silvia Leticia Pinheiro
(Enfermeira responsavel pela internagcao dos voluntarios).

Objetivo do estudo: o objetivo do presente estudo € avaliar a farmacocinética e
biodisponibilidade de artemeter e lumefantrina administrados em comprimidos de dose fixa
combinada, utilizados para o tratamento de malaria falciparum.

Importancia do estudo: com a intensificacdo do uso da associacdo de artemeter-lumefantrina
como um tratamento promissor para malaria causada por P. falciparum resistente, torna-se
imprescindivel o estudo da biodisponibilidade e farmacocinética dos farmacos associados, por
meio de métodos bioanaliticos para quantificacdo simultdnea dos mesmos em plasma. Ha, ainda,
possibilidade de interesse na producdo de medicamentos genéricos futuramente, de forma que
tais métodos bioanaliticos podem ser Uteis também para os estudos de bioequivaléncia.

Procedimentos: para ser incluido no estudo, vocé serd submetido a exames clinicos e
laboratoriais, com coleta de uma amostra de sangue e uma de urina. No dia anterior ao estudo,
vocé deverd comparecer ao centro clinico do ICF — Instituto de Ciéncias Farmacéuticas as 19:00
horas. Vocé recebera uma dose do medicamento (80 mg de artemeter e 480 mg de lumefantrina)
com 200 ml de leite integral. Para avaliar a absor¢cdo dos farmacos pelo organismo, serédo
realizada coletas de 10 ml de sangue, nos tempos: Oh; 0,25h; 0,5h; 0,75h; 1h; 1,5h; 2h; 3h; 4h; 5h;
6h; 8h; 10h; 12h; 24h; 36h; 48h; 72h; 120h; 168h; 216h e 264 horas, apds administracdo do
medicamento. No total, serdo realizadas 22 coletas, que correspondem a 220 ml de sangue, em
11 dias. Vocé devera ficar em jejum de 10 horas antes da administragcdo do medicamento até
guatro horas depois de tomar o medicamento. Vocé chegara no centro clinico as 19 horas do dia
anterior a administracdo do medicamento e devera permanecer até 12 horas apds a sua
administracéo, sendo liberado em seguida e tendo que retornar para as coletas posteriores.

Ocorréncia de efeitos indesejaveis: o medicamento contendo a associacdo de artemeter e
lumefantrina € usado para o tratamento de maldria e ja € comercializado e utilizado mundialmente,
inclusive no Brasil. A associacdo de artemeter e lumefantrina é geralmente bem tolerada por
criangas e adultos. Os efeitos adversos que ocorrem com maior frequéncia sdo dor de cabega,



tonteira, dor abdominal e anorexia. Outros possiveis efeitos adversos relacionados a
administracdo da associacdo sdo vomito, nausea, diarréia, dor muscular, cansacgo, tosse e
palpitacdo. Porém, como a administragdo sera em dose Unica, composta de 80 mg de artemeter e
480 mg de lumefantrina, o aparecimento de efeitos adversos € menos provavel. A administracdo
de medicamentos podera causar efeitos colaterais, reacfes anafilaticas (reacoes alérgicas) sérias
e outras reacles imprevisiveis, podendo em alguns casos, provocar a morte. Vocé deve
compreender que a participacdo neste tipo de estudo envolve riscos que podem ser imprevistos,
relacionados ou ndo ao estudo em questdo. Os riscos associados a coleta de sangue em seu
braco podem incluir: dor, hematoma (mancha roxa), sangramento no local onde o sangue foi
retirado, tontura, desmaio e, em ocasifes raras, infecgdo. A coleta sera acompanhada por um
médico que podera atender os voluntarios no caso de alguma eventualidade, além de esclarecer
qualquer davida.

Beneficios esperados: como beneficio, vocé terd acesso ao resultado de todos os exames
clinicos e laboratoriais realizados, podendo verificar seu estado de saude atual. Além disso, 0
estudo trara beneficios aos pacientes com maléria, pela elucidagdo dos processos de absorcao e
eliminacdo dos farmacos no organismo, além da possibilidade futura destes pacientes terem
acesso a medicamentos genéricos e de alta qualidade. Esse este estudo possui grande
importancia, pois a malaria € a infeccdo parasitaria que mais causa mortes no mundo e 0 uso
correto de medicamentos de qualidade para o tratamento € essencial para melhorar a qualidade
de vida dos pacientes.

Métodos alternativos existentes: atualmente, ndo existem outros métodos que possam ser
aplicado em estudos desse tipo.

Forma de acompanhamento e assisténcia: durante o periodo do estudo, haver4d o
acompanhamento dos voluntarios por profissionais da area da salde, como médicos, enfermeiros
e farmacéuticos, para monitorar as condigbes de saude e atender os voluntarios no caso de
alguma eventualidade ou efeito adverso severo, além de esclarecer qualquer duvida. Os
pesquisadores estardo a disposi¢cdo dos voluntarios para quaisquer esclarecimentos nos telefones
(31) 3409-6982 e (31) 9692-2044 (Msc Isabela da Costa César), (31) 3409-6975 (Prof. Gérson
Antbnio Pianetti), (62) 3240-1999 (Atendimento a voluntarios do ICF — Instituto de Ciéncias
Farmacéuticas), (62) 9971-7861(Médico Guilherme Jorge da Silva) e (62) 9299-6754 (Equipe de
enfermagem do ICF).

Garantia de sigilo: na divulgacé@o dos resultados da pesquisa, os voluntarios serdo identificados
apenas por nimeros, garantindo sua privacidade e que os dados particulares serdo confidenciais.

Ressarcimento de despesas: cada voluntario recebera R$450,00 (quatrocentos e cingienta
reais), como forma de ressarcimento de despesas referentes a sua participacdo na pesquisa.

Outros esclarecimentos: vocé tera garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou davida
gue possa surgir, em qualguer etapa do estudo, e também ter4 a liberdade de retirar seu
consentimento e sair do estudo no momento em que desejar.

3. CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
Apébs ter sido devidamente informado sobre a justificativa e objetivos do estudo e os

procedimentos a que serei submetido, e receber garantia de ser esclarecido sobre qualquer
davida e de ter a liberdade de retirar meu consentimento a qualguer momento, consinto, de livre e



espontanea vontade, em participar da pesquisa “Avaliacao da farmacocinética e biodisponibilidade
de artemeter e lumefantrina administrados em comprimidos de dose fixa combinada”.

Declaro que li atenciosamente este documento denominado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, tendo nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteildo do mesmo, recebendo
explicacbes sobre o estudo, que responderam por completo minhas duvidas. Também estou
certificando que toda a informacgéo prestada, incluindo minha histéria médica, é verdadeira até
onde é de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma coOpia assinada e datada deste
documento.

Autorizo o acesso as minhas informacgfes de salude ao pesquisador principal, membros da equipe,
auditores, patrocinador do estudo, Comité de Etica em Pesquisa e membros de Orgédos
regulamentares envolvidos, nas mesmas condicdes determinadas.

Eu dou meu consentimento de forma voluntaria e me ofere¢o para participar deste estudo.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu nao renunciei qualquer direito legal que eu venha a
ter ao participar deste estudo.

Assinatura do voluntério:

Aparecida de Goiania, ___/ [/
FAVOR DATAR SUA PROPRIA ASSINATURA NO MOMENTO DA MESMA

Assinatura do farmacéutico:

Aparecida de Goiania, ___/ [/
FAVOR DATAR SUA PROPRIA ASSINATURA NO MOMENTO DA MESMA

Assinatura do médico:

Aparecida de Goiania, /[

FAVOR DATAR SUA PROPRIA ASSINATURA NO MOMENTO DA MESMA

Testemunha 1:

Aparecida de Goiania, /[

FAVOR DATAR SUA PROPRIA ASSINATURA NO MOMENTO DA MESMA

Testemunha 2:

Aparecida de Goiania, /[
FAVOR DATAR SUA PROPRIA ASSINATURA NO MOMENTO DA MESMA
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ANEXO A

Oficio de aprovac&o do projeto pelo Comité de Etica da UFMG



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 464/08

Interessado(a): Prof. Gerson Anténio Pianetti
Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 1°. de dezembro de 2008, apés atendidas as solicitagées de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo da
farmacocinética e biodisponibilidade de artemeter e lumefantrina
administrados em comprimidos de dose fixa combinada” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-801 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufmg.br
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