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RESUMO  

 

A malária é uma enfermidade parasitária que representa um grande problema de saúde 

pública em países na África, Ásia e América do Sul, apresentando uma elevada incidência 

mundial. O manejo da doença envolve a profilaxia e o tratamento medicamentoso com 

fármacos associados, sendo que a associação utilizada como primeira escolha para o 

tratamento da malária falciparum é composta por artemeter e lumefantrina. A lumefantrina é 

um fármaco quiral que apresenta dois enantiômeros, porém, é comercializada como um 

racemato. A enantiosseletividade dos antimaláricos é evidenciada na ocorrência de efeitos 

adversos e na susceptibilidade distinta do Plasmodium frente aos enantiômeros. Dessa 

maneira, avaliar a enantiosseletividade de lumefantrina e quantificar seus enantiômeros 

apropriadamente é essencial para um entendimento mais aprofundado do impacto da 

enantiosseletividade nas suas propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas. Para isso, 

um método cromatográfico quiral foi desenvolvido e validado para separação dos 

enantiômeros de lumefantrina em comprimidos, empregando coluna Chiralpak AD-H (150 x 

4,6 mm, 5 µm), a 25 ºC, fase móvel composta por hexano e isopropanol (97:3), fluxo de 1,0 

mL/min e detecção em 335 nm. O método foi validado segundo a RDC nº 166/2017 da 

ANVISA, para os parâmetros linearidade, precisão, exatidão, seletividade e robustez. Dentro 

de outro escopo, a monitorização terapêutica de antimaláricos, por meio da quantificação das 

concentrações plasmáticas, utilizando métodos bioanalíticos sensíveis e inovadores, também 

é uma ferramenta importante para avaliação da eficácia clínica e do desenvolvimento de 

resistência a estes fármacos. Assim, desenvolveu-se e validou-se método bioanalítico para 

determinação da lumefantrina e de seu metabólito desbutil-lumefantrina em plasma humano. 

Como técnica de preparo de amostra, utilizou-se microextração em sorvente empacotado 

(MEPS), com seringa de 250 µL e sorvente C18. Os parâmetros de extração do fármaco foram 

otimizados por planejamento fatorial. A separação cromatográfica foi realizada em coluna 

Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm), a 35 ºC, acetonitrila e ácido trifluoroacético 0,05% (68:32) 

como fase móvel, fluxo de 1,0 mL/min e detecção em 305 nm, com diazepam como padrão 

interno. O método foi validado segundo a RDC nº 27/2012 da ANVISA. Ambos os métodos 

desenvolvidos se mostraram adequados à separação e à quantificação de lumefantrina, de 

forma que novas abordagens analíticas foram disponibilizadas, podendo ser empregadas em 

futuros estudos para avaliação quiral ou monitorização terapêutica do fármaco. 

 

Palavras chave: Malária. Lumefantrina. Cromatografia quiral. Microextração em sorvente 

empacotado. Desbutil-lumefantrina. Validação. Planejamento fatorial. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Malaria is a parasitic disease that represents a major public health problem in Africa, Asia and 

South America, with a high incidence worldwide. The management of the disease involves 

prophylaxis and drug treatment with associated drugs, among which artemether-lumefantrine 

is the first line treatment for falciparum malaria. Lumefantrine is a chiral drug presenting two 

enantiomers; however, it is marketed as racemate. The enantioselectivity of antimalarial drugs 

is evidenced by the incidence of adverse effects and the distinct susceptibility of Plasmodium 

to the enantiomers. Thus, evaluating lumefantrine enantioselectivity and properly quantifying 

its enantiomers is essential for a deeper understanding of the impact of this enantioselectivity 

in its pharmacodynamic and pharmacokinetic properties. For this, a chiral chromatographic 

method was developed and validated for the separation of lumefantrine enantiomers, using a 

Chiralpack AD-H column (150 x 4.6 mm, 5 μm), at 25 °C, mobile phase composed of hexane 

and isopropanol (97:3), flow rate of 1.0 mL/min and detection at 335 nm. The method was 

validated according to RDC nº 166/2017 from ANVISA, for linearity, precision, accuracy, 

selectivity and robustness. Within other scope, therapeutic monitoring of antimalarials through 

the quantification of plasmatic concentrations by sensitive and innovative bioanalytical 

methods is also an important tool to evaluate clinical efficacy and development of resistance 

to these drugs. Thus, a bioanalytical method was developed and validated for determination 

of lumefantrine and its metabolite, desbutyl-lumefantrine, in human plasma. Microextraction by 

packed sorbent (MEPS) was employed for sample preparation, with 250 µL syringe and C18 

sorbent. Parameters used in sample preparation were optimized by factorial design. 

Chromatographic separation was performed in a Luna C18 column (250 x 4.6 mm, 5 µm), at 

35 °C, acetonitrile and 0.05% trifluoroacetic acid (68:32) as mobile phase, flow rate of 1.0 

mL/min and detection at 305 nm, with diazepam as internal standard. The method was 

validated according to RDC nº 27/2012 from ANVISA. Both developed methods showed to be 

adequate for separation and quantitation of lumefantrine. Therefore, new analytical 

approaches were available, and may be used in future studies for chiral evaluation or 

therapeutic drug monitoring. 

 

Key words: Malaria. Lumefantrine. Chiral chromatography. Microextraction by packed sorbent. 

Desbutyl-lumefantrine. Validation. Factorial design. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A população mundial tem sofrido com doenças parasitárias ao longo de toda a sua 

história. Dentre elas, as que mais se destacam são: amebíase, doença de Chagas, 

giardíase, leishmaniose, toxoplasmose, tricomoníase e malária, sendo essa última 

uma das mais alarmantes. O nome malária vem do italiano "male ária", ou seja, ar 

ruim, contaminado (TUTEJA, 2007). Esse nome originou-se devido ao fato de que no 

século XV as pessoas acreditavam que se contaminavam ao respirar o odor dos 

pântanos e esgotos (OLIVEIRA, 2009; PADILHA E SALES, 2011). 

 

A malária é uma doença que remonta à era pré-cristã; entretanto, o conhecimento de 

suas características patológicas somente foi consolidado no século XIX (BRAGA E 

FONTES, 2005). O mecanismo de transmissão da malária pelo mosquito Anopheles 

foi descoberto por três pesquisadores italianos, Giovanni Battista Grassi, Giuseppe 

Bastianelli e Amico Bignami em 1898 (COX, 2010). Em 1880, o médico francês 

Laveran, que trabalhava na Argélia, identificou o causador dessa doença infecto-

parasitária, o parasita do gênero Plasmodium. Posteriormente, em 1897, Sir Ronald 

Ross, médico militar inglês servindo na Índia, demonstrou que os mosquitos do gênero 

Anopheles são seus transmissores (SHARMA, 2006). Com essas descobertas, 

diferentes abordagens para o tratamento da malária foram propostas com a intenção 

de interromper a transmissão da doença (BRAGA E FONTES, 2005).  

 

Como exemplo de tratamentos, podemos citar o Programa de Erradicação da Malária, 

proposto pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em 1955 e implantado no Brasil 

em 1965 (LOIOLA et al., 2002). Esse programa previa a borrifação de paredes com 

inseticidas de ação residual, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT) e tratamento em 

massa dos pacientes com um fármaco antimalárico de baixa toxicidade (cloroquina). 

Apesar dos esforços, a medida não conseguiu erradicar a doença do mundo, 

principalmente em regiões da África, Ásia e América do Sul (Amazônia Brasileira) 

(SILVA E PAIVA, 2015).  

Essa falha na erradicação da infecção foi atribuída principalmente ao desenvolvimento 

de resistência dos parasitos aos antimaláricos utilizados, o que fez com que a OMS, 

a partir de 1992, modificasse sua estratégia de combate à malária, implantando o 
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plano de ação denominado de Estratégia Global da Malária. Essa estratégia visa à 

integração de esforços dos serviços de saúde direcionados para cada situação local 

específica a ser enfrentada (SILVEIRA E REZENDE, 2001). 

No Brasil, o controle da malária é realizado por políticas de saúde promovidas pelo 

Ministério da Saúde em consonância com medidas da OMS. O país atualmente faz 

parte da Estratégia Global da Malária. Por meio de guias informativos, a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estabelece os padrões de tratamento e o 

manejo da doença principalmente nas regiões endêmicas, como a Amazônica 

(BRASIL, 2010). 

Em relação ao tratamento da malária, existe uma gama variada de fármacos 

antimaláricos disponíveis no mercado e a grande maioria são moléculas quirais 

administradas ao paciente na forma de racemato (BROCKS E MEHVAR, 2003), em 

terapias combinadas. Um exemplo dessas terapias é a associação composta de 

artemeter e lumefantrina, dois fármacos com ações farmacológicas diferentes (WHITE 

et al., 1999; CUI & SU, 2009), muito indicada para o tratamento da malária causada 

pelo Plasmodium falciparum em regiões endêmicas (BRASIL, 2010). 

A enantiosseletividade dos antimaláricos é evidenciada na ocorrência de efeitos 

adversos e na susceptibilidade distinta do Plasmodium frente aos enantiômeros. 

Dessa maneira, avaliar a enantiosseletividade dos antimaláricos por meio de métodos 

analíticos quirais, capazes de separar e quantificar os enantiômeros de forma 

apropriada é essencial para a eficácia clínica, segurança e avaliação da resistência a 

esses fármacos (BROCKS E MEHVAR, 2003). 

A administração correta dos antimaláricos e a monitorização de suas concentrações 

plasmáticas são muito importantes, uma vez que doses subterapêuticas são 

correlacionadas ao desenvolvimento de resistência desses fármacos. Dessa forma, o 

desenvolvimento de métodos bioanalíticos adequados para a determinação desses 

antimaláricos em medicamentos e em amostras biológicas é importante para 

assegurar tratamento e profilaxia apropriados (JEMAL, 2000; NATAL, 2002; 

CASSIANO et al., 2006). Técnicas que permitam uma extração rápida, barata e eficaz 

do fármaco a partir de matrizes biológicas se mostram ideais para esse objetivo. 

Dentro deste contexto, a microextração em sorvente empacotado, seguida da análise 



 

 

23 Introdução Geral 

por cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE), demonstra ser uma técnica 

adequada, já que permite a utilização de volumes de amostra e solventes reduzidos, 

é rápida e pode ser automatizada (PEREIRA et al., 2014). 

Desta forma, com o presente trabalho, buscou-se o desenvolvimento de novas 

estratégias analíticas para quantificação de lumefantrina, disponibilizando novos 

métodos analítico e bioanalítico, visando contribuir para uma terapia antimalática 

eficaz e segura.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos quirais é muito importante, visto que a 

maioria das moléculas comercializadas possuem centros estereogênicos. A 

quiralidade é uma propriedade química que fornece grandes barreiras ao completo 

entendimento do mecanismo de ação, da farmacocinética e dos efeitos adversos que 

as moléculas apresentam. Isso ocorre devido ao fato dos enantiômeros serem 

moléculas com propriedades muito parecidas, sendo diferenciados somente no 

ambiente quiral do organismo, onde proteínas, lipídeos receptores e outras moléculas 

endógenas possuem quiralidade e, dessa forma, conseguem diferenciar um 

enantiômero do outro. 

 

Os fármacos quirais possuem uma história trágica protagonizada pelo fármaco 

talidomida, que nos anos 1960 causou a má-formação de muitos fetos cujas mães 

utilizaram o fármaco durante a gestação para evitar enjoos. Um dos enantiômeros da 

talidomida apresenta características teratogênicas e como o medicamento era 

comercializado em sua forma racêmica, esse enantiômero foi responsável pelo 

aumento do número de casos de crianças com má-formações. Com a descoberta, os 

demais medicamentos que apresentavam quiralidade passaram a ser monitorados 

pelos cientistas e indústrias farmacêuticas e, assim, passou-se a procurar métodos 

para separar esses enantiômeros e descrever suas propriedades farmacodinâmicas, 

farmacocinéticas e toxicológicas. 

 

Diante do exposto, o desenvolvimento de método quiral para a lumefatrina é muito 

importante, visto que o fármaco apresenta dois enantiômeros e é utilizado em larga 

escala nas áreas endêmicas da doença. Apesar de vários estudos já terem sido 

descritos na literatura sobre sua atividade farmacológica e sua toxicologia, ainda não 

há muitos estudos que descrevem sua atividade quiral no organismo ou os efeitos da 

comercialização de sua mistura racêmica. Assim, o método quiral desenvolvido nesse 

trabalho pode ser uma ferramenta útil para avaliação dos aspectos enantiosseletivos 

do fármaco na terapia antimalárica. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Desenvolver e validar método analítico quiral para separação e quantificação dos 

enantiômeros da lumefantrina em comprimidos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Desenvolver método analítico por CLAE acoplada a detector de arranjo de diodos 

(DAD) e coluna quiral a base de polissacarídeo – tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de 

amilose – para quantificação de lumefantirna em comprimidos;  

 validar o método desenvolvido segundo as normativas da resolução n°166/2017 da 

ANVISA; 

 realizar a quantificação dos enantiômeros de lumefantrina em comprimidos 

atualmente distribuídos no país. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Malária: características da doença e tratamento 

 

A malária é uma infecção endêmica das zonas tropicais e subtropicais do mundo 

(BRAGA E FONTES, 2005), ocorrendo principalmente em nações pobres da África e 

países em desenvolvimento como o Brasil (BROCKS E MEHVAR, 2003). Esses 

países representam uma parcela de 40% da população mundial, entretanto, ainda 

assim, os medicamentos destinados à profilaxia e ao tratamento da malária são 

escassos, não cobrindo as necessidades dos pacientes acometidos com a 

enfermidade e daqueles em risco de contrair a doença. Além disso, o desenvolvimento 

de resistência do protozoário aos antimaláricos vigentes compromete a eficácia e 

utilização desses fármacos (BROCKS E MEHVAR, 2003). 

 

Segundo a última atualização epidemiológica da OMS, houve um aumento de casos 

de malária nos últimos anos na América Latina. Estima-se que em 2016 houve cinco 

milhões de casos a mais de malária do que em 2015. Já os óbitos pela doença ficaram 

em torno de 445 mil, número similar ao ano de 2015. A OMS recomenda que os países 

das Américas fortaleçam as ações de vigilância e controle da malária após um 

aumento no número de casos em vários países da região durante os anos 2016 e 

2017 (WHO, 2017).  

 

Atualmente, a OMS atua em 21 países com a meta de erradicar a malária até 2020. 

A iniciativa é denominada E-2020 e foca na erradicação da malária em locais 

indígenas e na prevenção da transmissão da malária proveniente de outros locais 

(WHO, 2018). 

 

No Brasil, a região Amazônica é o principal foco da infecção (Figura 1). Segundo o 

Ministério da Saúde, o risco de contrair a doença nessa região não é uniforme. O risco 

é medido pela Incidência Parasitária Anual (IPA), que corresponde à quantidade de 

lâminas positivas dividida pela população sob risco e multiplicado por uma constante, 

geralmente 1.000 (BRASIL, 2003). 
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Figura 1 - Regiões de transmissão da malária no Brasil. 

 

Os fatores que contribuem para a alta incidência de malária estão relacionados à 

população suscetível, ao agente etiológico e à presença do vetor. Considera-se que a 

população da Amazônia apresenta um alto nível de suscetibilidade à infecção devido 

à ausência de uma imunidade adquirida. Em locais como a África, onde os indivíduos 

apresentam alto grau de imunidade adquirida, a evolução da doença é mais lenta 

levando a quadros clínicos menos graves da infecção. Outro fator que colabora para 

alta incidência da malária é o agente etiológico, onde se destacam a resistência aos 

fármacos, o atraso no diagnóstico e no tratamento, e a fragilidade da vigilância 

epidemiológica. A presença do vetor constitui outro determinante direto para a elevada 

incidência da malária e dentre os fatores colaboradores encontram-se a existência de 

focos de infestação, baixa efetividade dos inseticidas, exposição ao vetor e pouca 

integração entre medidas de controle e de prevenção (BRASIL, 2003). 
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3.1.1 Agente etiológico da malária 

 

O agente etiológico responsável pela malária pertence ao gênero Plasmodium. Esse 

gênero apresenta diversas espécies, entretanto, somente quatro delas parasitam o 

homem: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malarie e 

Plasmodium ovale, sendo que este último está presente em áreas restritas do 

continente africano. O vetor invertebrado da malária é o mosquito do gênero 

Anopheles (MAHMUD, 2017) .  

 

A transmissão da malária ocorre quando a fêmea do mosquito Anopheles parasitadas 

com esporozoítos, em suas glândulas salivares, inoculam estas formas infectantes no 

hospedeiro durante o repasto sanguíneo. A doença não é contagiosa. Raramente 

pode ocorrer a transmissão por meio de transfusão de sangue contaminado ou do uso 

compartilhado de seringas contaminadas. Mais rara ainda é a transmissão congênita 

(BRASIL, 2009). Somente o ciclo eritrocítico assexuado é responsável pelas 

manifestações clínicas da infecção. A destruição dos eritrócitos e a consequente 

liberação dos parasitas e de seus metabólitos na circulação provocam uma resposta 

do hospedeiro, determinando alterações morfológicas e funcionais observadas 

clinicamente no indivíduo com malária (MEHLHORN, 2016) 

 

3.1.2 Ciclo de vida do parasita  

 

A doença se inicia quando o vetor inocula no hospedeiro vertebrado (homem) 

esporozoítos infectantes (Figura 2). Os esporozoítos permanecem sob a pele cerca 

de 15 minutos até atingirem a corrente sanguínea. Ao alcançarem a corrente 

sanguínea, eles circulam pelo organismo até infectarem os hepatócitos onde 

efetivamente ocorrerá o desenvolvimento parasitário. No hepatócito, os esporozoítos 

se convertem em trofozoítos pré-eritrocíticos. Estes, por sua vez, se multiplicam por 

reprodução assexuada (esquizogonia) originando os esquizontes teciduais e, 

posteriormente, os merozoítos que irão invadir os eritrócitos (hemácias). Em seguida, 

na hemácia, eles se convertem em trofozoítos jovens e depois trofozoítos maduros. A 

reprodução do parasita se dá por esquizogonia originando os esquizontes (BRAGA E 

FONTES, 2005). 
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Figura 2 - Ciclo do Plasmodium em humanos e no vetor. Fonte: França et al., 2008 

 

O ciclo eritrocítico começa quando os merozoítos derivados do ciclo pré-eritrocítico 

invadem as hemácias. Na hemácia ocorre a diferenciação em estágios sexuados 

originando gametócitos que não mais se dividem e que seguirão o seu ciclo de 

desenvolvimento no vetor, dando origem aos esporozoítos. O ciclo sanguíneo se 

repete várias vezes, a cada 48 horas para infecções atribuídas pelo P. falciparum, P. 

vivax e P. ovale, e a cada 72 horas, nas infecções pelo P. malarie (MAHMUD, 2018). 

A fêmea do vetor, ao picar o hospedeiro vertebrado, ingere as formas sanguíneas 

(gametócitos) do parasita originando o ciclo sexuado ou esporogônico. No intestino 

do mosquito, condições propícias de temperatura e pH (inferior a 30 ºC, elevação do 

pH por baixa pressão de CO2) favorecem a gametogênese. O gametócito feminino se 

converte em macrogameta e o masculino dá origem a oito microgametas pelo 

processo de exflagelação. Em seguida, um microgameta fecunda um macrogameta 

formando um zigoto que após 24 horas começa a se movimentar por contrações do 

corpo sendo denominado oocineto. Este, por sua vez, se instala na parede do intestino 

sendo chamado oocisto e com ele se inicia o processo de divisão esporôgonica. Após 

14 dias, a parede do oocisto sofre ruptura liberando os esporozoítos. Estes serão 
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espalhados pelo organismo do inseto até atingir as glândulas salivares. Ao picar o 

hospedeiro vertebrado, esses esporozoítos localizados nas glândulas salivares irão 

ser repassados através da saliva (MEHLHORN, 2016). 

 

3.1.3 Tratamento 

 

Inicialmente, o tratamento da malária era conduzido pela administração de cloroquina 

e este fármaco era utilizado para as quatro espécies de plasmódios que parasitam o 

homem. Entretanto, com o desenvolvimento de resistência pelo P. falciparum à 

cloroquina e também a diversos outros fármacos, o manejo da doença se tornou cada 

vez mais um desafio para os serviços de saúde (WHO, 2015).  

 

Em geral, o tratamento é focado na interrupção do ciclo sanguíneo da malária no ser 

humano, responsável pelas manifestações características da doença. Entretanto, 

devido à complexidade do ciclo biológico do parasita, outros alvos terapêuticos 

também são utilizados para erradicar formas latentes do parasito (hipnozoítos) no ciclo 

tecidual de P. vivax e P. ovale, evitando dessa forma as recaídas tardias. Além disso, 

a abordagem terapêutica de pacientes residentes em regiões endêmicas pode visar 

também à interrupção da transmissão, pela utilização de fármacos que eliminam as 

formas sexuadas dos parasitos (FUNASA, 2001; WHO, 2015).  

 

O tratamento da malária por P. falciparum não complicada é aplicado aos pacientes 

que apresentam sintomas da doença e teste parasitológico positivo, mas com 

nenhuma característica de malária complicada definida. O manejo desse tipo de 

malária pode ser feito seguindo uma terapia combinada com derivados de artemisina: 

artemeter + lumefantrina; artesunato + amodiaquina; artesunato + mefloquina; 

dihidroartemisinina + piperaquina; artesunato + sufadoxina + pirimetamina. Entretanto, 

para grávidas no primeiro trimestre, essas combinações não são aplicáveis, sendo 

proposta uma terapia de sete dias com a combinação de quinina + clindamicina (WHO, 

2015). 

 

Para o tratamento das espécies P. vivax, P. malarie e P. ovale, a abordagem segue o 

seguinte protocolo: se o agente não é conhecido, o tratamento deve ser feito como 

para P. falciparum não complicada. No caso de o agente ser conhecido, o tratamento 
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pode ser feito com cloroquina em regiões onde não existe resistência ao fármaco. Nas 

regiões com infecções resistentes a cloroquina, o tratamento deve ser feito para P. 

vivax, P. malarie e P. ovale não complicada com terapia de combinação com 

artemisinina ou cloroquina. O tratamento de grávidas resistentes à cloroquina deve 

ser feito com quinina (BOULOUS et al. 1997; ABDON et al., 2001; WHO, 2015). 

 

O tratamento da malária complicada é feito com artesunato intravenoso e 

intramuscular por pelo menos 24 horas, até que o paciente possa tolerar a medicação 

oral. Uma vez que o paciente tenha recebido pelo menos 24 horas da terapia 

parenteral e pode tolerar a terapia oral, é dada continuidade ao tratamento com 3 dias 

da terapia de combinação com artemisinina (BRAGA E FONTES, 2005; WHO, 2015). 

 

3.1.4 Profilaxia  

 

A profilaxia da malária é conduzida utilizando-se medidas de proteção individual, 

coletivas ou quimioterápicas. As medidas de proteção individual incluem 

conhecimento do horário de maior atividade de mosquitos vetores da malária (ao 

amanhecer e ao anoitecer), uso de roupas claras e de manga longa em atividades de 

exposição elevada, uso de barreiras (telas nas portas e janelas, ar condicionado e 

mosquiteiro impregnado com piretróides), uso de repelentes a base de DEET (N-N-

dietilmetatoluamida). (BRASIL, 2008; BRASIL, 2010).  

 

O diagnóstico e o tratamento precoce constituem uma medida de prevenção da 

malária grave e da morte por P. falciparum. A identificação dos serviços de saúde da 

região mais próximos para que o diagnóstico seja realizado em menos de 24 horas é 

muito importante visto que em regiões onde a malária não é endêmica, tem-se 

observado formas graves da enfermidade, principalmente devido à demora no 

diagnóstico e tratamento da infecção. O principal método para o diagnóstico da 

malária é a pesquisa de hematozoários em sangue periférico (gota espessa). É um 

método simples, de baixo custo, rápido e de alta sensibilidade e especificidade 

(BRASIL, 2010).  

 

A quimioprofilaxia é outra medida de prevenção da malária e consiste na utilização de 

fármacos antimaláricos em doses subterapêuticas com o objetivo de reduzir formas 
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clínicas graves e mortes devido ao P. falciparum. Atualmente, são recomendados 

cinco fármacos para a quimioprofilaxia: doxiciclina, mefloquina, a combinação 

atovaquona/proguanil e cloroquina. Os dois primeiros são de ação esquizonticida 

sanguínea e a combinação atovaquona/proguanil possui ação esquizonticida 

sanguínea e tecidual (BRASIL, 2008; BRASIL, 2010). 

 

3.2 Indústria farmacêutica e investimentos em antimaláricos 

 

A malária está no grupo das doenças negligenciadas, principalmente, pela indústria 

farmacêutica. O problema fundamental, com doenças tropicais, é como induzir as 

indústrias a investir recursos para o desenvolvimento de fármacos para tratar essas 

doenças. A questão se agrava porque a maior parte dessas doenças acometem 

populações pobres do mundo. Dessa forma, embora exista uma grande demanda 

potencial para esses medicamentos, o valor de mercado é baixo devido a essa 

população não possuir recursos para custear essa medicação (TROUILLER et al., 

2002; DIMITRI, 2012). 

 

Outro grande problema é a baixa qualidade dos medicamentos. No sul da África, na 

África subsaariana e na Ásia, a qualidade dos antimaláricos que chegam até a 

população não é satisfatória. Essa baixa qualidade dos antimaláricos acarreta o 

aumento da resistência e um tratamento inapropriado da doença. A seleção de 

parasitas resistentes ocorre quando são administradas doses suficientes para inibir a 

multiplicação de parasitas sensíveis, mas insuficiente para os parasitas resistentes. 

Dessa forma, fármacos de baixa qualidade podem conter subdoses de antimaláricos 

e consequentemente contribuir para a seleção de parasitas resistentes (WHITE, 1992; 

WHITE, 2004). 

 

Em um estudo de 2012 publicado na Revista Inglesa The Lancet, foram analisadas 

1437 amostras de 5 classes diferentes de fármacos oriundos de sete países diferentes 

do sudeste da Ásia. Desses fármacos, 35% apresentaram não conformidades nas 

análises químicas, 46% de 919 apresentaram não conformidades nas análises de 

embalagem e 36% de 1260 foram classificados como falsificados. O padrão histórico 

de disponibilidade e uso de antimaláricos de baixa qualidade coincide com o 

surgimento de resistência dos fármacos. A compreensão dessa questão é essencial 
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para prolongar a utilidade dos medicamentos atuais e proteger os novos fármacos 

desenvolvidos (WHITE, 2004; BROCK et al., 2018). 

 

De acordo com a Lista de Produtos Farmacêuticos para a Malária, classificados de 

acordo com o Fundo Global de Políticas de Garantia da Qualidade, das empresas e 

dos países que produzem medicamentos antimaláricos, a grande maioria deles se 

encontra na Índia e na China. Dentre as grandes multinacionais farmacêuticas, 

encontram-se Novartis Pharma e Sanofi Aventis. Comparando-se essas duas 

multinacionais, a Novartis tem uma estimativa de arrecadação para 2018 de 42,8 

bilhões de dólares, enquanto a Sanofi Aventis $ 38,2 bilhões de doláres. A Novartis 

foi a responsável por introduzir no mercado o tratamento combinado com artemisinina 

e ainda dois novos protótipos estão sendo estudados: o KAE609 e o KAF156, havendo 

a expectativa de que um deles entre no mercado até 2021 (DIAGANA, 2015; WARD, 

2016).  

 

Uma luz no fim do túnel é o desenvolvimento de uma nova vacina, chamada Mosquirix. 

Ela é produzida pela companhia britânica GSK (GlaxoSmithKline) e está sendo 

testada na África. Essa vacina será utilizada para a proteção de crianças e recebeu o 

aval da Agência Europeia de Medicamentos (EMA, do inglês, European Medicine 

Agency) para realização dos testes clínicos. Junto à vacina, a OMS procura formas 

de agregar ao tratamento medidas de prevenção da doença. (ARIF, 2007; HAQUE E 

ENGWERDA, 2011; ROSENTHAL, 2011; BIAMONTE et al., 2013; EMA, 2018; GSK, 

2018).  

 

3.3 Quiralidade e separação enantiomérica  

 

Para conceituar a quiralidade é necessário, primeiramente, conhecer alguns termos e 

conceitos que definem o que é isomeria. Isômeros são substâncias que possuem os 

mesmos átomos, porém dispostos na molécula de maneira diferente, de forma que 

essas moléculas possuem propriedades químicas diversas. Os isômeros apresentam 

diferentes classificações de acordo com essa disposição dos átomos (ELIEL E 

WILEN, 1994; CAREY E GIULIANO, 2013; SOLOMONS et al., 2013). 
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Os estereoisômeros são isômeros cujos átomos ou grupos de átomos possuem uma 

disposição espacial diferente na molécula. Eles podem ser classificados de duas 

maneiras: geométricos ou ópticos. Os geométricos são estereoisômeros que não 

possuem atividade óptica, ou seja, não possuem a capacidade de desviar o plano da 

luz polarizada. Para descrever sua disposição espacial são utilizados os termos cis 

(mesmo lado) e trans (lado oposto) (MCMURRY, 2005; MITRA E CHOPRA, 2011).  

 

Os isômeros ópticos são aqueles que possuem atividade óptica, contendo centros 

quirais ou centros assimétricos. Dessa forma, pode-se dizer que o fenômeno da 

quiralidade manifesta-se quando a molécula possui os seguintes grupos de 

características: um centro de quiralidade (C*, Si*, S*, P*, N*), ou seja, um átomo 

central ligado a 4 átomos ou grupo de átomos diferentes, um eixo de quiralidade 

(aleno), um plano de quiralidade e uma forma de hélice (hexaeliceno) (LIMA, 1997; 

SOLOMONS et al., 2013). 

 

Moléculas que apresentam quiralidade possuem enantiomeria. Os enantiômeros são 

estereoisômeros que apresentam uma simetria em relação a um plano. As moléculas 

que apresentam dois ou mais elementos de quiralidade possuem diastereoisomeria. 

Diastereisômeros não são enantiômeros e possuem propriedades físico-quimicas 

diferentes, ao contrário dos enantiômeros que possuem as mesmas características 

(MCMURRY, 2005; SOLOMONS et al., 2013). 

 

Um enantiômero existe sob a forma de dois pares de isômeros que são imagem 

especulares uma da outra não superponíveis, nem por rotação nem por translação, 

mas simétricos em relação a um plano (Figura 3).  

 

 

Figura 3 - Estrutura de uma molécula quiral e seus enantiômeros. Fonte: FOGAÇA, 2018 
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Os enantiômeros apresentam desvios polarimétricos opostos de mesma magnitude 

nos quais o ângulo de rotação é simplesmente a rotação observada. Misturas 

enantioméricas que possuem a mesma quantidade de enantiômeros (50:50) são 

denominadas de misturas racêmicas ou racemato e são opticamente inativas. O poder 

rotatório específico é obtido em condições experimentais e foi definido pelo físico 

frânces Biot em 1860. Biot determinou que o poder rotatório é uma propriedade 

inerente de uma molécula opticamente ativa e é tão importante na caracterização de 

uma dada molécula quanto o ponto de fusão, ebulição ou a densidade, sendo dessa 

forma, definido pela seguinte equação: 

 

[𝛼] =  
100𝛼

𝑐𝑙
    

 

em que [α] é a rotação especifíca; α é a rotação observada; c é a concentração da 

amostra em g/mL de solução e l é o comprimento do tubo do polarímetro, em dm 

(HABRAKEN, 1995). 

 

As configurações das estruturas revelam a disposição dos átomos ou grupos de 

átomos ao redor do centro estereogênico. Estas configurações são contempladas pelo 

sistema de Cahn-Ingold-Prelog e não possuem relação alguma com o desvio da luz 

plano polarizada. Esse sistema permite identificar dois enantiômeros diferentes: R e 

S. Se um enantiômero possui a configuração R, o outro necessariamente terá a 

configuração S. Outro sistema de nomenclatura para substância opticamente ativas é 

o que utiliza D e L para determinar a configuração relativa de aminoácidos, açúcares 

e substâncias análogas, em projeção de Fisher (MADESCLAIRE, 1987). 

 

Os enantiômeros possuem propriedades físico-químicas idênticas, exceto quanto à 

rotação específica [α]. Entretanto, eles podem exibir grandes diferenças em 

características relacionados à disposição dos átomos no espaço, demonstrando 

propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas distintas (reconhecimento quiral) 

(CAREY E GIULIANO, 2013; SOLOMONS et al., 2013). O termo reconhecimento 

quiral tem sido aplicado para mecanismos nos quais algum receptor quiral (ou mesmo 

reagente quiral) interage seletivamente com um dos enantiômeros da molécula quiral 
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e está relacionado ao nível de interação demonstrado entre cada um dos 

enantiômeros e o sítio de ligação quiral (CAREY E GIULIANO, 2013). Em processos 

biológicos, um grau elevado de reconhecimento quiral pode ser observado. Isso se 

deve ao complexo enzimático presente no organismo e receptores estereoespecíficos 

que determinam comportamentos farmacocinéticos e farmacodinâmicos distintos 

(BARREIRO et al., 1997). 

 

O organismo humano possui diversos compostos quirais em sua composição, 

apresentando uma estrutura seletora quiral que interage com fármacos quirais, de 

forma que cada enantiômero pode ser metabolizado de maneira diferente, originando 

atividade farmacológica distinta (LANDONI & SORACI, 2001). A quiralidade é uma 

questão muito significativa em farmacologia, devido às consequências clínicas da 

administração de misturas racêmicas sem o conhecimento da farmacocinética e da 

farmacodinâmica de cada enantiômero. Muitos fármacos antimaláricos são 

administrados como racematos e diversos estudos procuram avaliar quais as 

consequências dessa administração (BRAY et al., 1999; BROCKS E MEHVAR, 2003; 

FOLEY E TILLEY, 1998). 

 

Os enantiômeros podem ser separados por CLAE por dois métodos: o indireto e o 

direto. O método indireto consiste na formação de um par de diasteroisômeros com a 

utilização de reagentes quirais, seguida da sua separação em colunas aquirais, visto 

que os diasteroisômeros apresentam propriedades distintas. O método direto consiste 

na utilização de aditivos quirais à fase móvel ou de colunas contendo fase estacionária 

quiral (CASS et al., 1997; LIMA, 1997). 

 

Atualmente tem-se muitas opções de fases estacionárias quirais que são capazes de 

separar os mais diversos tipos de substâncias. Esses tipos variados de fases 

estacionárias quirais e alguns nomes comerciais estão descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Tipos de seletores quirais e alguns de seus nomes comerciais. 

TIPO SELETOR QUIRAL NOME COMERCIAL 

Polissacarídeo 

Celulose* 

Benzato 
CHIRALCEL OB, CHIRALCEL 
OB-H 

3,5-dimetilfenil carbamato 
CHIRALCEL OD, CHIRALCEL 
OD-H, CHIRALCEL OD-R 
CHIRALCEL OD-RH 

4-metilbenzoato 
CHIRALCEL OJ, CHIRALCEL 
OJ-H, CHIRALCEL OJ-RH 

4-metilfenil carbamato CHIRALCEL OG 

4-clorofenil carbamato CHIRALCEL OF 

Cinimato CHIRALCEL OK 

Fenil carbamato CHIRALCEL OC 

Amilose* 

3,5-dimetilfenil carbamato 
CHIRALPAK AD, CHIRALPAK 
AD-H, CHIRALPAK AD-RH 

(S)-α-metilbenzil carbamato 
CHIRALPAK AS, CHIRALPAK 
AS-H, CHIRALPAK AS-RH 

Baixa massa 
molar 

D-dinitrobenzoilfenilglicina CHIRAL 2 

L-dinitrobenzoilfenilglicina CHIRAL 3 

(3R,4R)-4-(3,5-dinitrobenzamido)1,2,3,4-
tetrafenantraceno 

(R,R)-WHELK-O1 

(3S,4S)-4-(3,5-dinitrobenzamido)1,2,3,4-
tetrafenantraceno 

(S,S)-WHELK-O1 

Troca 
de ligante 

N,N dioctil-L-alanina CHIRALPAK MA(+) 

L-hidroxiprolina - cobre CHIRAL 1 

Antibióticos 
macrocíclicos 

Vancomicina CHIROBIOTIC V 

Teicoplanina CHIROBIOTIC T 

Ristocetina CHIROBIOTIC R 

Éter de coroa 
(S)-18-coroa-6-éter CROWNPAK CR(+) 

(R)-18-coroa-6-éter CROWNPAK CR (-) 

Ciclodextrinas 

β-ciclodextrina NUCLEODEX β-OH 

β-ciclodextrina permetilada NUCLEODEX β-PM 

β-ciclodextrina fenilcarbamato ULTRON ES-PhCD 

*A denominação “H” significa fase estacionária preparada com sílica de 5 μm. A denominação “R” é 

referente ao uso da coluna no modo fase reversa. Fonte: (BONATO et al., 2005; THOMPSON, 2005) 

 

3.4 Fases estacionárias quirais derivadas de carbamatos de polissacarídeos 

 

A busca por fases estacionárias quirais remota ao início do século XX. Umas das 

primeiras tentativas foi em 1904 com o químico alemão Willstater, que tinha interesse 

em avaliar a resolução de enantiômeros baseada em sua adsorção seletiva de uma 

fase líquida para um material quiral, determinando dessa forma se a coloração da lã 

era um processo químico ou físico (infelizmente ele não obteve sucesso, mas ganhou 
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o Nobel de química em 1915 por outras pesquisas feitas) (WILLSTÄTTER, 1904). 

Entretanto, muitos outros cientistas ao longo do século foram testando novas formas 

de separação e novos materias. Em 1951, Kotake et al. demonstraram a separação 

de enantiômeros em papel cromatográfico utilizando celulose como seletor quiral 

(KOTAKE et al., 1951). Dez anos depois, o uso de celulose em colunas 

cromatográficas para separação quiral de catequinas foi relatada (MAYER & 

MERGER, 1961). Finalmente, em 1973, os pesquisadores Hesse e Hagel 

demonstraram a utilização de derivados de polissacarídeos como seletores quirais 

(HESSE E HAGEL, 1973). 

 

Após o relato da utilização de derivados de polissacarídeos como seletores quirais, 

diversas otimizações foram sendo feitas nessas fases estacionáriais a partir da 

década de 1980, principalmente com os trabalhos do grupo de Okamoto e da empresa 

Daicel no Japão. O grupo testou diversos tipos de polissacarídeos como celulose, 

amilose, inulina, quitosana, xilano e dextrano e denominou o novo tipo de seletor quiral 

como polissacarídeos de fenilcarbamato. Os seus estudos demonstraram que os 

melhores tipos de polissacarídeos a serem utilizados como seletores quirais são a 

celulose e a amilose (Figura 4). Essa conclusão foi baseada no reconhecimento 

quiral, na disponibilidade em forma pura e na simplicidade do tratamento destes 

materiais (OKAMOTO et al., 1984; CHANKVETADZE, 2012).  

 

 
Figura 4 – Estrutura química da celulose (a) e amilose (b). 

 

Os compostos polissacarídicos, em sua forma natural, apresentam limitada 

capacidade de discriminação quiral devido às suas reduzidas propriedades 

mecânicas, elevada polaridade e limitações de manuseio, de modo que não podem 

ser utilizados como fase estacionária quiral isoladamente (YASHIMA E OKAMOTO, 

1997). Dessa forma, inúmeras outras fases estacionárias quirais foram sintetizadas 

recobrindo-se partículas de sílica gel macroporosa com derivados de polissacarídeos. 
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O suporte de sílica proporcionou a resistência mecânica necessária para obtenção de 

colunas mais eficientes e estáveis frente à modificação na composição da fase móvel 

(YASHIMA E OKAMOTO, 1997; BONATO et al., 2005; SHEN E OKAMOTO, 2016). 

 

Vários derivados de polissacarídeos tem sido estudados, especialmente os estéres e 

carbamatos, e ambos demonstraram uma enantioseletividade adequada como 

seletores quirais. Derivados de alquil, cicloaquil e aril foram estudados e combinados 

com os estéres e carbamatos e os derivados aril foram identificados como os seletores 

quirais mais aplicáveis. Foram sintetizados também derivados de fenilcarbonato e 

benzoilformato com celulose e amilose, porém ambos não exibiram reconhecimento 

quiral superior aos respectivos derivados de estér e fenilcarbamato (LÜTTRINGHAUS 

et al., 1967; HESSE E HAGEL, 1973; OKAMOTO et al., 1984; CHANKVETADZE et 

al., 1994; OKAMOTO & KAIDA, 1994; YASHIMA E OKAMOTO, 1997; IKAI et al., 2005; 

IKAI E OKAMOTO, 2009).  

 

Muitos estudos foram descritos por Okamoto e colaboradores demonstrando que 

estéres aromáticos e carbamatos de polissacarídeos exibem grande capacidade de 

enantioseleção, entretanto, essas propriedades melhoram muito quando substituintes 

que doam ou retiram elétrons estão presentes em posições adequadas do 

grupamento fenil (Figura 5) (ICHIDA et al., 1984; OKAMOTO & KAIDA., 1984; 

OKAMOTO et al., 1986; OKAMOTO et al., 1987; IKAI E OKAMOTO, 2009).  

 

 

Figura 5 - Estrutura química do tris(3,5-dimetilfenilcarbamato). 

 

Estudos demonstraram que os derivados de fenilcarbamato substituídos apresentam 

maior enantiosseletividade, pois os substituintes afetam a densidade eletrônica das 

porções carbamato dos polissacarídeos de fenilcarbamato e, dessa maneira, afetam 

também sua interação com analitos quirais. Quando um substituinte retirador de 

elétrons é introduzido, a acidez do próton do grupo NH dos grupos carbamato 
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aumenta. Dessa forma, o tempo de retenção da maioria dos analitos aumenta porque 

eles interagem por ligação de hidrogênio com o grupo NH. Por outro lado, quando os 

substituintes são doadores de elétrons, a densidade eletrônica do oxigênio do grupo 

carbonila dos grupos carbamato aumenta. Consequentemente, os analitos que 

possuem grupos doadores de elétrons tem uma interação mais forte com esse tipo de 

derivado (OKAMOTO et al., 1986; CHANKVETADZE et al., 1995; CHANKVETADZE 

et al., 1997).    

 

Nos derivados de fenilcarbamato de celulose, existe uma ligação de hidrogênio 

intramolecular entre a porção carbamato substituída nas posições 2 e 3 vizinhas às 

unidades de glicose. Portanto, os substituintes da porção fenil afetam não só a 

interação dos analitos quirais com esses polissacarídeos, mas também sua 

solubilidade em muitos solventes orgânicos. A aplicação de polissacarídeos de 

fenilcarbamato como seletores quirais em CLAE exige que esses polissacarídeos 

sejam soluvéis para que seja possível dissolvê-los e adsorvê-los na sílica. Em 

contrapartida, um derivado de polissacarídeo utilizado como seletor quiral deve ser 

insolúvel em solventes utilizados em CLAE como fase móvel (OKAMOTO et al., 1986).  

 

A interação entre analitos quirais e polissacarídeos pode ser um processo bem lento 

comparado com um seletor quiral de baixo peso molecular, contribuindo para um 

alargamento de bandas em CLAE. Dessa forma, para seletores quirais de 

polissacarídeos, uma estrutura secundária bem ordenada e a presença de sítios de 

interação uniformes com os analitos quirais é uma característica muito importante. 

Portanto, as porções de carbamato possuem dupla função nos polissacarídeos de 

fenilcarbamato: são o sítio mais provável de interação dos analitos quirais; e devido 

ao envolvimento na ligação de hidrogênio intramolecular, essas porções determinam 

a solubilidade dos derivados de polissacarídeo em certos solventes orgânicos, bem 

como sua estrutura. Considerando que ambas propriedades mencionadas são 

desejavéis para seletores quirais, os polissacarídeos de fenilcarbamato tem um bom 

balanceamento entre as porções carbamato livres que estão disponíveis para a 

interação com o analito, e as porções carbamato envolvidas na ligação de hidrogênio 

intramolecular que fornecem a baixa solubilidade desses polissacarídeos em 

solventes empregados na CLAE (CHANKVETADZE et al., 1994; CHANKVETADZE et 

al., 1995; CHANKVETADZE et al., 1996; CHANKVETADZE et al., 1997). 
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Os derivados mais utilizados da celulose e amilose são os tri-ésteres e tri-carbamatos. 

(ALI et al., 2009). As fases estacionárias tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose e 

tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose (Figura 5 e 6) comercializadas pela Diacel 

com os nomes comerciais Chiralpack® AD e Chiralcel® OD são bastante utilizadas 

devido a grande capacidade de resolução de uma ampla variedade de compostos. A 

discriminação quiral ocorre devido à formação de complexos de inclusão e pelas 

ligações polares com os grupamentos carbamatos (OKAMOTO et al., 1988; BELAZ, 

2007). Na Figura 6, pode ser observada a estrutura de algumas fases estacionárias 

derivadas de carbamato de celulose e amilose.  

 

 
Figura 6 - Fases estacionárias derivadas de carbamato de celulose e de amilose. 

Fonte: CHANKVETADZE, 2012) 

 

As fases estacionárias quirais baseadas em polissacarídeos podem ser utilizadas por 

meio de três formas de interação: normal, reverso e polar orgânico. Embora estas 

colunas apresentem uma grande aplicabilidade na discriminação de várias misturas 

enantioméricas, quando o seletor está adsorvido na superfície da sílica, solventes 

usuais como tetrahidrofurano (THF), acetato de etila, acetona, clorofórmio, 

dimetilsulfóxido, diclorometano e tolueno não podem ser utilizados, uma vez que 
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podem solubilizar o seletor quiral. Esse problema não é observado com fases 

imobilizadas (IKAI et al., 2006; MORANTE-ZARCERO et al., 2006; ZHANG et al., 

2007; LOURENÇO et al., 2010; PENG et al., 2010; DOSSOU et al., 2012; SHEN et 

al., 2014). 

 

Trabalhos que utilizaram a coluna Chiralpak AD-H (contendo amilose ligada a 3,5-

dimetilfenil carbamato) são apresentados na Tabela 2. Para construir a tabela, foram 

utilizados os termos Chiralpak AD-H e validação, no período entre 2010 e 2018, sendo 

obtidos 108 artigos no Portal de Periódicos da Capes, a tabela demonstra somente 

uma parte dos artigos encontrados focados em análises no modo normal de eluição 

que é o aplicado no presente trabalho. Pela tabela, observa-se que na maior parte dos 

trabalhos foram utilizadas colunas de 250 x 4,6 mm e tamanho de partícula de 5 µm, 

como solvente de eluição todos os trabalhos utilizaram hexano, como principal 

solvente, misturado com proporções de isopropanol ou etanol. O objetivo principal da 

grande maioria dos estudos foi a avaliação da separação dos enantiômeros e 

avaliação da pureza enantiomérica. 
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Tabela 2 - Trabalhos que utilizaram colunas CHIRALPAK AD e AD-H no período de 2010 a 2018. 

Comprimento da 
coluna 

Substâncias analisadas Condições cromatográficas Objetivo do estudo quiral Referência 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Derivados de sulfonamida 
FM: hexano:isopropanol (90:10); 

1 mL/ min; 30ºC; 20 µL 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros. 
Zeng et al., 2018 

NC 
3-fluoro-3-hidroximetiloxindols 

derivados de Cinchona. 
FM: hexano:isopropanol 

(diferentes proporções); 1 mL/min 
Avaliar os enantiômeros 

sintetizados. 
Zhao et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm 
Derivados de alcaloides 

carbazólicos 
FM: hexano:isopropanol (70:30); 

1 mL/ min;  
Avaliar a separação dos 

enantiômeros. 
Ma et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm 
Molécula estereogênica CORE + 

OMe 
FM: hexano:etanol (90:10); 

1 mL/ min; 20ºC;  
Avaliar a separação dos 

enantiômeros. 
Joshi et al., 2018 

250 mm, 10 mm, 5 µm Lactofeno 
FM: hexano: isopropanol (80:20); 

5 mL/min; 25ºC; 50 µL 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros 
Xie et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Anatoxina-A e Homoanatoxina-A FM: hexano: isopropanol (99:1) Avaliar a pureza dos enantiômeros 
Addante-Moya et al., 

2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm IDO1 Inibidor  NLG919 
FM: hexano: etanol (85:15);  

1 mL/min; 20ºC;  
Avaliar a pureza dos enantiômeros Liu et al., 2018 

NC Derivados 5H-oxazol-4-ona 
FM: hexano: isopropanol (90:10);  

0,9 mL/min;  
Avaliar a separação dos 

enantiômeros 
Xu et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Oxazolidinona WCK 4086 
FM: hexano: isopropanol: 

metanol:TFA:(80:10:10:0.4); 1 
mL/min; 30ºC; 10 µL 

Avaliar a separação de impurezas 
quirais 

Ahirrao et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm 
Derivados de sufonamidas 

diaminociclohexano 
FM: hexano: isopropanol (70:30); 

0,7 mL/min 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros 
Dajek et al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Nitrilase 
FM: hexano: isopropanol (90:10); 

1 mL/min; 25ºC 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros 
Chhiba-Govindjee et 

al., 2018 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Pidotimod® 
FM: heptano: isopropanol:TFA 

(70:29,9:0,1) 
Avaliar a pureza dos enantiômeros Sarno et al., 2017 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Acetilglutamina 
FM: hexano c/ 0,1% ácido 

acético: etanol (75:25); 1 mL/min; 
25ºC; 10 µL 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros 

Zhang et al., 2017 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Letermovir 
FM: hexano: isopropanol (80:20); 

1 mL/min; 30ºC; 10 µL 
Avaliar a pureza dos enantiômeros Zhang et al., 2016 
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Comprimento da 
coluna 

Substâncias analisadas Condições cromatográficas Objetivo do estudo quiral Referência 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Arotinolol 
FM: hexano: etanol em 0,02% 

DEA (20:80:1); 
0,55 mL/min; 40ºC; 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros 

Qian et al., 2015 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Repertaxin 
FM: hexano: isopropanol (90:10); 

1 mL/min; 30ºC; 10 µL 
Avaliar a pureza dos enantiômeros Liu et al., 2015 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm (-)-trans-paroxetina 
FM: hexano: etanol: ETNA 

(80:20:0.2); 1 mL/min; 25ºC; 20 
µL 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros 

Lisowska-Kuźmicz et 
al., 2014 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Piperidina-3-amina 
FM: hexano:isopropanol(90:10) 

0,5 mL/min; 27ºC; 5 µL 
Avaliar a separação de impurezas Babu et al., 2014 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Ramelteon 
FM: hexano: etanol: 

AMSF(900:100:0,1); 1 mL/min; 
25ºC; 20 µL 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros 

Patil et al., 2013 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm 
Meta-clorobenzoíco em cloridraro 

de bupropiona 
FM: hexano: etanol (1000:50); 1 

mL/min; 25ºC; 20 µL 
Avaliar a separação de impurezas Sinha et al., 2013 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Tapentadol 
FM: hexano: isopropanol:DEA 

(980:20:1); 1 mL/min; 35ºC; 5 µL 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros 
Douša et al., 2013 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Darunavir 
FM: hexano: etanol:DEA 

(80:20:1); 1 mL/min; 40ºC; 20 µL 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros. 
Rao et al., 2012 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm 
2 séries de derivados de 4-

substituído-1,4-dihidropiriridina 
FM: hexano: isopropanol (85:15); 

1 mL/min; 25ºC; 10 µL 
Avaliar a separação dos 

enantiômeros. 
Dai et al., 2012 

150 mm, 4,6 mm, 5 µm 
Donepezil, 5-O-desmetil donepezil, 

6-O-desmetil donepezil 

FM: hexano:etanol:metanol:TEA 
(75:20:5:0,3); 1,5 mL/min; 

25ºC; 50 µL 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros 

Barth et al., 2012 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Naringenina 
FM: hexano: isopropanol: TFA - 

gradiente; 0,8 mL/min; 
30ºC; 20 µL 

Avaliar a separação dos 
enantiômeros e a farmacocinética 

Wan et al., 2011 

250 mm, 4,6 mm, 5 µm Lesatropano 
FM: hexano: isopropanol:DEA 

(80:20:0,1); 0,7 mL/min; 25ºC; 10 
µL 

Avaliar a separação de impurezas Yang et al., 2011 

*NC: não consta; FM: fase móvel; AMSF: ácido metanossulfônico; DEA: dietilamina; TFA: ácido trifluoroacético; TEA: trietilamina; ETNA: etanolamina
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3.4.1 Mecanismo de reconhecimento quiral e separação das fases estacionárias 

quirais derivadas de polissacarídeos 

 

A cromatografia a líquido de alta eficiência quiral (CLAEq) tem um importante papel 

na área de pesquisa farmacêutica. As fases estacionárias quirais são o principal fator 

a ser avaliado no desenvolvimento de um método analítico quiral. O entendimento de 

como as moléculas quirais são reconhecidas em uma coluna quiral é muito importante 

para o planejamento do método de separação dos enantiômeros (CASS et al., 1997; 

HEGADE et al., 2017; DAVANKOV, 1994; BEESLEY & SCOTT, 1998; MAIER et al., 

2001). 

 

O desenho e desenvolvimento de uma fase estacionária quiral capaz de efetivamente 

reconhecer e resolver uma grande faixa de enantiômeros é um ponto central na 

CLAEq. Diversos estudos descrevem detalhes do processo de enatiosseparação por 

CLAEq (PIRKLE & POCHAPSKY, 1989; TAYLOR & MAHER, 1992; NEUMEYER, 

1998). Além disso, já foram publicados artigos que descrevem a influência da 

temperatura, da fase móvel e do tamanho de partícula na separação quiral 

(OKAMOTO & KAIDA, 1994; OGUNI et al., 1995; PAN et al., 2011; BEZHITASHVILI 

et al., 2017; HORVÁTH & NÉMETH, 2018). Entretanto, no presente trabalho o 

principal foco é o mecanismo de separação quiral da fase estacionária quiral derivada 

de polissacarídeo, visto que atualmente tem-se uma variedade muito grande de fases 

estacionárias quirais. 

 

Durante o desenvolvimento das fases estacionárias quirais derivadas de 

polissacarídeo, vários fatores contribuem para o grau de resolução quiral, como o pH 

e os tipos de aditivos (ácidos, bases, sais) (ISHIKAWA e SHFFIATA, 1993). Além 

disso, a discriminação quiral pode ser influenciada pela conformação da cadeia 

principal e dos grupos substituintes. Em geral, compostos neutros não são 

influenciados pelos aditivos. Os compostos ácidos precisam de fase móvel 

adequadamente acidificada. E para compostos básicos, a resolução vai depender do 

tipo de sal adicionado na fase móvel, caso seja necessária essa adição (OGUNI et al., 

1995). 
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O mecanismo de reconhecimento quiral das fases estaciónarias quirais baseadas em 

polissacarídeos tem sido extensivamente investigado, normalmente em métodos 

cromatográficos. Essa abordagem pode fornecer uma grande quantidade de 

informações, particularmente parâmetros termodinâmicos de interação entre os 

analitos e as fases estacionárias quirais, durante a resolução enantiosseletiva 

(ALLENMARK, 1991). Entretanto, para compreender o reconhecimento quiral no nível 

molecular, abordagens espectroscópicas incluindo ressonância magnética nuclear 

combinada com modelagem computacional são necessárias. Uma das fase 

estacionária quiral derivada de polissacarídeo, mais estudadas são aquelas 

compostas de fenilcarbamato de celulose e amilose (YASHIMA et al., 1996; 

OKAMOTO E YASHIMA, 1998).  

 

O mecanismo de reconhecimento quiral das fases estacionárias quirais, é bastante 

influenciado pelos grupos substituintes nas porções fenil devido à alteração da 

polaridade dos grupos carbamato. Isso indica que os principais sítios de discriminação 

quiral nos derivados de fenilcarbamato podem ser atribuídos aos grupos carbamatos 

polares. A Figura 7 demonstra a possível estrutura dos derivados de fenilcarbamato 

obtidas por cálculos moleculares e por análise de raio-X (VOGT & ZUGENMAIER, 

1985) e possíveis interações nos seus sítios. Os derivados de fenilcarbamato 

possuem uma hélice tripla e resíduos de glicose são regularmente arranjados ao longo 

do eixo axial da hélice. Um sulco helicoidal quiral com resíduos de carbamato polares 

existem ao longo da cadeia principal. Os grupos carbamatos polares são alocados na 

parte interna da hélice, e grupos aromáticos hidrofóbicos na parte externa a cadeia 

polimérica. Os enantiômeros vindos da parte externa do sulco podem interagir 

efetivamente com os grupos carbamatos polares por ligação de hidrogênio com os 

grupos amino e carboxila, e por interações dipolo-dipolo com a carboxila. Portanto, a 

natureza dos substituintes dos grupos fenil afeta a polaridade dos resíduos de 

carbamato, o que acarreta diferentes resoluções quirais. Além das interações polares, 

interações π-π entre os grupos fenil das fases estacionárias quirais e grupos 

aromáticos do analito podem contribuir para o reconhecimento quiral, especialmente 

em fase reversa (OKAMOTO et al., 1986; OKAMOTO et al., 1987; YASHIMA, 2001). 
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Figura 7 - Estrutura otimizada (esquerda) e possíveis sítios de interação (direita) em derivados de 
tris(fenilcarbamato) de celulose. Fonte: YASHIMA, 2001. 

 

A interação entre a fase estacionária quiral e o analito envolve a formação de um 

complexo diastereoisomérico transitório, constituído por ligações intermoleculares, 

como interações iônicas, íon-dipolo ou dipolo-dipolo, interações π-π, van der Waals e 

ligações de hidrogênio. Os diversos tipos de interações entre a fase estacionária quiral 

e o analito foram sumarizadas no trabalho de Schneider (SCHNEIDER, 2009). As 

interações de longo alcance, como as iônicas, são frequentemente atribuídas à 

ligação inicial do analito com a fase estacionária quiral, uma vez que são formadas 

em ambos os enantiômeros. Em contraste, as interações de curto alcance como as 

ligações de hidrogênio e interações π-π podem ser responsáveis primariamente pela 

ligação estereosseletiva. Além disso, fatores estéricos, resultantes do arranjo espacial 

da cavidade de ligação ou da fenda do seletor quiral também podem contribuir para o 

reconhecimento quiral. A mudança conformacional do seletor na interação fase 

estacionária quiral e analito também pode ser considerada na discriminação quiral 

(OKAMOTO et al., 1987; YASHIMA, 2001; SCRIBA, 2016).  
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Dentre os dois polissacarídeos mais estudados, amilose e celulose, a amilose se 

organiza na forma de hélice, ao passo que na celulose as cadeias se organizam lado 

a lado, dessa forma a amilose possui maior número de sulco quirais que, portanto, 

fornece uma melhor resolução quiral comparada com a celulose (Figura 8). A 

introdução de grupos metila no grupo fenil do carbamato aumenta esse poder de 

resolução quiral dos derivados de amilose. Além disso, na literatura é demonstrado 

que as colunas contendo derivados de amilose possuem enantioseleção superior aos 

derivados de celulose (CHANKVETADZE, 1995; MEYRING, 2000; GIROD, 2001; 

BIELEJEWSKA, 2007; ALI, 2009). 

 

 
Figura 8 - Estrutura tridimensional dos polímeros de celulose e amilose. Fonte: ALI, 2009. 

 

3.5 Antimaláricos e estudos quirais 

 

A maioria dos fármacos empregados atualmente no tratamento e profilaxia da malária 

são quirais, mas comercializados como uma mistura racêmica. Eles demonstram 

enantioseletividade em suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas em 

humanos e animais. Dessa maneira, avaliar o comportamento dessas substâncias no 

organismo utilizando métodos confiáveis é essencial para melhorar a terapia com 

esses fármacos. Além disso, a metabolização desses fármacos racêmicos muitas 

vezes fornece metabólitos também racêmicos, de forma que é importante avaliar a 
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enantioseletividade tanto do fármaco quanto do metabólito (SANTOS MAGALHAES & 

BONATO, 2010). 

 

Muitos estudos têm sido conduzidos para analisar as diferenças na atividade 

antimalárica dos enantiômeros desses fármacos em diferentes espécies de 

Plasmodium, tanto in vitro quanto in vivo (WEBSTER et al., 1991; WERNSDORFER 

et al., 1998). Dentre esses estudos, grande parte envolve a suscetibilidade in vitro com 

iguais concentrações dos enantiômeros contra cepas de Plasmodium falciparum. Com 

base nos resultados, a maior parte dos antimaláricos não possui estereoseletividade 

em sua atividade farmacológica in vitro (Basco et al., 1992). Entretanto, esses 

fármacos podem demonstrar estereoseletividade in vivo, uma vez que no organismo 

a complexidade é maior pelos sistemas quirais in vivo possuírem maior especificidade 

(WEBSTER et al., 1991).  

 

3.6 Lumefantrina e desbutil-lumefrantrina 

 

A lumefantrina, ou benflumetol (Figura 9), é um antimalárico esquizonticida sanguíneo 

empregado nos estágios eritrocíticos do P. falciparum. O fármaco é utilizado em 

combinação com o artemeter como tratamento de primeira escolha para malária 

falciparum. A lumefantrina tem meia-vida de eliminação mais longa comparada com o 

artemeter, e dessa forma é responsável por eliminar do organismo qualquer parasita 

remanescente no tratamento combinado (BASCO et al., 1998; WHITE et al., 1999). A 

Tabela 3 lista as principais propriedades físico-químicas da lumefantrina. 

 

 
Figura 9 - Estrutura química da lumefantrina. 
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Tabela 3 - Propriedades físico-químicas da lumefantrina. 

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS LUMEFANTRINA 

Nome químico 
(1RS)-2-(dibutilamino)-1-1[(9Z)-2,7-dicloro-9-[(4-clorofenil)metilideno]-9H-fluoren-4-il]etanol 

Fórmula química  
C30H32Cl3NO 

Número CAS 
82-186-77-4 

Número DCB 
5462  

Massa molar  
528,94 g/mol 

pKa básico: 9,78 
pKa ácido: 14,1 
log P: 9,19 

Ponto de fusão  
129-131 °C  
 
Ponto de ebulição  
587-697 °C 

Solubilidade  
Praticamente insolúvel em água, facilmente solúvel em clorofórmio e acetato de etila, solúvel em 
diclorometano, pouco solúvel em metanol e etanol.  

Aspecto físico 
Pó amarelo fino e cristalino 

Fonte: ECHA, 2017, FARMACOPEIA, 2010 

 

O medicamento de referência que contém lumefantrina é denominado Coartem® 

(artemer 20 mg + lumefantrina 120 mg ou artemer 80 mg + lumefantrina 480 mg – 

comprimidos dispersíveis) produzido pela Novartis (NOVARTIS, 2015). Outros 

medicamentos que possuem essa combinação de fármacos são: Riamet® (artemeter 

20 mg + lumefantrina 120 mg – comprimido dispersível) também produzido pela 

Novartis e o Co-artesiane® (artemeter 20 mg + lumefantrina 120 mg - comprimidos, 

artemeter 180/360 mg + lumefantrina 1080/2160 mg – suspensão oral), produzidos 

pela Dafra pharma. 

 

3.6.1 Farmacocinética e farmacodinâmica da lumefantrina e seus enantiômeros 

 

Devido à lipofilicidade da lumefantrina, sua absorção é lenta e variável. Um estudo 

com pacientes portadores de malária falciparum demonstrou que a meia-vida de 

absorção é de 5,3 horas e a concentração plasmática máxima foi lentamente 

alcançada após seis a oito horas da administração (EZZET et al., 2000; ZENG et al., 

1996). 

 

A lumefantrina possui alta taxa de ligação às proteínas plasmáticas (> 99%), 

principalmente às lipoproteínas de alta densidade (HDL) (COLUSSI et al., 1999). O 
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grande volume de distribuição aparente do fármaco permite alta ligação aos tecidos 

(KARBWANG et al., 1994). A lumefantrina é eliminada em uma taxa lenta, com meia-

vida de eliminação de 2 a 6 dias (EZZET et al., 2000).  

 

A lumefantrina, em humanos, é metabolizada principalmente pelo CYP3A4 nos 

microssomos hepáticos, perdendo um grupo N-desbutil, originando a desbutil-

lumefantrina (Figura 10) que possui atividade antimalárica in vitro maior que do 

fármaco de origem (NOEDL et al., 2001). Em animais, a glicuronidação ocorre 

diretamente após a biotransformação oxidativa. Em humanos, a exposição à 

lumefantrina aumenta com a administração repetida durante três dias de tratamento, 

levando a eliminação mais lenta do fármaco (EZZET et al., 2000). Estudos em ratos e 

cães indicam que a excreção do fármaco ocorre, principalmente, através da bile com 

excreção pelas fezes, onde o fármaco inalterado predomina sobre a desbutil-

lumefantrina (EZZET et al., 2000). A Tabela 4 apresenta as propriedades físico-

químicas da DL. 

 

 
Figura 10 - Estrutura química da desbutil-lumefantrina. 

 

Em 2001, um estudo conduzido na Tailândia avaliou a atividade da desbutil-

lumefantrina, em cepas de P. falciparum. Um total de 155 amostras isoladas de P. 

falciparum foram testadas, utilizando-se o sistema de microteste in vitro da OMS. Os 

resultados demonstraram que a atividade do metabólito foi de 4 a 5 vezes maior que 

o antimalárico relacionado, lumefantrina. Apesar de maiores pesquisas serem 

necessárias para garantir o seu potencial antimalárico, a desbutil-lumefantrina pode 

ser vista como um candidato para profilaxia e tratamento da malária (NOEDL et al., 

2001) 
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Tabela 4 - Propriedades físico-químicas da desbutil-lumefantrina. 

PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DESBUTIL-LUMEFANTRINA 

Nome químico 
1RS-2-(butilamino)-1-[(9Z)-2,7-dicloro-9-[(4-clorofenil)metilideno)]fluoren-4-il]etanol 

Fórmula química  
C26H24Cl3NO 

Número CAS 
252990-19-5 

Número DCB 
Não possui. 

Massa molar  
472,83 g/mol 

pKa: 9,72 
 
log P: 7,48 

Ponto de fusão  
159-161 °C  

Solubilidade  
Solúvel em dimetilsulfóxido, clorofórmio e levemente solúvel em metanol. 

Aspecto físico 
Pó amarelo fino e cristalino 

Fonte: DRUG BANK, 2018; HMDB, 2018. 

 

A atividade sinérgica da lumefantrina e seu metabólito foi avaliada por meio de 44 

amostras isoladas de pacientes com P. falciparum da região de Mae Sot (Tailândia). 

Foi feita uma combinação de lumefantrina e desbutil-lumefantrina na proporção de 

4,25:1. Os resultados demonstraram que a presença do metabólito aumentou a 

atividade da lumefantrina, indicando um possível candidato para terapia combinada, 

em áreas onde a lumefantrina já vem sendo utilizada (LEEB et al., 2010). 

 

Em 1998, foi publicado um estudo avaliando a enantiosseletividade dos enantiômeros 

da lumefantrina, no qual foi medida a concentração específica responsável pela 

inibição da maturação dos esquizontes, em um isolado fresco de P. falciparum. Dos 

29 isolados investigados no estudo, nenhum produziu evidência de diferenças 

substanciais na atividade farmacológica dos enantiômeros e do racemato de 

lumefantrina. Entretanto, a farmacocinética dos enantiômeros em relação à mistura 

racêmica não foi avaliada (WERNSDORFER et al., 1998). 

 

Alguns estudos demonstram que a estereosseletividade dos fármacos halofantrina, 

primaquina e cloroquina podem ocasionar certos eventos adversos nos pacientes. A 

estereosseletividade foi observada frequentemente no volume de distribuição e/ou na 

excreção do fármaco. A enantiosseletividade da lumefantrina foi analisada somente in 

vivo até o momento, como citado pelo estudo de Wernsdorfer. Entretanto, devido à 
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sua grande semelhança estrutural e farmacocinética com a halofantrina, é importante 

realizar sua separação quiral, especialmente pelo fato da lumefantrina ser mais 

empregada na rotina do tratamento da malária e estar presente na lista de 

medicamentos preconizados pela OMS (MILTON et al., 1989; KARBWANG & NA 

BANGCHANG, 1994; HUMBERSTONE et al., 1996; BROCKS & TONI, 1999; EZZET 

et al., 2000; BROCKS & WASAN, 2002; SHACKLEFORD et al., 2003). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Substâncias químicas de referência (SQR) e amostras 

 

 Lumefantrina SQR, United States Pharmacopoeia (Rockville, EUA), lote FOH108; 

 Lumefantrina insumo farmacêutico ativo, Dafra Pharma (Turnhout, Bélgica), lote 

06032403; 

 Combiart comprimidos – 20 mg artemeter + 120 mg lumefantrina (Strides Arcolab 

Limited – Bangalore, Índia), lotes 7222852 e 7222613; 

 Lumiter comprimidos – 20 mg artemeter + 120 mg lumefantrina (Macleods 

Pharmaceuticals Ltd. – Mumbai, Índia), lote EAB5411B. 

 

4.1.2 Reagentes e vidrarias 

 

 Solventes grau cromatográfico: acetonitrila JT Baker (Xalostoc, México), hexano 

Schalau (Barcelona, Itália), isopropanol Sigma Aldrich (Steinheim, Alemanha), 

etanol Synth (Diadema, Brasil); 

 solventes e reagente grau analítico: ácido acético glacial Synth (Diadema, Brasil), 

ácido trifluoroacético Tedia (Fairfield, EUA); 

 água destilada e água ultrapurificada em sistema Merck Millipore®  modelo Direct 

Q3 (Billerica, EUA); 

 pipetas e balões volumétricos calibrados; 

 béqueres, kit de filtração, seringas, vials. 

 

4.1.3 Equipamentos e materiais 

 

 Aparelho de ultra-som BRANSONIC 220; 

 balança analítica Shimadzu com precisão de 0,01 mg; 

 coluna cromatográfica Chiralpak- ADH (150 x 4,6 mm; 5 μm) – Daicel; 

 coluna cromatográfica LiChroCART CN (125 x 4,0 mm; 5 μm) – Merck; 

 coluna cromatográfica Chirobiotic V (100 x 2,1; 5 μm) – Supelco; 



 

 

56 Capítulo 1 – Materiais e métodos 

 cromatógrafo a líquido de alta eficiência Hewlett-Packard (HP) 1100, com forno, 

injetor automático e detector de arranjo de diodos (DAD) e software HP 

ChemStation LC 3D; 

 filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 μm para seringa – Millex 

Merck Millipore (Billerica, EUA); 

 micropipetas; 

 polarímetro modelo ADP 220 – Bellingham Stanley Ltd. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Caracterização da lumefantrina insumo farmacêutico ativo (IFA) 

 

Os espectros da lumefantrina insumo farmacêutico ativo, na região do ultravioleta, na 

faixa de 200 a 400 nm, foram obtidos por meio do detector de arranjo de diodos 

acoplado ao cromatográfo. O insumo farmacêutico da lumefantrina foi também 

avaliado quanto ao desvio da luz plano polarizada, para confirmar que se tratava de 

mistura racêmica. Para avaliação do poder rotatório, preparou-se solução amostra 

utilizando o insumo farmacêutico ativo, em duplicata, a 1% em metanol com ácido 

acético 1% (p/v). As medidas do poder rotatório foram realizadas em polarímetro com 

lâmpada de sódio, a 21 °C, utilizando-se tubo de 1,0 dm. 

 

4.2.1.1 Padronização do insumo de lumefantrina 

 

4.2.1.1.1 Preparo das soluções padrão e amostra de lumefantrina 

 

Solução padrão de lumefantrina: aproximadamente 15 mg de lumefantrina SQR foram 

exatamente pesados e transferidos para balão volumétrico de 50 mL. Uma alíquota 

de 2 mL de etanol com 1,0% de ácido acético foi adicionada para solubilização e o 

volume do balão foi completado com fase móvel (acetonitrila: ácido trifluoroacético 

0,05% - 80:20). Transferiram-se 2 mL da solução obtida para balão volumétrico de 25 

mL. O volume do balão foi completado com fase móvel, de modo a obter solução a 24 

μg/mL. 
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Solução amostra do insumo de lumefantrina: aproximadamente 15 mg de lumefantrina 

IFA foram exatamente pesados, transferidos para balão volumétrico de 50 mL e 

submetidos ao mesmo procedimento descrito para a solução padrão.  

 

4.2.1.1.2 Condições cromatográficas para a padronização do insumo 

 

As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo a líquido HP 1100 

provido de DAD a 335 nm e software HP ChemStation LC 3D. Empregou-se coluna 

cromatográfica LiChroCART CN (125 x 4,0 mm; 5 μm), mantida a 30 °C. A fase móvel 

utilizada foi uma mistura de acetonitrila e TFA (ácido trifluoroacético) 0,05% (v/v) 

(80:20), fluxo de 1,4 mL/minuto e volume de injeção de 20 μL. As condições 

cromatográficas foram previamente descritas e validadas por CÉSAR (2008). Foram 

analisadas quatro replicatas, preparadas independentemente, em três dias diferentes.  

 

4.2.2 Desenvolvimento e validação de método analítico quiral para quantificação 

dos enantiômeros de lumefantrina em comprimidos 

 

4.2.2.1 Desenvolvimento do método cromatográfico quiral 

 

A coluna avaliada para separação dos enantiômeros de lumefantrina foi a Chiralpak 

AD-H (150 x 4,6 mm; 5 μm), por haver trabalhos prévios na literatura que utilizaram 

esta coluna para análise quiral de halofantrina, um antimalárico com estrutura similar 

à da lumefantrina. Esta coluna apresenta fase estacionária composta de 3,5-

dimetilfenilcarbamato de amilose. Foi testada também uma coluna Chirobiotic V (100 

x 2,1; 5 μm), com fase estacionária a base de vancomicina (glicopeptídeo 

macrocíclico).  

 

Para a separação dos enantiômeros da lumefantrina, inicialmente foram avaliadas as 

condições propostas por Janβen (2005), que utilizou coluna Chiralpak AD (250 x 4,6 

x 5 µm), a 25 °C, fase móvel contendo hexano, etanol e dietilamina (85,9: 14: 0,1), 

detecção UV a 335 nm, fluxo de 1,0 mL/min e volume de injeção de 20 uL. Em seguida, 

foram otimizados os parâmetros de proporção da fase móvel substituindo o etanol 

pelo isopropanol e as proporções testadas variaram de hexano a 85% a hexano puro 

e isopropanol 15% a 0%. O fluxo foi avaliado entre 0,8 a 1,2 mL/min e a temperatura 
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foi avaliada em 20, 25 e 30 ºC. O principal parâmetro cromatográfico avaliado para 

assegurar um método adequado foi a resolução, visto que é necessário a completa 

separação dos enantiômeros para quantificação dos mesmos separadamente. 

 

4.2.2.2 Preparo das soluções padrão e amostra de lumefantrina 

 

Solução padrão de lumefantrina: aproximadamente 60 mg do insumo farmacêutico 

padronizado de lumefantrina foram exatamente pesados e transferidos para balão 

volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 5 mL de etanol com 1,0% de ácido acético para 

completa solubilização e o volume do balão foi completado com hexano. Transferiu-

se 1 mL da solução obtida para balão volumétrico de 10 mL. O volume foi completado 

com hexano, de modo a obter uma solução a 240 µg/mL (120 µg/mL para cada 

enantiômero). 

 

Solução amostra de lumefantrina: uma quantidade de pó dos comprimidos triturados, 

equivalente a 60 mg de lumefantrina, foi exatamente pesada e transferida para balão 

volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 5 mL de etanol com 1,0% de ácido acético para 

completa solubilização e o volume do balão foi completado com hexano. Transferiu-

se 1 mL da solução obtida para balão volumétrico de 10 mL. O volume foi completado 

com hexano, de modo a obter uma solução a 240 µg/mL (120 µg/mL para cada 

enantiômero). 

 

4.2.2.3 Validação do método cromatográfico quiral 

 

As condições cromatográficas otimizadas para o método foram coluna Chiralpak AD-

H (150 x 4,6 mm; 5 μm), mantida a 25°C, fase móvel composta por hexano e 

isopropanol (97:3), fluxo de 1,0 mL/minuto, detecção em 335 nm e volume de injeção 

de 20 μL. O método por CLAE quiral, após otimização de seus parâmetros, foi validado 

de acordo com os procedimentos recomendados pela Resolução RDC 166 da 

ANVISA, de 25 de julho de 2017. Para a validação do método foi utilizado o lote 

7222613 do medicamento Combiart. 
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4.2.2.3.1 Seletividade 

 

A seletividade do método cromatográfico quiral foi determinada pela avaliação da 

pureza espectral dos picos dos enantiômeros de lumefantrina obtidos em 

cromatogramas de soluções padrão e amostra, com auxílio do DAD. Além disso, foram 

injetadas soluções placebo, preparada pelo mesmo procedimento das soluções 

padrão e da amostra, com a finalidade de avaliar possíveis picos interferentes no 

cromatograma com o mesmo tempo de retenção dos picos da lumefantrina. O placebo 

foi preparado conforme proporções descritas na Tabela 5. As proporções foram 

estabelecidas de acordo com os excipientes citados na bula do medicamento 

(Combiart) e as proporções de cada um foram estimadas segundo referências da 

literatura (KIBBE, 2000; CÉSAR et al., 2008; CÉSAR, 2009). 

 

Tabela 5 - Proporção dos excipientes utilizados para preparo do placebo, conforme composição dos 
comprimidos de Combiart. 

Excipiente Proporção presente na formulação 

Celulose microcristalina 81,5% 

Hidroxipropilmetilcelulose 5,0% 

Croscarmelose sódica 5,0% 

Estearato de magnésio 5,0% 

Polisorbato 80 3,0% 

Dióxido de silício coloidal 0,5% 

 

4.2.2.3.2 Linearidade 

 

A linearidade do método analítico quiral foi determinada por meio da construção de 

três curvas analíticas contendo 5 níveis de concentração, na faixa de 80% a 120% da 

concentração de trabalho do analito (120 µg/mL). Para isso, foram preparadas três 

soluções padrão estoque, conforme descrito na parte inicial do item 4.2.2.2, e a partir 

destas, foram preparadas soluções diluídas de acordo com a faixa de trabalho 

proposta para o método (Tabela 6). Para cada concentração foram preparadas, a 

partir das soluções estoque, três soluções individuais, totalizando 15 soluções. 
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               Tabela 6 – Procedimento de diluição da solução estoque para o parâmetro de 
               linearidade. 

 

 

De posse dos resultados, procedeu-se à análise estatística dos dados. O primeiro 

parâmetro avaliado foi a presença de outliers, utilizando-se o teste de resíduo 

padronizado de Jacknife, que permite a exclusão de até 22% do total de dados 

originais obtidos durante a análise. Entretanto, o teste não permite que sejam 

excluídos os valores correspondentes à última replicata de cada nível. Em seguida, 

foi avaliada a normalidade dos resíduos por meio do teste de Ryan-Joiner, que calcula 

um valor Req, comparando-o a um valor crítico determinado pelo espaço amostral. 

 

Para a determinação da homocedasticidade dos resíduos, foi empregado o teste de 

Brown-Forsythe, ou teste de Levene modificado. O teste calcula o valor 𝑡𝐿 de Brown-

Forsythe e o valor de p. Por fim, porém não menos importante, o parâmetro de 

correlação ou independência dos resíduos foi avaliada por meio do teste de Durbin-

Watson, no qual o valor 𝑑 foi calculado e comparado a valores críticos 

correspondentes a um limite inferior (dL) e a um limite superior (dU), a partir dos quais 

são calculados os valores de 4-dL e 4-dU. 

 

Após a avaliação de todos esses parâmetros, foi verificada a regressão linear simples 

pelo método dos mínimos quadrados ordinários. Os parâmetros da regressão linear, 

como coeficiente angular, coeficiente linear e coeficiente de determinação foram 

estabelecidos (𝑅2). Para garantir o ajuste do modelo linear foi avaliado a significância 

da regressão e o desvio de linearidade por ANOVA. Uma nova curva de linearidade 

foi construída, plotando-se as médias das áreas dos picos dos enantiômeros pela 

concentração. Essa curva foi utilizada para calcular outros parâmetros de validação, 

como limite de detecção, limite de quantificação e teor. 

 

Concentração (%) 
Concentração 

(µg/mL) 
Volume de solução 

estoque (µL) 

80 96 800 

90 108 900 

100 120 1000  

110 132 1100 

120 144 1200 
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4.2.2.3.3 Precisão 

 

As precisões intra e intercorridas foram avaliadas. A primeira foi avaliada pelo mesmo 

analista no mesmo dia e a segunda foi avaliada com analista diferente e em dia 

diferente da primeira análise. Foram preparadas seis soluções na concentração de 

trabalho (120 µg/mL para cada enantiômero), todas individualmente preparadas 

desde a pesagem até a diluição e injeção no cromatográfo. As soluções amostra foram 

preparadas conforma descrito no item 4.2.2.2. Para a avaliação da concordância entre 

as medições, foi calculado o desvio padrão relativo de cada dia de análise e entre 

todas as medições dos dois dias. 

 

4.2.2.3.4 Exatidão 

 

O parâmetro exatidão foi avaliado pelo método do placebo fortificado, que se baseia 

na adição de quantidades determinadas do IFA a uma mistura dos excipientes que 

constituem a fórmula do comprimido. A relação dos excipientes empregados com suas 

respectivas proporções está demonstrada na Tabela 5 

 

Foram preparadas, em triplicata, soluções padrão estoque de lumefantrina a 2,4 

mg/mL, em hexano. Cada solução estoque foi diluída para três diferentes 

concentrações (96, 120 e 144 µg/mL para cada enantiômero), em balão volumétrico 

de 10 mL, contendo 260 mg da formulação dos excipientes (Tabela 8). A quantidade 

da formulação de excipientes adicionada correspondeu ao valor da diferença entre o 

peso médio do comprimido e a quantidade de fármacos presentes. As soluções foram 

submetidas a banho de ultrassom por quinze minutos, o volume do balão foi ajustado 

com hexano e, em seguida, as soluções foram filtradas. A porcentagem de 

recuperação foi calculada segundo a equação: 

 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜(%) =  
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 − 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎
 𝑥 100 
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Tabela 7 – Procedimento de preparo das amostras para o parâmetro de exatidão. 

Concentração 
(%) 

Concentração 
(µg/mL) 

Volume de 
solução estoque 

(µL) 

Massa 
excipiente 

adicionada (mg) 

80 96 800 260 

100 120 1000  260 

120 144 1200 260 

 

4.2.2.3.5 Limite de detecção e quantificação 

 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram estimados a partir da equação 

que leva em consideração os parâmetros da curva analítica: 

 

𝐿𝐷 =  
𝐷𝑃𝑎 𝑥 3,3

𝑏
             𝐿𝑄 =  

𝐷𝑃𝑎 𝑥 10

𝑏
   

 

Em que DPa é o desvio padrão do intercepto e b é a média das inclinações da curva 

analítica.  

 

4.2.2.3.6 Robustez 

 

Para avaliação da robustez do método cromatográfico quiral, foram selecionados três 

parâmetros considerados críticos, que foram avaliados a partir de seis soluções 

preparadas de forma independente. Cada parâmetro foi avaliado duas unidades 

abaixo e acima da unidade nominal, exceto o parâmetro marca do solvente (Tabela 

8), perfazendo dessa forma um total de 36 corridas analíticas. 

 

Tabela 8 - Parâmetros nominais e alterados para avaliação da robustez do método. 

Condições alteradas Parâmetro nominal Parâmetro alterado 

Temperatura Baixa 25ºC 23ºC 

Temperatura Alta 25ºC 27ºC 

Comprimento de onda menor 335 nm 333 nm 

Comprimento de onda maior 335 nm 337 nm 

Marca do hexano Schalau Merck 

 

Para cada parâmetro, foi realizada uma injeção de cada solução obtida, na 

concentração de trabalho (120 µg/mL de cada enantiômero). Para determinar a 
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significância da variação de cada parâmetro no resultado final, foi aplicado ANOVA 

seguido do teste de Tukey para os parâmetros temperatura e comprimento de onda e 

o teste t de Student para o parâmetro marca do hexano. As análises estatísticas foram 

feitas no software GraphPad Prism 7.04, com nível de significância de 5%. 

 

4.3 Doseamento dos comprimidos 

 

Após finalizar a validação do método analítico, foram analisados três lotes diferentes 

dos comprimidos (dois lotes do medicamento Combiart® e um lote do medicamento 

Lumifer), para comprovar a aplicabilidade do método desenvolvido a amostras reais. 

Cada lote foi analisado em duplicata e as amostras foram preparadas conforme 

descrito no item 4.2.2.2. O teor dos enantiômeros foi determinado pela curva analítica 

padrão. Por fim, foram obtidas a média dos valores de teor de cada lote e seus 

respectivos desvio padrão relativo (DPR). Os resultados foram comparados com os 

trabalhos disponíveis sobre o tema e com as farmacopeias pertinentes. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização do insumo farmacêutico de lumefantrina 

 

O insumo farmacêutico da lumefantrina foi caracterizado quanto à proporção dos 

enantiômeros e o resultado obtido comprovou que o insumo se trata de uma mistura 

racêmica. Foi obtido no polarímetro um valor de ângulo de rotação de +0,02°. O valor 

próximo a zero indica que a luz não é rotacionada predominantemente para nenhum 

dos lados e, portanto, que a proporção de cada enantiômero é de aproximadamente 

50%. Na Farmacopeia Brasileira 5ª edição, o limite especificado em relação ao desvio 

da luz plano polarizada para insumos farmacêuticos que são misturas racêmicas é de 

-0,1° a +0,1° (FARMACOPEIA, 2010). 

 

A lumefantrina apresentou quatro máximos de absorção característicos em seu 

espectro de absorção no UV (234, 264, 305 e 335 nm), conforme demonstrado na 

Figura 11. Embora 335 nm não seja o comprimento de onda no qual a lumefantrina 

apresenta maior absortividade molar, é o máximo de absorção que possui maior 

comprimento de onda na região do UV. O uso deste comprimento de onda para 

detecção do fármaco confere maior seletividade ao método, evitando os possíveis 

interferentes, pois um número menor de moléculas absorve nessa região do espectro. 

Dessa forma, o comprimento de onda 335 nm foi selecionado para detecção da 

lumefantrina. 

 

Os espectros em DAD dos enantiômeros foram obtidos e o resultado da pureza 

espectral pode ser observado na Figura 11. Os picos de lumefantrina encontram-se 

puros, pois os espectros no ultravioleta de cada ponto do pico se sobrepõem 

perfeitamente, indicando a pureza satisfatória dos enantiômeros. Além disso, os picos 

cromatográficos dos dois enantiômeros apresentaram pureza de 99,6%, valor maior 

do que o mínimo (95%) estabelecido para um composto ser considerado puro.  
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Figura 11 - Cromatograma para os enantiômeros 1 e 2 de lumefantrina e os espectros superpostos 

para avaliação da pureza espectral dos picos de cada enantiômero. 

 

5.1.1 Padronização do insumo farmacêutico de lumefantrina 

 

O resultado da padronização do teor da lumefantrina IFA foi 99,14% (Tabela 9), 

demonstrando que o insumo possui pureza satisfatória para ser utilizado como padrão 

secundário no desenvolvimento e validação do método analítico quiral. O 

cromatograma obtido com o método empregado pode ser observado na Figura 12. O 

método apresentou valores de performance adequados para tempo de retenção (4,53 

min), assimetria (1,2), e número de pratos teóricos (5795) segundo os critérios 

propostos por SNYDER (1997) que são assimetria <1,5; número de pratos teóricos 

>2000 e o tempo de retenção entre 4 a 10 minutos. 

 

 
Figura 12 - Cromatograma obtido para o método de padronização do insumo farmacêutico de 
lumefantrina na coluna LiChroCART CN (125 x 4,0 mm; 5 μm), fase móvel acetonitrila e TFA 0,05% 
(80:20), 1,0 mL/min, 335 nm. 



 

 

66 Capítulo 1 – Resultados e discussão 

Tabela 9 - Valores de área, concentração e teor obtidos durante a padronização do insumo  
de lumefantrina em três dias diferentes com amostras preparadas independentemente. 

Peso do padrão: 15,21 mg  
Solução Padrão: 24, 3360 µg/mL  

Pureza do padrão: 99,80% 
Área do padrão: 234.715 

Amostra Peso da amostra (mg) Área Concentração (µg/mL) Teor (%) 

1 15,36 233.867 24,2481 98,67 
2 15,24 232.809 24,1384 98,99 
3 15,10 231.855 24,0394 99,50 
4 15,20 232.001 24,0546 98,91 

Média (%) 99,25 

DPR (%) 0,35 

1 15,70 237.607 24,6358 98,07 
2 15,44 236.569 24,5282 99,29 
3 15,18 230.887 23,9391 98,56 
4 15,29 234.846 24,3496 99,53 

Média (%) 98,86 

DPR (%) 0,68 

1 15,34 235.983 24,4674 99,69 
2 15,46 237.805 24,6564 99,68 
3 15,40 233.848 24,2460 98,40 
4 15,10 231.896 24,0436 99,52 

Média (%) 99,32 

DPR (%) 0,62 

Média total (%) 99,14 

 

5.2 Desenvolvimento e validação do método cromatográfico quiral para 

quantificação de lumefantrina em comprimidos 

 

5.2.1 Desenvolvimento do método cromatográfico quiral 

 

As colunas quirais adsorvidas são muito sensíveis e podem sofrer danos se eventuais 

resíduos de solventes entrarem em contato com a fase estacionária. Dessa forma, é 

muito importante que o equipamento seja inicialmente ambientado com os solventes 

compatíveis com esse tipo de fase estacionária. Esses cuidados devem ser 

observados para aumentar o tempo de vida útil da coluna. Os solventes que podem 

ser utilizados no tipo de coluna empregada nesse trabalho não representam uma lista 

muito grande, como citado anteriormente; dessa forma, os solventes testados se 

restringiram a hexano, etanol e isopropanol. 
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O parâmetro mais relevante a ser avaliado no desenvolvimento de um método 

analítico quiral é a resolução entre os picos dos enantiômeros. Esse parâmetro deve 

ser no mínimo 1,5 para que ocorra uma boa separação entre os enanatiômeros no 

nível de linha de base (SNYDER, 1997). Dos solventes testados para a separação 

dos enantiômeros a mistura hexano e etanol não demonstrou ser adequada, isso 

porque observou-se uma instabilidade na linha de base, talvez, devido à miscibilidade 

do etanol com o hexano ser menor do que a miscibilidade com o isopropanol. Dessa 

maneira, o etanol foi substituído pelo isopropanol que possui uma miscibilidade maior 

em hexano. A adição de trietilamina e dietilamina não demonstrou nenhuma variação 

significativa no aspecto dos cromatogramas, dessa maneira, foi descartada a adição 

deles. Foi testada também uma outra coluna quiral para avaliar a separação da 

lumefantrina. Esse teste foi executado com a coluna Chirobiotic V, entretanto, a coluna 

de glicopeptídeos não promoveu enantioseparação em nenhuma das condições 

testadas: polar iônico, fase reversa e fase normal e, consequentemente, essa 

possibilidade foi descartada. 

 

Portanto, foi definido que a fase móvel seria composta de hexano e isopropanol e 

ajustes na composição da mesma foram realizadas para garantir uma corrida analítica 

em tempo curto, mas adequado para assegurar uma separação eficiente, isto é, com 

uma resolução maior que 1,5. Das diversas proporções testadas entre hexano e 

isopropanol, aquela que apresentou melhor resolução, com picos simétricos e sem 

alargamento foi hexano e isopropanol 97:3. As combinações com maior quantidade 

de isopropanol apresentaram enantiosseparação insatisfatória, com resolução menor 

que 1,5. As proporções maiores que 97% de hexano apresentaram alargamento dos 

picos e aumento do tempo de corrida.  

 

Após definir a fase móvel, o próximo parâmetro avaliado foi o fluxo, parâmetro este 

muito importante para esse tipo de cromatografia visto que em fluxos menores 

observa-se melhor resolução dos enantiômeros (LAYTON, 2005). Foram avaliados 

fluxos de 0,8 mL/min a 1,2 mL/min. Como resultado observou-se que com a variação 

do fluxo da fase móvel, fluxos maiores do que 1,0 mL/min apresentaram resolução 

inferior a 1,5, enquanto em fluxos menores obteve-se alargamento dos picos e 

aumento do tempo de retenção. 
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Por fim, foi otimizada a temperatura do forno da coluna variando-se de 20 ºC a 30 ºC. 

A temperatura apresentou pouca influência na separação e dessa forma foi mantida a 

25 ºC. E por fim, a adição de aditivos básicos trietilamina e dietilamina não demonstrou 

nenhum efeito no formato dos picos. Um cromatograma com o método definido 

(coluna Chiralpak AD-H (150 x 4,6 mm, 5 µm), fase móvel hexano e isopropanol (97:3), 

a 25 oC, fluxo de 1,0 mL/min e detecção em 335 nm) pode ser observado na Figura 

13. 

 
Figura 13 - Cromatograma obtido a partir do método desenvolvido para a separação e quantificação 
dos enantiômeros lumefantrina empregando coluna Chiralpak AD-H (150 x 4,6 mm, 5 µm), fase móvel 
hexano e isopropanol (97:3), 1,0 mL/min, 335 nm. 

 

5.2.2 Validação do método analítico cromatográfico quiral 

 

5.2.2.1 Seletividade 

 

A seletividade do método foi avaliada comparando-se os cromatogramas 

correspondentes ao padrão de lumefantrina, ao placebo contendo os excipientes 

presentes no comprimido e aos comprimidos (Figura 14). O placebo foi utilizado para 

demonstrar que os excipientes presentes no comprimido não interferem na 

quantificação da lumefantrina e que nenhum interferente possui tempo de retenção 

igual ou próximo ao tempo de retenção dos picos dos enantiômeros. A pureza 

espectral obtida para os picos dos enantiômeros foi de 99,6%, demonstrando que 

nenhum interferente coelui com os enantiômeros do fármaco.  
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 Figura 14 - Cromatogramas obtidos para a avaliação da seletividade do método para o placebo, 

padrão e comprimido de lumefantrina. 

 

5.2.2.2 Linearidade 

 

A linearidade do método quiral foi determinada avaliando-se uma série de parâmetros 

estatísticos que garantem que os pontos da faixa de trabalho utilizada seguem uma 

regressão linear. Das quinze corridas analíticas realizadas e analisadas pelo teste de 

resíduo padronizado de Jacknife, não se observou nenhum valor outlier que devesse 

ser excluído das curvas de nenhum dos enantiômeros (Tabela 10). Em seguida, foram 

aplicados testes para verificar se os dados de regressão linear atendem às premissas 

para o Método dos Mínimos Quadrados Ordinários (MMQO). O MMQO ou regressão 

linear simples é um método estatístico que parte das seguintes premissas: os resíduos 

da regressão seguem a distribuição normal, são independentes entre si e possuem 

variância constante ao longo do eixo x (SOUZA, 2007). 
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Tabela 10 - Concentrações utilizadas e respostas obtidas para a construção da curva de calibração e 

comprovação da linearidade do método. 

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

(%) Concentração Área Concentração Área 

 
80 

 

0,0970 1695 0,0970 1699 

0,0970 1677 0,0970 1682 

0,0970 1696 0,0970 1701 

 
90 

 

0,1090 1848 0,1090 1845 

0,1090 1853 0,1090 1839 

0,1090 1845 0,1090 1851 

 
100 

 

0,1210 2006 0,1210 2008 

0,1210 2021 0,1210 2017 

0,1210 2012 0,1210 2007 

 
110 

 

0,1330 2183 0,1330 2174 

0,1330 2189 0,1330 2183 

0,1330 2182 0,1330 2171 

 
120 

 

0,1450 2353 0,1450 2359 

0,1450 2368 0,1450 2344 

0,1450 2367 0,1450 2359 

 

Para avaliar o parâmetro de normalidade dos resíduos, foi empregado o teste de 

Ryan-Joiner. O Req calculado para os enantiômeros 1 e 2 foram 0,9553 e 0,9509 

respectivamente, sendo, portanto, maior que o valor para o Rcrítico definido para α = 

0,05 (Rcrítico = 0,9383 para ambos os enantiômeros). Dessa maneira, não existem 

evidências para se rejeitar a hipótese nula do teste, assumindo-se que os dados de 

ambos os enantiômeros seguem a distribuição normal. A inspeção visual dos gráficos 

de quartis (Figura 15) confirma os resultados do teste de Ryan-Joiner, pois verifica-

se pouco desvio dos resíduos em relação à reta traçada. 

 

 
Figura 15 - Gráfico de quartis para os enantiômeros de lumefantrina. 
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Para a avaliação do parâmetro de independência (ou correlação) dos resíduos, foi 

aplicado o teste de Durbin-Watson (d). Os valores críticos para os limites inferior (dL) 

e superior (du) de cada enantiômero foram estimados por interpolação polinomial de 

acordo com a equação 3, considerando um n igual a 15 e os valores tabelados para o 

teste, sendo adotados dL igual a 1,0770 e du igual a 1,3596 para ambos os 

enantiômeros. O valor de d calculado para os resíduos dos enantiômeros 1 e 2 foram 

de 1,7708 e 2,2142, respectivamente, encontrando-se entre os valores de dU e 4-dU 

(1,36 e 2,64 respectivamente), região em que ocorre rejeição da hipótese nula do teste 

e, portanto, que não há autocorrelação dos resíduos. Conclui-se, dessa maneira, que 

os resíduos são independentes entre si. Em conjugação a esses resultados, o gráfico 

de resíduos (Figura 16) demonstra uma distribuição aleatória e sem tendências dos 

resíduos entre os quartis do gráfico, confirmando a independência dos resíduos. 

 

𝑑𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑜 (𝛼) ≈ 𝑎 +  
𝑏

√𝑛 
 +  

𝑐

𝑛
+

𝑑

𝑛2
       (𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 3) 

 

𝑑𝐿 = 1,9693 + (−
2,8607

√15
) + (−

3,4148

15
) + (

16,6400

152
) = 1,0770 

 

𝑑𝑢 = 1,98323 + (−
3,0547

√15
) + (

1,3862

15
) + (

16,3662

152
) = 1,3596  

 
Figura 16 - Gráfico de resíduos de Durbin-Watson para os enantiômeros de lumefantrina. 

 

A homocedasticidade foi determinada pelo teste de Brown-Forsythe, encontrando-se 

para os enantiômeros 1 e 2 valores de p e de estatística tL de Levene iguais a 0,6994 

e 0,39; e 0,9262 e 0,09, respectivamente. Sendo os valores de p superiores ao nível 
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de significância estabelecido (α = 0,05), não foram apresentados indícios para rejeição 

da hipótese nula do teste, presumindo-se, assim, que os resíduos são 

homocedásticos. Após confirmados os parâmetros de normalidade, independência e 

homocedasticidade dos resíduos, o método de MMOQ pôde ser aplicado para a 

análise da regressão linear. O ajuste ao modelo linear foi determinado por ANOVA, 

verificando-se a significância da regressão e a ausência de desvio da linearidade 

(Tabela 11). 

 

Tabela 11 - Dados da ANOVA para os enantiômeros de lumefantrina para a verificação da significância 
da regressão e o desvio de linearidade. 

Enantiômero 1 

FV GL SQ QM Fcalculado p Fcritico 

Regressão 1 8,49 x 105 8,49 x 105 11346,42 1,65 x 10-20 4,667193 

Resíduo 13 9,73 x 102 74,9    

Desvio da 
linearidade 

6 4,29 x 102 71,4 0,92 0,533508 3,865969 

Entre níveis 7 8,50 x 105     

Erro puro 
(dentro do níveis) 

7 5,45 x 102 77,8    

Total 14 8,50 x 105     

Enantiômero 2 

FV GL SQ QM Fcalculado p Fcritico 

Regressão 1 8,18 x 105 8,18 x 105 8638,34 9,69 x 10-20 4,667193 

Resíduo 13 1,23 x 103 94,7    

Desvio da 
linearidade 

6 6,52 x 102 109 1,31 0,361065 3,865969 

Entre níveis 7 8,18 x 105     

Erro puro 
(dentro dos níveis) 

7 5,79 x 102 82,7    

Total 14 8,19 x 105     

     FV: fonte de variação; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; SQ: soma dos quadrados. 

 

Os valores de Fcalculado para os enantiômeros 1 e 2 (11346,2 e 8638,34, 

respectivamente) para a regressão linear foram superiores ao valor do Fcrítico (4,68), 

com um valor de p obtido muito menor que o α estabelecido de 0,05, o que fornece 

evidências para que se rejeite a hipótese nula do teste, concluindo-se que a regressão 

é estatisticamente significativa. Para o desvio da linearidade, os valores de Fcalculado 

para os enantiômeros 1 e 2 (0,92 e 1,31, respectivamente) foram inferiores ao Fcrítico 

(3,87), com valor de p igual a 0,53 e 0,36, respectivamente, maiores do que 0,05. 

Dessa forma, a hipótese nula do teste não é rejeitada, concluindo-se que não existe 
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desvio da linearidade, isto é, que o modelo de regressão linear é adequado para 

descrever os dados obtidos. Após avaliação de outliers, confirmação das premissas 

de regressão e ajuste ao modelo de regressão linear, os dados foram plotados em um 

gráfico de dispersão (Figura 17), que correlaciona a área do pico por concentração 

de cada enantiômero da lumefantrina e determinou-se a equação da reta e os 

parâmetros de regressão (Tabela 12). 

 

 
Figura 17 - Curvas de calibração obtidas para o parâmetro de linearidade do método quiral para os 

enantiômeros de lumefantrina. 

 

Tabela 12 - Parâmetros da regressão calculados para a curva de calibração dos enantiômeros 
de lumefantrina. 

Parâmetros da regressão Enantiômero 1 Enantiômero 2 

Coeficiente de determinação (R2) 0,9989 0,9985 

Coeficiente de correlação (R) 0,9994 0,9992 

Inclinação ± desvio padrão 14022,2222 ± 131,6399 13758,3333 ± 148,0304 

Intercepto ± desvio padrão 322,9778 ± 16,0843 351,1750 ± 18,0870 

F de significância 1,65 x 10-20 9,69 x 10-20 

Faixa de concentração (%) 80 – 120 80 – 120 

Número de pontos 15 15 

 

O coeficiente de correlação (r) foi superior a 0,99, atendendo à recomendação da RDC 

nº 166/2017 da ANVISA. O gráfico de resíduos (Figura 18) demonstrou que não há 

tendências na variação dos resíduos, indicando, assim, que o modelo cumpre todas 

as premissas da regressão linear. 
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Figura 18 - Gráfico de resíduos obtidos para os enantiômeros de lumefantrina durante o processo 

estatístico para avaliação da linearidade do método. 

 

5.2.2.3 Precisão 

 

Os resultados da avaliação da precisão intra e interdias dos enantiômeros 1 e 2 podem 

ser observados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. A média de teor entre os 

diferentes dias de análise foi de 99,83% para o enantiômero 1 e de 100,68% para o 

enantiômeros 2. Os valores de DPR obtidos para precisão interdias para o 

enantiômero 1 foi de 1,17% e para o enantiômero 2 foi de 1,12%. Os valores de DPR 

encontram-se dentro do critério de aceitação recomendado (<1,3% para a 

repetibilidade e <2,0% para a precisão intermediária) demonstrado que o método 

possui precisão adequada (AOAC, 2016). 

 

5.2.2.4 Limite de detecção e quantificação 

 

O limite de detecção do método para os enantiômeros 1 e 2 foi de 3,79 e 4,34 µg/mL, 

respectivamente. E os limites de quantificação foram 11,47 e 13,15 µg/mL, 

respectivamente. Os valores foram estimados pela inclinação e desvio padrão do 

intercepto da equação da reta obtida na avaliação da linearidade (Tabela 12). O menor 

ponto da curva analítica no parâmetro de linearidade foi 96 µg/mL, dessa forma os 

limites de detecção e quantificação propostos para o método são sensíveis o 

suficiente para quantificar o analito em estudo.  
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Tabela 13 - Resultados obtidos com o parâmetro de precisão para o enantiômero 
1 com o método quiral desenvolvido. 

Enantiômero 1 

Peso do padrão: 60,35 mg   
 Solução padrão: 0,121 mg/mL 

Pureza do padrão: 99,14%    
Área do padrão: 1862 

Dia Amostra 
Peso da 

amostra (mg) 
Área 

Concentração 
(mg/mL) 

Teor CLAE (%) 

1 

1 30,03 1852 0,1204 100.19 

2 30,14 1859 0,1208 100.20 

3 30,10 1865 0,1212 100.66 

4 30,45 1875 0,1218 100,04 

5 30,47 1856 0,1226 100.56 

6 30,01 1810 0,1227 97.44 

 Média (n=6) 99,85 

 DPR (n=6) 1,20 

Peso do padrão: 60,04 mg 
Solução padrão: 0,120 mg/mL 

Pureza do padrão: 99,14%    
Área do padrão: 1591 

2 

1 30,01 1554 0,1172 97,64 

2 30,06 1591 0,1200 99,80 

3 30,03 1566 0,1181 98,33 

4 30,08 1573 0,1186 98,61 

5 30,02 1559 0,1176 97,92 

6 30,08 1595 0,1203 99,98 

 Média dias 1 e 2 (n=12)  99,83 

DPR dias 1 e 2 (n=12)  1,17 

Tabela 14 - resultados obtidos com o parâmetro de precisão para o 
enantiômero 2 com o método quiral desenvolvido. 

Enantiômero 2 

Peso do padrão: 60,35 mg 
Solução padrão: 0,121 mg/mL 

Pureza do padrão: 99,14%    
Área do padrão: 1909 

Dia Amostra 
Peso da 

amostra (mg) 
Área 

Concentração 
(mg/mL) 

Teor CLAE (%) 

1 

1 30,33 1940 0,1230 101,36 

2 30,34 1952 0,1237 101,95 

3 30,40 1958 0,1241 102,06 

4 30,45 1953 0,1238 101,63 

5 30,47 1966 0,1246 102,24 

6 30,43 1900 0,1204 98,94 

Média (n=6) 101.36 

DPR (n=6) 1.21 

Peso do padrão: 60,35 mg   
 Solução padrão: 0,121 mg/mL 

Pureza do padrão: 99,14%    
Área do padrão: 1600 

2 

1 30,01 1597 0,1198 99,78 

2 30,06 1600 0,1207 100,36 

3 30,03 1587 0,1197 99,65 

4 30,08 1603 0,1209 100,49 

5 30,02 1594 0,1202 100,12 

6 30,08 1588 0,1198 99,55 

 Média dias 1 e 2 (n=12)  100,68 

DPR dias 1 e 2 (n=12) 1,12 
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5.2.2.5 Exatidão 

 

A exatidão foi avaliada pelo método do placebo fortificado, em três níveis de 

concentração, contemplando toda a faixa de trabalho do método. Cada nível foi 

analisado em triplicata. Os resultados de recuperação para o parâmetro exatidão são 

demonstrados para ambos os enantiômeros na Tabelas 15.   

 

O enantiômero 1 apresentou uma recuperação de 101,21%, enquanto o enantiômero 

2 apresentou recuperação média de 100,36%. Como pode ser observado, os valores 

de exatidão encontram-se dentro dos critérios de aceitação preconizados (98% a 

102%), para os dois enantiômeros (AOAC, 2016). 

 

Tabela 15 – Resultados obtidos na avaliação da exatidão do método quiral desenvolvido para 
quantificação dos enantiômeros de lumefantrina. 

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

Concentração 
(%) 

Padrão 
(mg/mL) 

Padrão + Placebo 
(mg/mL) 

Recuperação (%) Recuperação (%) 

80 0,096 
 

0,098 
 

101,78 100,40 

101,69 100,40 

102,26 101,21 

100 0,120 
 

0,121 
 

101,66 100,49 

101,10 100,43 

101,03 100,24 

120 0,144 
 

0,145 
 

100,56 100,05 

100,51 100,33 

100,28 99,68 

Média 101,21 100,36 

DPR 0,67 0,41 

 

5.2.2.6 Robustez 

 

Para avaliação da robustez do método cromatográfico quiral, foram realizadas 

variações na temperatura da coluna, comprimento de onda de detecção e marca do 

solvente hexano. Os resultados do teste de robustez e suas análises estatísticas 

podem ser observados na Tabela 16. 
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Tabela 16 - Resultados de teor dos enantiômeros da lumefantrina obtidos durante a avaliação da 
robustez do método para os parâmetros temperatura e comprimento de onda. 

 Temperatura  

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

 Nominal  23 ºC 27 ºC Nominal 23 ºC 27 ºC 

Teor (%) 

92,16 92,87 89,85 89,99 89,94 89,18 

91,60 92,79 90,38 89,45 90,45 89,73 

91,26 92,23 89,32 89,28 89,99 88,82 

91,24 91,90 88,89 89,25 90,00 88,84 

92,15 93,82 90,62 90,00 91,80 90,65 

91,20 92,95 89,56 89,80 91,20 90,21 

Média 91,61 92,76 89,77 89,63 90,56 89,57 

DPR(%) 0,49 0,71 0,72 0,38 0,85 0,84 

 Comprimento de onda 

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

  Nominal 333 337 Nominal 333 337 

Teor (%) 

92,16 88,03 84,07 89,99 88,82 84,88 

91,60 87,95 84,00 89,45 88,76 85,31 

91,26 87,31 83,41 89,28 88,17 84,63 

91,24 87,12 83,06 89,25 87,98 84,60 

92,15 88,67 84,45 90,00 89,61 86,10 

91,20 87,86 83,53 89,80 88,99 85,78 

Média 91,60 87,82 83,76 89,63 88,72 85,22 

DPR(%) 0,49 0,63 0,61 0,38 0,66 0,73 

 

O primeiro parâmetro estatístico avaliado foi o DPR entre as determinações obtidas 

para uma mesma condição para verificar se não havia nenhum desvio interno nos 

grupos. Como pode ser observado, não houve nenhum desvio significativo dentro de 

uma mesma condição de análise, com os desvios variando de 0,38% a 0,85%. Em 

seguida, foi aplicada a ANOVA (Tabela 17) para avaliar se houve variação 

estatisticamente significativa dos teores dos enantiômeros, quando foram inseridas 

variações na temperatura e no comprimento de onda de detecção da análise. 
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Tabela 17 - Resultados da ANOVA para os enantiômeros de lumefantrina na avaliação da robustez do 
método para os parâmetros temperatura e comprimento de onda. 

Enantiômero 1 

FV SQ GL MQ Fcalculado valor-P Fcrítico 

Temperatura 

Entre grupos 27,2682 2 13,6341 38,4555 1,2457 x 10-6 3,6823 

Dentro dos grupos 5,3181 15 0,3545    

Total 32,5864 17     

Comprimento de onda 

Entre grupos 184,7372 2 92,3686 359,6862 2,1199 x 10-13 3,6823 

Dentro dos grupos 3,8521 15 0,2568    

Total 188,5893 17     

Enantiômero 2 

Temperatura 

Entre grupos 3,7045 2 1,8523 4,3331 0,03271 3,6823 

Dentro dos grupos 6,4121 15 0,4275    

Total 10,1166 17     

Comprimento de onda 

Entre grupos 1124,0558 2 562,0279 1889,8512 9,4809 x 10-19 3,6823 

Dentro dos grupos 4,4609 15 0,2974    

Total 1128,516 17     

     FV: fonte de variação; GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; SQ: soma dos quadrados. 

 

Como pode ser observado, os valores de Fcalculado foram superiores ao Fcrítico (3,68) 

para os dois parâmetros avaliados, e para os dois enantiômeros, indicando que há 

uma variação significativa entre as condições de análise. Diante da evidência de 

variação entre os grupos, foi aplicado o teste de Tukey, um teste de comparações 

múltiplas, normalmente empregado quando as diferenças são significativas no teste 

ANOVA. O teste permite comparar médias e indicar qual é a diferença mínima 

significativa entre os diferentes tratamentos (BUSSAB, 2017). O teste de Tukey foi 

aplicado para comparar os resultados de teor obtidos na condição nominal com 

aqueles obtidos nas condições alteradas (Tabela 18). 
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Tabela 18 - Resultados obtidos para os enantiômeros de lumefantrina para o teste de comparações 
múltiplas de Tukey para os parâmetros temperatura e comprimento de onda. 

Teste comparações múltiplas de Tukey 

Temperatura 

Parâmetros 
Enantiômero 1 Enantiômero 2 

N vs. 23 N vs. 27 23 vs. 27 N vs. 23 N vs. 27 23 vs. 27 

Diferença das 
 médias 

-1,159 1,831 2,99 -0,933 0,056 0,989 

Diferença 95% 
 do IC 

-2,052/-0,266 0,938/2,724 2,097/3,883 -1,914/0,047 -0,924 a 1,037 0,009 a 1,97 

p-valor ajustado 0,0110 0,0002 <0,0001 0,0633 0,9879 0,0479 

Comprimento de onda 

Parâmetros N vs. 333 N vs. 337 333 vs. 337 N vs. 333 N vs. 337 333 vs. 337 

Diferença das 
médias 

3,778 7,845 4,068 0,9092 4,41 3,501 

Diferença 95% 
do IC 

3,018/4,538 7,085/8,605 3,308/4,828 0,109/1,709 3,610/5,210 2,701/4,301 

p-valor ajustado <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0252 <0,0001 <0,0001 

IC: intervalo de confiança; N = Condição nominal. 

 

Quando os valores obtidos para p ajustado são menores do que o α estabelecido 

(0,05), isso indica que existem variações significativas entre os grupos. Como pode 

ser observado, para o enantiômero 1, os parâmetros de temperatura e comprimento 

de onda apresentaram valores de p ajustado menores do que o α estabelecido (0,05) 

para todas as combinações de tratamentos. Já para o enantiômero 2, esses valores 

foram menores do que 0,05 em todos os tratamentos do comprimento de onda e em 

relação à comparação das temperaturas 23 °C vs. 27 °C. Dessa forma, podemos 

afirmar que houve variação significativa nos resultados obtidos ao se alterar esses 

parâmetros no método, demonstrando que o mesmo não possui uma robustez 

adequada frente a essas variáveis. Complementarmente, é possível observar os 

gráficos de 95% do intervalo de confiança (Figura 20), que confirmam que as 

variações são realmente significativas estatisticamente. 
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Figura 19 - Gráfico intervalo de confiança 95% para os enantiômeros de lumefantrina em relação aos 
parâmetros temperatura e comprimento de onda, obtidos pelo teste de Tukey. 

 

O último parâmetro avaliado para a robustez foi a marca do solvente hexano (Tabela 

19), devido à sensibilidade da cromatografia quiral e a alta proporção desse solvente 

empregada no método. Assim como nos parâmetros anteriores, o primeiro passo foi 

avaliar por meio do DPR se havia variação dentro de uma mesma condição. Como 

pode ser observado, o DPR variou entre 0,38% e 0,53%, demonstrando que não 

houve desvios significativos dentro de uma mesma condição. 

 

O próximo passo foi avaliar os grupos pelo teste t de Student (Tabela 20), que permite 

analisar se há diferença estatística entre as médias de duas amostras (BUSSAB & 

MORETTIN, 2017). Foi escolhido o teste t pareado, pois esse teste permite analisar o 

mesmo conjunto de itens que foram medidos sob duas condições diferentes, antes e 

depois de um tratamento.  
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Tabela 19 - Resultados de teor dos enantiômeros da lumefantrina obtidos durante a avaliação da 
robustez do método em relação à marca do hexano. 

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

 Schalau Merck Schalau Merck 

Concentração 

92,1636 93,1449 89,9924 88,7392 

91,5961 92,6961 89,4526 88,4226 

91,2571 92,2923 89,2822 88,2601 

91,2431 92,2160 89,2549 88,3342 

92,1481 93,4396 89,9976 89,4181 

91,1969 92,4791 89,8014 88,9678 

Média 91,6008 92,7117 89,6302 88,6903 

DPR(%) 0,49 0,53 0,38 0,50 

 

Os resultados do teste t (Tabela 20) demonstram que os valores de tcalculado (18,89 e 

10,2) para ambos os enantiômeros foi superior em termos absolutos ao tcrítico (2,57) e 

o p-valor foi menor que o α estabelecido (0,05). Dessa forma, pode-se afirmar que 

houve variação estatisticamente significativa entre os tratamentos, indicando que a 

mudança de marca do hexano leva a variação nas medições do método.  

 

Tabela 20 – Resultados do teste t de Student pareado para o parâmetro marca do hexano. 

Resultados do teste t-student pareado para o parâmetro marca do hexano 

 Enantiômero 1 Enantiômero 2 

p-valor <0,0001 0,0002 

tcalculado -18,89 10,2 

tcrítico 2,57 2,57 

 

Assim, verificou-se que o método cromatográfico quiral para quantificação dos 

enantiômeros de lumefantrina não apresentou robustez adequada. Como a resolução 

entre os enantiômeros da lumefantrina é limítrofe, pequenas variações nos 

parâmetros analíticos tem um impacto significativo na separação e no formato dos 

picos, prejudicando a integração e consequente quantificação dos enantiômeros. 

Durante o desenvolvimento do método, foi observado que variáveis como fluxo e 

proporção dos solventes da fase móvel não podem ser alterados, visando manter uma 

resolução adequada entre os picos. Com isso, foram selecionados parâmetros 

analíticos menos críticos para avaliação da robustez do método. Apesar dos 

resultados absolutos de teor não terem apresentado grande variação entre a condição 

nominal e aquelas variadas, os testes estatísticos demonstraram diferença 
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significativa entre esses valores. Tal fato não invalida o método desenvolvido, mas 

demonstra que todas as condições cromatográficas e analíticas devem ser 

estritamente controladas durante a análise, para não comprometerem o resultado 

final.  

 

5.3 Doseamento 

 

Os resultados do doseamento dos enantiômeros de lumefantrina em três lotes de 

comprimidos podem ser observados na Tabela 21. Entre os enantiômeros, não houve 

grande variação em relação ao teor, ambos apresentando valores próximos entre si e 

indicando que os medicamentos realmente contêm a mistura racêmica de 

lumefantrina.  

 

Tabela 21 – Resultados para a quantificação dos enantiômeros da lumefantrina pelo método quiral 
desenvolvido, em porcentagem do teor e em massa de ativo por comprimido. 

Lote 

Enantiômero 1 Enantiômero 2 

Teor (mg/comprimido) Teor (%) Teor (mg/comprimido) Teor (%) 

1 
56,22 93,70 56,52 94,19 

56,63 94,39 56,28 93,80 

Média 56,43 94,04 56,40 94,00 

2 
59,71 99,51 59,89 99,81 

60,19 100,31 60,33 100,55 

Média 59,95 99,91 60,11 100,18 

3 
62,09 103,49 59,89 99,82 

62,47 104,12 59,60 99,33 

Média 62,28 103,81 59,75 99,58 

 

Não existe nenhuma monografia farmacopeica ou artigo científico que descreva a 

quantificação de enantiômeros de lumefantrina em comprimidos, dessa maneira, 

utilizou-se como referência as especificações propostas pela Farmacopeia 

Internacional, que apresenta a monografia dos comprimidos contendo a associação 

artemeter e lumefantrina. De acordo com a Farmacopeia Internacional, a 

especificação para a lumefantrina está compreendida entre 90% e 110% do valor 

rotulado. Dessa forma, os valores de doseamento encontrado para os enantiômeros 

empregando o método quiral satifaz adequadamente essa espeficicação 
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farmacopeica, além de demonstrar, como dito anteriormente, a natureza racêmica da 

lumefantrina nos comprimidos.  

 

O método quiral desenvolvido é o primeiro a separar e quantificar os enantiômeros de 

lumefantrina em comprimidos. O único trabalho encontrado na literatura sobre a 

separação desses enantiômeros é de Janβen (2005) que descreveu apenas a 

separação dos enantiômeros da lumefantrina em plasma. Entretanto, o método não 

foi validado nem aplicado para um estudo completo. Dessa forma, o único resultado 

possível e convergente com o método desenvolvido nesse trabalho de ser comparado 

é a separação quiral promovida nos dois trabalhos. A coluna quiral utilizado pelo 

trabalho de Janβen é um pouco diferente da Chiralpak AD-H utilizada no presente 

trabalho, pois foi utilizada uma Chiralpak AD (250 x 4,6 mm, 5 µm). A diferença entre 

as duas colunas reside no comprimento e tamanho de partícula, mas ambas foram 

capazes de separar adequadamente os enantiômeros de lumefantrina. 

 

Outros trabalhos que podem ser comparados com a separação quiral da lumefantrina 

são os desenvolvidos com uma molécula muito semelhante à lumefantrina, o fármaco 

halofantrina (Figura 20). A separação quiral da halofantrina é um pouco mais 

estudada que da lumefantrina e como os fármacos são semelhantes é possível fazer 

uma comparação entre eles. Dentre os trabalhos publicados para separação quiral da 

halofantrina temos CAMILLERI (1989) e GORICHON (1998); o primeiro demonstra 

somente a separação quiral dos enantiômeros da halofantrina numa coluna Pirkle (250 

x 4,9 mm), já o segundo demonstra um método completo e validado de separação e 

quantificação da halofantrina e seu metabólito numa coluna Chiralpak AD (250 x 4,4 

mm). 
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Figura 20 – Estrutura química da halofantrina. 
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É possível observar pelos trabalhos publicados que nenhum deles utilizou a coluna 

Chiralpak AD-H para separar os enantiômeros da lumefantrina ou seu metabólito. 

Além disso, nenhum método foi empregado para quantificação dos enantiômeros da 

lumefantrina em comprimidos e nem dos enantiômeros da halofantrina. Dessa 

maneira, o método desenvolvido nesse trabalho é pioneiro no estudo dos 

enantiômeros de lumefantrina, pois permite aplicá-lo na rotina de controle de 

qualidade dos comprimidos contendo esse fármaco, permitindo avaliar seu contéudo 

racêmico nessa forma farmacêutica, além de poder servir como um estudo prévio para 

aplicação dessa separação quiral para avaliação dos enantiômeros também em 

matrizes complexas, como o plasma humano. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 A coluna quiral contendo 3,5-tris(dimetilfenilcarbamato) de amilose demonstrou 

ser um excelente seletor quiral, sendo capaz de separar os enantiômeros da 

lumefantrina com grande eficácia e rapidez. A coluna demonstrou ser de fácil 

aplicação no desenvolvimento analítico de métodos quirais, devendo se atentar 

apenas aos cuidados necessários para garantir sua durabilidade. 

 

 A cromatografia em fase normal isocrática demonstrou ser um modo 

cromatógrafico fácil de ser manejado, com poucos problemas de linha de base. 

O único inconveniente da aplicação desse modo cromatógrafico foi sua pouco 

utilização na rotina laboratorial, sendo, portanto, necessário a lavagem dos 

equipamentos com grandes quantidades de hexano e isopranol previamente, o 

que gerou bastante quantidade de resíduos.   

 

 O método quiral por CLAE com detecção UV (335 nm) desenvolvido e validado 

se mostrou simples e adequado para quantificação dos enantiômeros de 

lumefantrina. O método quiral demonstrou ser seletivo, linear na faixa de 96 a 

144 μg/mL, preciso (DPR < 1,3%), exato (recuperação próxima a 100%), 

podendo ser empregado para quantificação dos enantiômeros do fármaco e 

análise da qualidade dos comprimidos. 

 

 Dos parâmetros de validação testados a robustez é o que deve ser monitorado, 

isso porque a separação quiral envolve uma questão muito delicada que é a 

separação de uma mesma substância com uma única característica que a 

distingue a isomeria óptica. Isso faz com que a resolução entre os 

enantiômeros seja muito pequena e, consequentemente, qualquer variação do 

método provoca uma variação muito grande do parâmetro de resolução. 

 

 A análise dos lotes dos comprimidos, empregando o método quiral 

desenvolvido e validado, demonstraram que o medicamento apresentava 

mistura racêmica dos enantiômeros de lumefantrina, sendo obtidos valores 

médios de teor entre 94,00% a 103,81% para os enantiômeros. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

Os estudos em matrizes complexas como plasma, sangue e fluidos biológicos 

trilharam um longo caminho na história das ciências da saúde e sempre contribuíram 

para melhorar a qualidade dos tratamentos e diagnósticos feitos para os pacientes. O 

campo das análises clínicas e toxicológicas cresceu muito ao longo dos últimos anos, 

graças ao desenvolvimento de novas tecnologias analíticas que permitiram a 

realização de avaliações mais precisas e exatas e a quantificação de substâncias 

muitas vezes na concentração de traços.  

 

A química analítica juntamente com as análises clínicas vem desenvolvendo técnicas 

cada vez mais modernas, rápidas, eficientes e com custo mais baixo para quantificar 

substâncias em matrizes complexas. Atualmente, as técnicas convencionais de 

preparo dessas amostras envolvem muitas vezes alto consumo de reagentes, tempo 

de preparo muito longo, ou volume de amostra muito grande. Dessa maneira, o 

desenvolvimento de técnicas que permitem diminuir esses fatores é muito relevante 

para o campo da saúde, uma vez que poderão reduzir os gastos com as análises 

laboratoriais em hospitais e serviços de saúde, além de contribuir sustentalvemente 

para o meio ambiente. 

 

Outra questão importante no desenvolvimento de métodos bioanalíticos é a 

monitorização terapêutica de fármacos no sangue, que permite manejar o tratamento 

de uma forma mais adequada garantindo doses corretas para o paciente. Esse 

monitoramento permite compreender melhor a farmacocinética de cada fármaco e, no 

caso dos antimaláricos, por exemplo, a monitorização contribui para evitar doses 

subterapêuticas do fármaco no sangue, o que favorece a seleção de patógenos 

resistentes. Dessa forma, o desenvolvimento de técnicas rápidas e eficientes garante, 

ao mesmo tempo, segurança para os pacientes, e eficácia e redução de custos para 

o sistema de saúde e laboratórios analíticos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Desenvolver e validar método bioanalítico para quantificação de lumefantrina e 

desbutil-lumefantrina em plasma humano empregando microextração em 

sorvente empacotado e cromatografia líquida. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

 Otimizar a etapa de preparo de amostra por microextração em sorvente 

empacotado para extração de lumefantrina e desbutil-lumefantrina a partir de 

amostras de plasma humano, por meio da aplicação de planejamento fatorial; 

 desenvolver e validar método bioanalítico empregando microextração em sorvente 

empacotado na etapa de preparo de amostra e CLAE-DAD nas etapas de 

separação e detecção, para quantificação de lumefantrina e desbutil-lumefantrina 

em plasma humano; 

 aplicar o método desenvolvido para análise de amostras de plasma de voluntários 

que receberam comprimidos de lumefantrina. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Métodos bioanalíticos para quantificação de fármacos  

 

A determinação de fármacos em amostras biológicas evoluiu ao longo do tempo e, 

atualmente, métodos rápidos e eficientes têm sido geralmente utilizados. Métodos 

bioanalíticos usualmente possuem três etapas: preparo de amostra, separação e 

detecção do analito (GONZALEZ et al., 2014; MOEIN et al., 2017).  

 

Atualmente, a CLAE é a técnica de separação mais empregada e mais segura para 

quantificar fármacos em amostras biológicas. Entretanto, para a análise 

cromatográfica de fármacos presentes em matrizes biológicas (soro, plasma, urina), 

normalmente é necessário um pré-tratamento da amostra. Isso porque essas matrizes 

apresentam alto grau de complexidade, possuem substâncias incompatíveis com a 

fase estacionária da coluna cromatográfica, e na grande maioria dos casos, estão em 

baixa concentração, dificultando sua detecção (QUEIROZ et al., 2001). Diversas 

técnicas têm sido aplicadas para realizar o preparo de amostras complexas como: 

precipitação de proteínas (NIELSEN E JOHANSEN, 2009; LIU et al., 2013; TELVING 

et al., 2016), extração líquido-líquido (KHALIL et al., 2011; KHUDA ET AL., 2014; 

TAKITANE et al., 2018), extração em fase sólida (SNOW, 2000; VUCKOVIC et al., 

2010; FONG et al., 2011; NAMERA et al., 2017; ZHANG et al., 2018) e a microextração 

em sorvente empacotado (ADAM et al., 2012; ARES et al.,2017), que será discutida 

em maiores detalhes neste trabalho. Essas técnicas, atualmente, tem sido 

automatizadas na rotina para minimizar os erros de manipulação (QUEIROZ et al., 

2001). 

 

Nos métodos cromatográficos, o tipo e os parâmetros do detector afetam diretamente 

a resposta do analito de três maneiras relacionadas entre si: sensibilidade, 

seletividade e razão sinal-ruído. Dessa forma, para a quantificação de fármacos em 

matrizes biológicas, é necessária a utilização de detector que apresente alta 

sensibilidade, capaz de quantificar pequenas concentrações do fármaco, e alta 

seletividade, capaz de detectar apenas o analito de interesse mesmo na presença de 

interferentes. A seleção do detector mais adequado à análise é feita de acordo com 

as características do fármaco a ser quantificado, concentração do analito na amostra, 
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presença de interferentes, além de custo e disponibilidade dos detectores (SNYDER 

et al., 1997). 

 

Antes de iniciar o desenvolvimento do método bioanalíticos, existem alguns pontos 

que devem ser considerados, como a estrutura química do analito, valor de pka (no 

caso de fármacos que possuem grupos ionizáveis em sua estrutura), solubilidade, 

propriedades de estabilidade e adsorção (plástico ou vidro). A concentração do analito 

em bioanálises é um conceito dinâmico, sendo determinada pelos processos de 

absorção, biotransformação, distribuição, excreção, às vezes pela degradação 

química do analito, pela dose e pela forma de administração. Dessa forma, a 

concentração dependerá de como o fármaco é influenciado por esses fatores e poderá 

ser determinada por diferentes tipos de investigações como estudos farmacocinéticos, 

toxicológicos, de metabolismo e absorção. Para se obter um método eficiente e válido, 

é necessária uma faixa de concentração estável. Para estudos clínicos e não clínicos, 

a faixa de concentração dos analitos deve ser aproximadamente conhecida. Isso é 

importante para definir os limites inferior e superior da detecção e para estabelecer 

uma curva de calibração (BUICK et al., 1990; MOEIN et al., 2017). 

 

3.1.1 Quantificação de lumefantrina em matrizes biológicas 

 

Um expressivo número de trabalhos que relatam a quantificação da lumefantrina em 

amostras biológicas pode ser encontrado na literatura científica. Alguns trabalhos 

descrevem também a análise do metabólito desbutil-lumefantrina. Uma busca 

realizada para o período compreendido entre 2010 e 2018 encontrou 42 trabalhos 

relacionados aos analitos acima e alguns deles estão sumariamente descritos na 

Tabela 22. É interessante observar que o método de detecção mais aplicado é a 

espectrometria de massas, isso devido à sua maior sensibilbidade e seletividade. 

Entretanto, isso não descarta a possibilidade de aplicação da detecção por 

espectrofotometria de absorção na região do UV. Apesar desta técnica apresentar 

menor poder de detecção, ela pode ser satisfatoriamente aplicada para analitos com 

uma maior concentração plasmática e elevada absortividade na região do ultravioleta. 

Quanto ao preparo de amostras, a técnica mais aplicada é a precipitação de proteínas, 

uma técnica simples, mas que leva a amostras menos limpas. Na cromatografia, o 

tipo de coluna mais utilizada é a C18, devido à baixa polaridade da lumefantrina. 
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Tabela 22 – Métodos bioanalíticos para quantificação de lumefantrina em amostras biológicas publicados no período de 2010 a 2018. 

Matriz 
Padrão 
interno 

Preparo de 
amostra 

Solvente 
ou sorvente 

Condições cromatográficas Detecção LQ (ng/mL) Recuperação (%) Referência 

Plasma humano Halofantrina MISPE 
Acetonitrila 

Metanol 
TFA 0,05% 

FE: C18 (100 x 4,6 mm, 5 μm) 
FM: MeOH: ACN: TFA 0,14% 

(50:33:17) 
UV (305 nm) 15 83,7-85,4 

DA SILVA, et 
al., 2018 

Machas de 
sangue seca 

Lumefantrina e 
desbutil-

lumefantriana 
deuterada 

LLE 
Metanol 

Ácido fórmico 
1% 

FE: C18 (75 x 2,1 mm, 5 μm) 
FM: Tampão acateto de 

amônio 2 mM: ACN + 0,1% AF 
– eluição em gradiente 

ESI-MS/MS 
m/z 530 - m/z 

512) 
20 63,3-123,5 

GALLAY et al., 
2018 

Plasma de rato Halofantrina PPT Acetonitrila 

FE: C18 (50 x 4,6, 5 μm) 
FM: ACN: MeOH (50:50) e 

tampão formiato de amônio 10 
mM, pH 4,5 (95:5) 

ESI-MS/MS 
(m/z 529 - m/z 

511,3) 
3,9 94,6 – 109,6 

WAHAJUDDIN 
et al., 2015 

Plasma humano NC PPT Acetonitrila 
FE: C18 (250 × 4,6 mm, 5 μm) 
FM: MeOHl:acetato de amônio 

0,025M, pH 3,8(48:52) 
UV (216 nm) 3000,0 94,3-97,2 

SANDHYA, 
SHUJI KUMAR, 
MEENA, 2015 

Sangue total de 
camundongo e 
plasma humano 

Isótopo 
deuterado de 

LMF (D9-LMF) 
PPT 

Ácido fórmico 
0,1% e 

acetonitrila (1:3, 
v/v) 

FE: pentafluorofenil (50 x 2,0 
mm, 5 μm) 

FM: ACN:ácido fórmico 0,1% 
(30:70, v/v) 

 ESI-MS/MS 
(m/z 530,1 - 
m/z 347,8) 

15,6 

83,6-106,5 
(sangue total) 
100.5-114.2 

(plasma) 

GOVENDER et 
al., 2015 

Plasma humano 
Isótopo 

deuterado de 
LMF (D9-LMF) 

PPT 
Metanol e 

dimetilsulfóxido 
1:1 v/v 

FE: C18 (20 x 2,1 mm; 1,9 μm) 
FM: ácido fórmico 0,5%:ácido 

fórmico 0,5% em MeOH – 
eluição em gradiente 

ESI-MS/MS 
(m/z 528,2 - 
m/z 510,2) 

21,0 19,6-44,2 
SILVA et al., 

2015 

Plasma humano Meloxicam PPT e LLE 

Acetonitrila 
(PPT) 

Hexano:acetato 
de etila (75:25, 

v/v) (LLE) 

FE: C18 (150 x 4,6 mm, 5 μm) 
FM: ACN:TFA 0,05% 

 (70:30, v/v) 
UV (335 nm) 18,0 87,80–89,11 

KHUDA et al., 
2014 

Plasma humano Halofantrina PPT 
Ácido acético 

0,5% em 
acetonitrila 

FE: C16 (150 x 4,6 mm, 3 μm) 
FM: TFA 0,01% em ACN:TFA 
0,01% em acetato de amônio 
0,1 M – eluição em gradiente. 

UV (300 nm) 125,0 101,0-103,0 
MAGANDA et 

al., 2013 

Plasma humano 
Isótopo 

deuterado de 
LMF (D9-LMF) 

LLE 
Ácido fórmico 

5% e acetato de 
etila 

FE: C8 (50 x 2,1 mm, 5 μm) 
FM: ácido fórmico 0,1% em 
ACN:formiato de amônio 10 

ESI-MS/MS 
(m/z 528 - m/z 

510) 
50,0 81,0-84,3 

HUANG et al., 
2012 
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Matriz 
Padrão 
interno 

Preparo de 
amostra 

Solvente 
ou sorvente 

Condições cromatográficas Detecção LQ (ng/mL) Recuperação (%) Referência 

mM, pH 4,0 – eluição em 
gradiente 

Plasma humano Artesunato PPT 
Ácido acético 

glacial 0,5% em 
metanol 

FE: ciano (150 x 4,6 mm; 5 μm) 
FM: MeOH:acetato de amônio 

10 mM com 0,2% de ácido 
acético e 0,1% de ácido 

fórmico – eluição em gradiente 

ESI-MS/MS 
(m/z 530 - m/z 

348) 
10,0 81,4-83,2 

CÉSAR et al., 
2011 

Plasma humano Halofantrina LLE 
Hexano:acetato 
de etila (70:30, 

v/v) 

FE: fenil (250 x 3,0 mm, 4 μm) 
FM: ACN:tampão acetato de 
amônio 0,1 M pH 4,9 (85:15, 

v/v) 

UV (335 nm) 12,5 88,0-102,0 
KHALIL et al., 

2011 

Plasma humano Halofantrina PPT e SPE 

Acetonitrila 
(PPT) 

Copolímero de 
poli(divinil 

benzeno-co-N-
vinilpirrolidona 

(SPE) 

FE: C18 (100 x 2,1 mm, 5 μm) 
FM: ACN:ácido fórmico 0,1%– 

eluição em gradiente 

ESI-MS/MS 
(m/z 530,2 - m/z 

512,4) 
2,0 49,7-89,9 

SETHI, DUA, 
JAIN, 2011 

Sangue total NC PPT e SPE 

Acetonitrila:Ácid
o acético 0.5 M 

(50:50, v/v) 
(PPT) C8 (SPE) 

FE: C18 (150 x 2,0 mm, 5 μm) 
FM: ACN:formiato de  

amônio 20 mM com 1,0% de  
ácido fórmico (5:95,v/v) e 

ACN:formiato de amônio 10 
mM com 1% de ácido fórmico 

(80:20, v/v) – eluição em 
gradiente. 

ESI-MS 200,0 (LD) 20,0 
BLESSBORN et 

al., 2010 

Plasma humano 
Piperazina-bis-
cloroquinolina 

PPT 
Ácido fórmico 

0,5% em 
metanol 

FE: C8 (50 x 4,6 mm, 5 μm) 
FM: ACN:tampão acetato de 
amônio 10 mM:ácido acético 

0.05% (85:10:5, v/v/v) 

ESI-MS/MS 
(m/z 528,2 - m/z 

510,3) 
220,0 51,5-64,8 

MUNJAL et al., 
2010 

AF: ácido fórmico; ESI: ionização por electrospray; FE: fase estacionária; FM: fase móvel; LD: limite de detecção; LLE: extração líquido-líquido; LQ: limite de quantificação; 
LMF: lumefantrina; PPT: precipitação de proteínas; MS/MS: espectrometria de massas sequencial; MISPE: extração em fase sólida molecularmente impressa NC: não 
consta; SPE: extração em fase sólida; UV: detector ultravioleta.
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3.1.2 Microextração em sorvente empacotado como preparo de amostra 

 

A microextração em sorvente empacotado (do inglês, microextraction by packed 

sorbent - MEPS) foi desenvolvida em 2003 e é uma miniaturização da extração em 

fase sólida convencional (ABDEL-REHIM, 2004; ABDEL-REHIM, 2010; ALVES et al., 

2013).  

 

Esta técnica representa uma alternativa moderna, eficiente e de custo reduzido em 

relação às técnicas tradicionais, sendo aplicada para grandes ou pequenas 

quantidades de amostra. Geralmente, possibilita a redução da quantidade de 

reagentes, do volume das amostras, do tempo de análise e do número de etapas 

envolvidas no preparo de amostra. Além disso, o dispositivo utilizado não é 

descartável, sendo possível lavar e reutilizar o cartucho de 10 a 300 vezes, 

dependendo da matriz (EL-BEQQALI et al., 2007; MOEIN, 2014). Com a técnica, é 

possível analizar compostos polares, apolares, neutros e iônicos. Isso é possível 

devido à ampla variedade de fases estacionárias disponíveis: fase normal (sílica), 

reversa (C2, C8, C18), de troca iônica (aniônica e catiônica) e modo misto (C18 

associada a troca iônica) (BLOMBERG, 2009; ABDEL-REHIM, 2010). 

 

O dispositivo utilizado na MEPS consiste de alguns miligramas (1-4 mg) de sorvente 

sólido empacotados em um cartucho, que é então acoplado em uma seringa (100-250 

µL) facilmente manuseável (Figura 21). A técnica originalmente foi concebida para 

ser utilizada totalmente automatizada e acoplada aos cromatógrafos líquido e gasoso. 

Porém, na literatura estão disponíveis vários trabalhos empregando a técnica no modo 

manual off-line (ALTUN et al., 2004; ALTUN E ABDEL-REHIM, 2008; SARACINO et 

al., 2010; MANDRIOLI et al., 2011; SARACINO et al., 2011; SOMAINI et al., 2011; 

RANI E MALIK, 2012; RANI et al., 2012; SARACINO et al., 2012; WIETECHA-

POSŁUSZNY et al., 2012). 
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Figura 21 - Seringa e cartucho utilizados para microextração em sorvente empacotado. 

 

O processo de extração do analito por MEPS ocorre conforme demostrado na Figura 

22. Alguns parâmetros são críticos para o desempenho da MEPS, como a composição 

e o volume das soluções de aspiração, lavagem e eluição da amostra, a velocidade 

de aspiração e ejeção, e as características da matriz da amostra (MOEIN et al., 2015). 

 

 
Figura 22 - Etapas para execução da microextração em fase sólida por sorvente empacotado.  

Fonte: MOEIN et al., 2015. 

 

Os solventes e o fluxo podem afetar todas as etapas da MEPS e dependem do tipo 

de dispositivo utilizado para controlar a extração. Estes parâmetros devem ser 

controlados para modular a interação entre analito e o sorvente. Um fluxo menor 

usualmente melhora a interação entre o analito e o sorvente. Isso pode ser um 

problema no caso da extração no modo manual, pois o fluxo não é medido e a 
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repetibilidade é dependente do analista e susceptível a erros experimentais. Na 

primeira etapa do procedimento, o condicionamento, os volumes de solventes e os 

ciclos de aspirações devem ser otimizados para evitar efeito residual de extrações 

anteriores. Para o condicionamento, recomendam-se dois volumes totais da seringa, 

sendo um de solvente orgânico e outro de água para reequilíbrio. O volume da 

amostra deve ser otimizado para se obter um equilíbrio adequado entre um bom 

desempenho analítico e um bom método de extração. A seleção da melhor condição 

dependerá da natureza da matriz, da capacidade e da especificidade de retenção do 

sorvente. A etapa de lavagem, por sua vez, é normalmente realizada com o mesmo 

solvente utilizado para equilibrar o sorvente na etapa de condicionamento e deve ser 

otimizada para cada condição. Por fim, a dessorção do analito permite a liberação do 

analito ligado no sorvente em um solvente adequado. O volume de solvente utilizado 

deve ser o menor possível para que haja concentração do analito (MOEIN et al., 2015; 

MOEIN et al., 2017). 

 

A matriz tem uma grande influência no desempenho da técnica. Amostras de plasma 

e urina devem ser diluídas em água (pelo menos 4 vezes); para o sangue total a 

diluição deve ser de 20 vezes. O efeito residual é bem descrito em bioanálises. As 

pequenas quantidades utilizadas em MEPS podem ser facilmente lavadas entre as 

injeções para reduzir o efeito residual. Com a automação da MEPS, as lavagens 

podem ocorrer enquanto a amostra anterior está sendo analisada. Em alguns estudos, 

o efeito residual foi reduzido para menos de 0,02% quando o sorvente foi lavado pelo 

menos 4 vezes com solução de eluição e solução de lavagem entre as extrações 

(ABDEL-REHIM, 2010). 

 

A reutilização dos cartuchos pode ser feita seguramente, desde que sejam feitas 

lavagens apropriadas do sorvente. Tem sido descrito um efeito residual de menos de 

0,1% com lavagens com metanol de 4 a 5 vezes (ALTUN E ABDEL-REHIM, 2008). 

Além disso, controlando-se alguns fatores como o tipo e o tamanho de partícula da 

fase sólida, e as soluções de lavagem e eluição, pode-se reduzir ou prevenir o efeito 

residual (ABDEL-REHIM, 2011; MOEIN et al., 2015).  

 

As vantagens da MEPS em relação às técnicas convencionais incluem a redução do 

uso de solventes e de sorvente, sendo, portanto, mais sustentável. Os cartuchos 
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podem ser reutilizados, reduzindo os custos da análise. Além disso, a MEPS pode ser 

considerada uma técnica rápida e simples. Como desvantagem pode-se citar a 

possibilidade de entupimento do sorvente empacotado. Também não é recomendada 

para volumes de amostra muito grandes, visto que normalmente o limite da técnica é 

500 µL por cada aspiração. Por fim, outra limitação são os tipos de sorventes 

disponíveis comercialmente, que ainda não comtemplam uma gama tão variada 

(ALTUN et al., 2004; ABDEL-REHIM, 2011; MOEIN et al., 2015). 

 

3.2 Métodos quimiométricos para otimização de experimentos 

 

Na pesquisa científica, conhecer quais são as variáveis que impactam no experimento 

e o grau de influência das mesmas é essencial para otimizar o experimento, reduzir 

tempo e custos. O método multivariado de análise consiste em estabelecer e executar 

o menor número de experimentos necessários para obter o máximo de informação 

dos dados coletados de maneira a analisar e/ou melhorar um produto ou processo. 

Com esse objetivo, todos os fatores importantes são alterados simultaneamente em 

um conjunto de experimentos pré-estabelecidos e os resultados são empregados para 

a construção de modelos matemáticos que descrevem o comportamento do 

experimento dentro do domínio experimental estudado. Para isso, são aplicados 

planejamentos fatoriais (GALDAMEZ, 2002; BARROS NETO et al., 2010; 

BREITKREITZ E POPPI, 2014). 

 

O planejamento fatorial é uma técnica muito aplicada quando se tem dois ou mais 

fatores independentes. Ele permite uma combinação de todos os fatores em vários 

níveis, obtendo-se assim a análise de um fator, sujeito a todas as combinações dos 

demais (STEWART, 1979; DEMING, 1987; MONTGOMERY, 2012). Planejamentos 

fatoriais são extremamente relevantes para medir os efeitos (ou influências) de uma 

ou mais variáveis na resposta de um evento. Normalmente, é realizado um 

planejamento fatorial com dois níveis, no máximo três. O emprego de mais níveis no 

planejamento aumenta de forma desnecessária o número de pontos experimentais, o 

que deve ser evitado quando se constrói um planejamento. A representação 

matemática de um planejamento fatorial em dois níveis é 2k, onde 2 significa o número 

de níveis e k o número de fatores. No caso de três níveis, tem-se 3k (STEWART, 1979; 

DEMING, 1987; MONTGOMERY, 2012). 
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O planejamento fatorial 2k utiliza k fatores analisados em 2 níveis. No caso de se ter 

3 variáveis, 23 = 8, significando com isso que 8 experimentos devem ser executados. 

Esse tipo de planejamento é aplicável nos estágios iniciais de um processo 

experimental, quando ainda se tem uma ampla faixa de variáveis para se estudar e 

analisar. Esse procedimento fornece um menor número de experimentos com os quais 

os k fatores podem ser avaliados em um planejamento fatorial completo. Dessa 

maneira, esses planejamentos são amplamente aplicados em experimentos de 

varredura de fatores (STEWART, 1979; DEMING, 1987; CALADO E MONTGOMERY, 

2003; MONTGOMERY, 2012). 

 

Os planejamentos multivariados possuem as seguintes vantagens em relação ao 

método univariado: (a) as interações entre as variáveis podem ser conhecidas. No 

experimento univariado cada fator é avaliado individualmente, mantendo-se os outros 

constantes. A limitação com o modelo univariado é que um fator pode depender dos 

demais, ou seja, podem existir interações entre eles que afetam o resultado final. As 

interações apenas podem ser evidenciadas com o planejamento multivariado, nos 

quais a ordem dos experimentos não afeta a resposta, uma vez que todas as variáveis 

são avaliadas simultaneamente. (b) os modelos de regressão propostos a partir dos 

resultados obtidos de um planejamento fatorial possibilitam a construção de uma 

superfície capaz de descrever como o fator de interesse (resposta) varia em função 

da variação dos níveis dos fatores (superfície de resposta), permitindo prever o que 

acontece com a mesma dentro de todo o domínio experimental, não apenas nos 

pontos onde os experimentos foram realizados. Já os métodos univariados utilizam 

somente o último resultado obtido e não possuem a avaliação de interações 

necessária para a construção de uma superfície de resposta e, dessa forma, fornecem 

somente informações nos pontos onde os experimentos foram de fato realizados. (c) 

Os planejamentos fatoriais permitem ao pesquisador organizar seu trabalho de forma 

mais racional e objetiva e tratar todas as variáveis com igual importância, eliminando 

eventuais pré-julgamentos, os quais nem sempre são corretos (BEZERRA et al., 2008; 

BREITKREITZ E POPPI, 2014). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Substâncias químicas de referência (SQR) e amostras 

 

 Lumefantrina SQR, United States Pharmacopoeia (Rockville, EUA), lote FOH108; 

 lumefantrina insumo farmacêutico ativo - Dafra Pharma (Turnhout, Bélgica), lote 

06032403; 

 desbutil-lumefantrina SQR fornecida pela Worldwide Antimalarial Resistence 

Network, lote 20160530; 

 diazepam SQR – Anhui Medipharm Co. Ltd. (Anhui, China), lote PMD/83; 

 comprimidos de lumefantrina – Macleods Pharmaceuitcals (Mumbai, Índia) – 

validade 07/2020. 

 amostras de plasma branco, lipêmico, hemolisado e com lumefantrina coletados no 

Laboratório de Hematologia da UFMG, sob supervisão da Prof. Maria das Graças 

Carvalho. 

 

4.1.2 Reagentes e vidrarias 

 

 Solventes grau cromatográfico: acetonitrila JT Baker (Xalostoc, México), metanol 

Synth (Diadema, Brasil); 

 solventes e reagente grau analítico: ácido acético glacial Synth (Diadema, Brasil), 

ácido trifluoroacético Tedia (Fairfield, EUA); ácido perclórico Sigma Aldrich 

(Steinheim, Alemanha); 

 água destilada e água ultrapurificada em sistema Merck Millipore®  modelo Direct 

Q3 (Billerica, EUA); 

 pipetas e balões volumétricos calibrados; 

 béqueres, kit de filtração, seringas, vials. 

 

4.1.3 Equipamentos e materiais 

 

 Aparelho de ultra-som BRANSONIC 220; 

 Balança analítica Shimadzu com precisão de 0,01 mg; 

https://ahmedipharm.en.made-in-china.com/
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 Balança analítica Satorius com precisão de 0,01 mg 

 Centrífuga Datamed MR23; 

 Coluna cromatográfica LiChrospher 100 CN (250 x 4,0 mm x 5 μm) – Merck 

 Coluna cromatográfica Luna C18(2) (250 x 4,6 mm; 5 μm) – Phenomenex; 

 Coluna cromatográfica Luna C18(2) (125 x 4,0 mm; 5 μm) – Phenomenex; 

 Cromatógrafo a líquido de alta eficiência Shimadzu LC 10ADvp, com bomba, 

forno, injetor automático e detector de arranjo de diodos (DAD) e software 

Class-VP 6.14; 

 Filtros de membrana de celulose regenerada de 0,45 μm; 

 Seringa, agulha e cartucho C18 para MEPS SGE Analytical Science 

(Ringwood, Australia); 

 Micropipeta. 

 

4.1.4 Amostras biológicas sem a presença do medicamento 

 

As amostras de plasma foram coletadas no Laboratório de Hematologia Clínica da 

Faculdade de Farmácia da UFMG, sob a responsabilidade da Dr. Maria das Graças 

Carvalho. Essa etapa das análises foi realizada após aprovação pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (COEP) da UFMG, conforme protocolo CAAE 54567716.4.0000.5149 

(ANEXO I).  As amostras foram coletadas em tubos heparinizados e identificadas por 

números para preservar o sigilo de cada voluntário. As amostras de plasma normal e 

hemolisado foram coletadas no período da manhã com voluntários sadios em jejum 

ou leve desjejum, determinado por uma alimentação pouco calórica e ausente de 

alimentos e bebidas ricos em xantinas, como café, chás e chocolate, essa condição 

foi estabelecida para se evitar possíveis interferentes nas análises. Já para as 

amostras de plasma lipêmicas, foram realizadas coletas após o horário de almoço.  

Após a coleta, as amostras foram centrifugadas a 3500 RPM por 10 minutos a 4 °C. 

O sobrenadante obtido foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, identificados e 

armazenados a -70 °C até o momento de sua utilização. Em uma das amostras foi 

induzido hemólise, por meio de ciclos de resfriamento e agitação em vórtex, para 

obtenção de amostras de plasma branco hemolisado. O sobrenadante obtido foi 

transferido para tubos Falcon de 15 mL, que foram armazenados a -70 °C. Os 

voluntários foram informados das condições da coleta e consentiram em participar do 
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estudo após leitura e assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido 

(ANEXO II). 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Desenvolvimento e validação de método bioanalítico para quantificação de 

lumefantrina e desbutil-lumefantrina em plasma humano empregando MEPS 

como preparo de amostra  

 

Foram testados neste trabalho diversos fármacos como padrão interno (PI), como 

halofantrina, mefloquina, quinina, piroxicam, imipramina, citalopram, amodiaquina, 

clonazepam e diazepam (Figura 23). A escolha dos fármacos teve o respaldo de 

aspectos químicos e estruturais, além da disponibilidade comercial e da utilização 

prévia em outros trabalhos presentes na literatura científica.  

 

 
Figura 23 – Estrutura química do padrão interno diazepam utilizado para o desenvolvimento do 

método bioanalítico para quantificação de lumefantrina e seu metabólito em plasma. 

 

4.2.2 Desenvolvimento e otimização do método cromatográfico para separação 

dos analitos 

 

O início do desenvolvimento do método cromatográfico teve como base trabalhos 

prévios publicados pelo nosso grupo de pesquisa e outros trabalhos encontrados na 

literatura científica. O método foi empregado para a separação dos analitos tanto em 

fase aquosa, quanto em plasma humano (CÉSAR et al., 2008; CÉSAR, 2009; CÉSAR 
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et al., 2011; KHALIL et al., 2011; KHUDA et al., 2014; DA SILVA et al., 2018; RIVELLI 

et al., 2018). 

 

Primeiramente, foi selecionado o melhor comprimento de onda para a detecção, visto 

que estão presentes três analitos (lumefantrina, desbutil-lumefantrina e o padrão 

interno) com características distintas. A escolha da fase estacionária foi realizada de 

acordo com a disponibilidade de colunas no laboratório e sua eficiência. Foram 

testadas três colunas: uma ciano (LiChrospher 100 CN – 250 x 4,0 mm, 5 µm) e duas 

C18 (Phenomenex Luna C18 – 125 x 4,0 mm x 5 µm e Phenomenex Luna C18 – 250 

x 4,6 mm x 5 µm).  

 

Por fim, procedeu-se à otimização da fase móvel. Considerou-se como condições 

iniciais para fase móvel uma mistura de acetonitrila e ácido trifluoroacético (TFA) 

0,05% na proporção de 80:20 (v/v), de acordo com os métodos propostos por César 

(2011). Foi avaliado ainda a utilização de acetonitrila e tampão acetato de amônio 0,1 

M nos valores de pH 3,0; 4,9 e 6,0, de acordo com o trabalho de Khalil (2011). O TFA 

foi testado nas concentrações de 0,05% e 0,1%, tomando-se o cuidado de avaliar o 

pH, para não afetar a fase estacionária da coluna. 

 

4.2.3 Otimização dos parâmetros de extração dos analitos 

 

Para a otimização dos parâmetros de extração, foi inicialmente construída uma curva 

de calibração de acordo com o método cromatográfico otimizado, para quantificar a 

recuperação dos analitos, na faixa de 100 a 5000 ng/mL. As concentrações utilizadas 

para a construção da curva, bem como as diluições feitas, estão demonstradas na 

Tabela 23. As soluções estoque foram preparadas da seguinte forma: 

 

Solução estoque de lumefantrina (SEL1): aproximadamente 0,5 mg de lumefantrina 

SQR foram exatamente pesados e transferidos para balão volumétrico de 10 mL. Uma 

alíquota de 2 mL de metanol contendo 1,0% de ácido acético foi adicionada para 

solubilização e o volume do balão foi completado com fase móvel, para obter uma 

solução a 50 μg/mL. 
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Solução estoque de desbutil-lumefantrina (SED1): aproximadamente 0,5 mg de 

desbutil-lumefantrina SQR foram exatamente pesados e transferidos para balão 

volumétrico de 10 mL. Uma alíquota de 2 mL de metanol contendo 1,0% de ácido 

acético foi adicionada para solubilização e o volume do balão foi completado com fase 

móvel, para obter uma solução a 50 μg/mL. 

 

Solução estoque de diazepam: aproximadamente 0,5 mg de diazepam SQR foram 

exatamente pesados e transferidos para balão volumétrico de 10 mL. Uma alíquota 

de 2 mL de metanol contendo 1,0% de ácido acético foi adicionada para solubilização 

e o volume do balão foi completado com fase móvel para obter uma solução a 50 

μg/mL. 

 

             Tabela 23 – Procedimento de dilução da solução estoque dos analitos em estudo para construção da 
curva de calibração para avalição inicial da linearidade do método. 

Concentração 
teórica 
(ng/mL) 

Volume 
de solução 

estoque 
lumefantrina (µL) 

Volume 
de solução estoque 

desbutil-
lumefantrina (µL) 

Volume 
de solução 

estoque  
diazepam (µL) 

Volume 
final (mL) 

100 200  200  100 10 

200 400  400  100 10 

300 600  600  100 10 

500 1000  1000  100 10 

1000 200  200  100 10 

2000 400  400  100 10 

3000 600  600  100 10 

5000 1000  1000  100 10 

 

Construídas as curvas, o próximo passo foi avaliar a extração dos analitos e otimizar 

o método de extração por MEPS. Em um primeiro momento, foram avaliados os tipos 

de solventes que seriam necessários para as etapas de lavagem e dessorção. Foram 

propostas as seguintes condições baseadas nas características dos analitos e em 

trabalhos prévios (Da Silva et al., 2018):  

 

 Condição 1: Lavagem: metanol: TFA 0,05% (10:90) 

                    Dessorção: acetonitrila: TFA 0,05% (90:10) 

 Condição 2: Lavagem: metanol: TFA 0,05% (10:90) 

                    Dessorção: acetonitrila: TFA 0,05% (68:32) 
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A segunda condição foi proposta para avaliar se a proporção da fase móvel seria 

igualmente efetiva para a dessorção dos analitos e, dessa forma, interferiria menos 

na corrida analítica da amostra. Além disso, foram propostos nessa etapa os 

procedimentos de condicionamento e de recondicionamento do cartucho de extração. 

Para a etapa de condicionamento, foi determinado o seguinte procedimento: 250 µL 

de acetonitrila, seguida de 250 µL de água para o reequilíbrio do cartucho. Para o 

recondicionamento, foi utilizado o mesmo procedimento definido para o 

condicionamento, aplicado sempre após o procedimento de lavagem do cartucho em 

cada ciclo de extração do analito. 

 

Definidos esses parâmetros, procedeu-se à otimização empregando planejamento 

experimental. Para isso, foram inicialmente testados os analitos em solução aquosa e 

nessa etapa de extração foi empregado planejamento fatorial fracionário (PFF) meia 

fração com dois níveis e três variáveis (PFF 23-1) e ponto central (Tabela 24). As 

variáveis avaliadas foram volume da amostra (X1), volume da amostra aspirado (X2) e 

número de ciclos de aspiração e ejeção (X3). As faixas avaliadas foram: X1 = 100, 250 

e 400 µL, X2 = 40, 70 e 100 µL e X3 = 5, 10 e 15 ciclos. 

 

Tabela 24 – Experimentos do PFF 22 para otimização da extração por MEPS em meio aquoso. 

Experimentos 
Variáveis hipotéticas Variáveis reais 

X1 X2 X3 X1 X2 X3 

4 1 1 1 400 100 15 

7 0 0 0 250 70 10 

6 0 0 0 250 70 10 

2 1 -1 -1 400 40 5 

3 -1 1 -1 100 100 5 

5 0 0 0 250 70 10 

1 -1 -1 1 100 40 15 

*os valores de -1, 0 e 1 correspondem aos valores maiores, centrais e menores da faixa de análise 

proposta para o planejamento, respectivamente. 

 

No total foram executados sete experimentos para avaliar a etapa de extração em 

solução, sendo quatro deles correspondentes ao planejamento fatorial em si, e três 

ao ponto central, conforme apresentado na Tabela 12.  Os testes em solução aquosa 

foram realizados para aprender a correta utilização da seringa e do cartucho de MEPS, 

além de auxiliar na avaliação da extração do analito promovida pelo cartucho. Os 
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experimentos foram realizados aleatoriamente, conforme definido no Software 

Statistica 10.0. 

Após a avaliação do procedimento de extração em solução, os procedimentos 

definidos foram aplicados para a extração do analito na matriz plasmática. Para a 

avaliação em plasma, foi empregado um planejamento fatorial completo com dois 

níveis e quatro variáveis (24) e ponto central (Tabela 25). As variáveis avaliadas foram 

volume da amostra (X1), diluição da amostra (X2), volume da amostra aspirado (X3) e 

número de ciclos de aspiração e ejeção (X4). As faixas avaliadas foram: X1 = 100, 250 

e 400 µL, X2 = 1:1, 1:2 e 1:3, X3 = 40, 70 e 100 µL e X4 = 5, 10 e 15 ciclos.  

 

Tabela 25 – Experimentos do PFF 23 para otimização da extração por MEPS em plasma. 

Experimentos 
Variáveis hipotéticas Variáveis reais 

X1 X2 X3 X4 X1 (µL) X2 X3 (µL) X4 

1 1 -1 -1 1 400 1:3 40 15 

2* 0 0 0 0 250 1:2 70 10 

3* 0 0 0 0 250 1:2 70 10 

4 -1 1 -1 -1 100 1:1 40 5 

5 1 1 1 -1 400 1:1 100 5 

6 -1 -1 1 -1 100 1:3 100 5 

7 1 1 -1 -1 400 1:1 40 5 

8 -1 -1 1 1 100 1:3 100 15 

9* 0 0 0 0 250 1:2 70 10 

10 1 -1 1 1 400 1:3 100 15 

11 1 1 -1 1 400 1:1 40 15 

12 -1 -1 -1 1 100 1:1 40 15 

13 -1 -1 -1 -1 100 1:1 40 5 

14 1 -1 -1 -1 400 1:3 40 5 

15 1 1 1 1 400 1:1 100 15 

16 -1 1 1 1 100 1:1 100 15 

17 -1 1 -1 1 100 1:1 40 15 

18 -1 1 1 -1 100 1:1 100 5 

19 1 -1 1 -1 400 1:3 100 5 

*pontos centrais. 

 

Entretanto, ao iniciar os testes aplicando-se somente a diluição da amostra sem uma 

etapa prévia de precipitação de proteínas, observou-se que seria inviável realizá-la, 

visto que o cartucho na terceira amostra entupiu completamente. Dessa maneira, foi 

proposta uma etapa prévia de precipitação de proteína utilizando-se para isso ácido 
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perclórico 0,2% em acetonitrila, seguido de centrifugação para separar o precipitado 

do sobrenadante. Dessa maneira, a etapa de diluição de amostra proposta para o 

teste foi feita simultaneamente à precipitação, variando-se a proporção de agente 

precipitante adicionado. 

 

Os testes foram realizados com amostras na concentração de 4 µg/mL de 

lumefantrina, desbutil-lumefantrina e diazepam. O preparo dessas amostras está 

esquematizado na Figura 24. A etapa de dessorção foi executada em alíquotas de 50 

µL em 5 repetições, totalizando o volume final de 250 µL, que foi diretamente 

transferido para vials. 

 

De posse dos resultados obtidos, foi proposto a troca do processo de lavagem para 

metanol e água. Além disso, foi avaliado se a lavagem com metanol e TFA 0,05% 

promoveria a dessorção dos analitos. 

 

4.2.4 Validação do método bioanalítico para quantificação de lumefantrina em 

plasma humano empregando microextração em fase sólida em sorvente 

empacotado 

 

O método bioanalítico desenvolvido para a quantificação de lumefantrina em plasma 

humano foi validado, avaliando-se os parâmetros seletividade, efeito residual, efeito 

matriz, linearidade, precisão, exatidão, estabilidade do analito em plasma e 

estabilidade dos analitos e do PI em solução, de acordo com as normas preconizadas 

na RDC nº. 27, de 17 de maio de 2012, da ANVISA (BRASIL, 2012) e Guia de 

Validação de Métodos Bioanalíticos da Agência Europeia de Medicamentos 

(EUROPEAN, 2011) e FDA (FOOD AND DRUG, 2001).  

 

4.2.4.1 Seletividade 

 

A seletividade foi determinada por meio da comparação de cromatogramas obtidos 

após 9 corridas analíticas conduzidas da seguinte maneira: 

 

 4 amostras de plasma normal de fontes distintas;  

 1 amostra de plasma lipêmico;  
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 1 amostra de plasma hemolisado;  

 3 amostras no Limite Inferior de Quantificação (LIQ) dos analitos.  

 

 

Figura 24 – Esquema de preparo de amostras para os testes determinados pelo planjemento fatorial 
para otimização da extração por MEPS. 
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De posse dos resultados, o cromatograma obtido a partir da amostra LIQ (50 ng/mL) 

foi sobreposto aos 6 cromatogramas das amostras branco, avaliando-se, por inspeção 

visual, a existência de picos interferentes na região do cromatograma que 

corresponde à integração dos picos de lumefantrina, desbutil-lumefantrina e PI. Em 

seguida, foram calculados os percentuais das áreas dos picos interferentes presentes 

nas amostras branco, nos tempos ou próximo aos tempos de retenção de 

lumefantrina, desbutil-lumefantrina e PI, em relação às áreas obtidas para a amostra 

LIQ. Os critérios de aceitação estabelecem que as respostas para os picos 

interferentes devem ser inferiores a 20% da resposta do analito e inferiores a 5% da 

resposta do PI na amostra LIQ (BRASIL, 2012). 

 

A seletividade também foi avaliada frente a outros fármacos que podem 

eventualmente estar presentes em uma matriz de plasma. Dessa forma, 

cromatogramas obtidos de soluções de fármacos como amodiaquina, mefloquina, 

paracetamol, mebendazol e cafeína foram sobrepostos aos cromatogramas para 

amostras no LIQ, para avaliar uma possível interferência destes na análise da 

lumefantrina e da desbutil-lumefatrina. Foram preparadas soluções em fase móvel 

desses analitos, nas concentrações de 100 µg/mL. De posse dos cromatogramas, foi 

verificado por inspeção visual se os tempos de retenção desses fármacos coincidiam 

com os tempos de retenção da lumefantrina, desbutil-lumefantrina e PI. 

 

4.2.4.2 Efeito residual 

 

Para a avaliação do efeito residual, foram injetadas três amostras de plasma branco, 

sendo uma antes e duas depois de uma amostra na concentração do LSQ (5000 

ng/mL). 

 

O cromatograma obtido para a amostra LIQ, na seletividade, foi sobreposto aos 

cromatogramas obtidos para as amostras branco, antes e após a injeção de uma 

amostra LSQ. O efeito residual foi avaliado comparando-se as áreas dos picos nos 

cromatogramas para as amostras de plasma humano branco injetadas após a injeção 

da amostra LSQ com as áreas dos picos no cromatograma para a amostra LIQ. Em 

seguida, calcularam-se os percentuais das áreas dos picos interferentes nos 

cromatogramas da amostra branco, em relação às áreas dos picos dos analitos e do 
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PI para amostra LIQ. As respostas correspondentes aos picos interferentes devem ser 

inferiores a 20% da resposta dos analitos e inferiores a 5% da resposta do PI para a 

amostra LIQ (BRASIL, 2012; EMA, 2011, FOOD AND DRUG, 2013). 

 

4.2.4.3 Efeito Matriz 

 

O efeito matriz foi analisado utilizando amostras de plasma previamente processadas 

e adicionadas dos analitos e PI, nos níveis de controle de qualidade de baixa 

concentração (CQB – 150 ng/mL), de média concentração (CQM – 3000 ng/mL) e de 

alta concentração (CQA – 4000 ng/mL). Foram analisadas também amostras em 

solução nos mesmos níveis para comparar se havia ou não o efeito matriz. As 

amostras foram avaliadas conforme a seguinte sequência analítica:  

 

 3 amostras em solução nos níveis CQB, CQM e CQA.  

 3 amostras de plasma normal no nível CQB, adicionadas de analitos pós-

extração;  

 3 amostras distintas de plasma normal no nível CQM, adicionadas de analitos 

pós-extração 

 3 amostras distintas de plasma normal no nível CQA, adicionadas de analitos 

pós-extração 

 

Com os resultados obtidos foram calculados os fatores de matriz normalizado por PI 

(FMN), como descrito na equação: 

 

FMN =
Resposta do analito em matriz /Resposta do PI em matriz

Resposta do anallito em solução/ Resposta do PI em solução
 

 

O coeficiente de variação (CV) dos FMNs relativos a todas as amostras foi 

determinado, sendo que a normatização estabelece que não há efeito matriz (ou que 

o efeito matriz é corrigido pelo padrão interno) se o CV calculado for inferior a 15,0% 

(BRASIL, 2012). 
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4.2.4.4 Recuperação 

 

Esse parâmetro foi avaliado segundo o Guia de Validação de Métodos Bioanalíticos 

do FDA (FDA, 2013), uma vez que esse parâmetro não é contemplado pela RDC nº 

27/2012. Foram comparadas as respostas de amostras de plasma humano branco 

fortificadas de lumefantrina, desbutil-lumefantrina e PI com amostras desses analitos 

em solução, nos mesmos níveis, conforme a sequência abaixo:  

 

 5 injeções de amostra CQB em solução;  

 5 injeções de amostra CQM em solução;  

 5 injeções de amostra CQA em solução;  

 5 amostras de CQB em plasma branco;  

 5 amostras de CQM em plasma branco;  

 5 amostras de CQA em plasma branco;  

 

Uma vez que o procedimento de preparo de amostras promove uma diluição de 1:2 

na concentração inicial de analito e PI, na etapa de precipitação de proteínas, foi 

necessário o uso de fator de correção nos cálculos de recuperação, conforme a 

equação:  

 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 𝑥 200

á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜
  

 

4.2.4.5 Linearidade 

 

Para avaliação da linearidade, foram construídas 3 curvas de calibração, incluindo 

amostras branco (sem adição de analito e PI), amostras zero (amostras somente com 

adição de PI) e 9 amostras de diferentes concentrações de lumefantrina e desbutil-

lumefantrina, na faixa de 50 a 5000 ng/mL de cada uma, adicionadas de diazepam em 

uma concentração fixa (5000 ng/mL). A faixa de 50 a 5000 ng/mL foi determinada 

baseando-se nas faixas adotadas em outros trabalhos e nos estudos farmacocinéticos 

para lumefantrina, como César (2009) e Ezzet et al. (2000).  
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Foram preparadas três replicatas independentes de cinco soluções estoque, duas de 

lumefantrina, duas de desbutil-lumefantrina e uma de diazepam. Essas soluções 

foram sucessivamente diluídas, em diferentes concentrações, na fase móvel, 

conforme Tabela 26. As soluções estoque foram preparadas conforme descrito a 

seguir: 

 

Solução estoque de lumefantrina a 500 µg/mL (SEL1): pesaram-se exatamente 2,50 

mg de lumefantrina SQR e transferiu-se para balão volumétrico de 5 mL. Adicionou-

se 1 mL de uma solução de metanol com ácido acético 1% seguido por 2 mL de fase 

móvel submeteu-se ao ultrassom por 5 minutos, para completa solubilização. 

Completou-se o volume do balão com fase móvel e homogeneizou-se. 

 

Solução estoque de lumefantrina a 50 µg/mL (SEL2): transferiram-se 500 µL da SEL1 

para balão volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com fase móvel e 

homogeneizou-se. 

 

Solução estoque de desbutil-lumefantrina a 500 µg/mL (SED1): pesaram-se 

exatamente 2,50 mg de desbutil-lumefantrina SQR e transferiu-se para balão 

volumétrico de 5 mL. Adicionou-se 1 mL de uma solução de metanol com ácido acético 

1% seguido por 2 mL de fase móvel submeteu-se ao ultrassom por 5 minutos, para 

completa solubilização. Completou-se o volume do balão com fase móvel e 

homogeneizou-se. 

 

Solução estoque de desbutil-lumefantrina a 50 µg/mL (SED2): transferiram-se 500 µL 

da SED1 para balão volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com fase móvel e 

homogeneizou-se. 

 

Solução estoque de diazepam a 500 µg/mL (SEDZ): pesaram-se exatamente 2,50 mg 

de diazepam SQR e transferiu-se para balão volumétrico de 5 mL. Adicionou-se 1 mL 

de uma solução de metanol com ácido acético 1% seguido por 2 mL de fase móvel 

submeteu-se ao ultrassom por 5 minutos, para completa solubilização. Completou-se 

o volume do balão com fase móvel e homogeneizou-se. 
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Tabela 26 – Procedimento de diluição das soluções estoque para avaliação do parâmetro de 
linearidade. 

Soluções 
Concentração  

(ng/mL) 
Volume 

de SEL (µL) 
Volume 

de SED (µL) 
Volume 

de SEDZ (µL) 
Volume final 

(mL) 

S1 625 63 SEL2 63 SED2 250 5 

S2 1250 125 SEL2 125 SED2 250 5 

S3 3125 310 SEL2 310 SED2 250 5 

S4 6250 625 SEL2 625 SED2 250 5 

S5 12500 125 SEL1 125 SEL1 250 5 

S6 25000 250 SEL1 250 SEL1  250 5 

S7 37500 375 SEL1 375 SEL1 250 5 

S8 50000 500 SEL1 500 SEL1 250 5 

S9 62500 625 SEL1 625 SEL1 250 5 

 

O preparo das soluções estoques de concentrações diferentes (Tabela 26) se 

justificou para que se adicionassem volumes iguais entre os diferentes níveis de 

concentração, garantindo que as características da matriz biológica se mantivessem 

similares. Em seguida, 20 µL das soluções S1 a S9 da Tabela 20 foram transferidos 

para eppendorfs de 250 µL, e adicionados 80 µL de plasma branco em cada 

eppendorf, em duplicata, totalizando um volume final de 100 µL por amostra 

preparada. Considerando que a dessorção dos analitos foi realizada em 250 µL de 

solvente, as concentrações finais injetadas no cromatógrafo foram de 50 a 5000 

ng/mL, conforme a Tabela 27:  

 
Tabela 27 – Massa de cada analito nos eppendorfs de extração e a concentração teórica de 
cada vial após a dessorção do analito em 250 µL de fase móvel. 

Soluções da tabela 
20 

Massa de cada analito em 
cada eppendorf (ng)* 

Concentração teórica de cada 
analito no vial (ng/mL) 

S1 12,5 50 

S2 25 100 

S3 62,5 250 

S4 125 500 

S5 250 1000 

S6 500 2000 

S7 750 3000 

S8 1000 4000 

S9 1250 5000 

*a massa do PI em cada eppendorf foi de 500 ng. Os valores de massa são de lumefantrina 
e desbutil-lumefantrina separadamente. 
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A resposta avaliada para a construção das curvas analíticas foi a razão entre a área 

do pico para a lumefantrina ou desbutil-lumefantrina e a área do pico para o diazepam. 

No gráfico foram plotados a resposta versus a concentração de lumefantrina e 

desbutil-lumefantrina, sendo obtidas equações da reta para cada curva. As amostras 

brancas e as amostras zero não fizeram parte da construção da curva de calibração, 

entretanto foram empregadas na verificação da presença de picos interferentes 

(amostras branco) e na avaliação das respostas para o diazepam obtidas para as 

amostras zero, de maneira a se comparar se essas respostas se aproximavam das 

respostas para PI nos demais níveis de concentração.  

 

Os pontos da curva que apresentaram desvio maior que 20% em relação à 

concentração nominal, para as amostras LIQ, e maior que 15% em relação à 

concentração nominal, para os outros pontos da curva, foram excluídos, não sendo 

utilizados para a determinação da equação da reta. Considerou-se aprovada uma 

curva quando pelo menos 75% dos pontos apresentaram desvios inferiores aos 

mencionados e pelo menos 6 níveis de concentração foram aprovados, incluindo as 

amostras LIQ e LSQ. A RDC nº 27/2012 preconiza que a variância dos resíduos seja 

constante no intervalo de quantificação contemplado pelo método, pois, caso 

contrário, deve-se utilizar fator de ponderação que propicie a menor soma dos desvios 

em relação às concentrações nominais.  

 

4.2.4.6 Precisão e exatidão 

 

Os parâmetros precisão e exatidão foram avaliados concomitantemente à 

determinação da linearidade. Dessa maneira, foram analisadas as três curvas de 

calibração simultaneamente às corridas para precisão e exatidão, sendo cada corrida 

em um dia diferente. Os ensaios foram realizados em cinco replicatas do LIQ e cinco 

replicatas dos controles de qualidade CQB, CQM e CQA e controle de qualidade de 

diluição (CQD).  

 

O CQB foi definido como 150 ng/mL, concentração três vezes maior do que a 

concentração das amostras LIQ, enquanto o CQM foi estabelecido como 2000 ng/mL, 

aproximadamente a média entre LIQ e LSQ, e o CQA como 4000 ng/mL, concentração 

que representa aproximadamente 75% da concentração do LSQ. Por fim, o CQD foi 
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estipulado como 8000 ng/mL, concentração superior ao LSQ, de modo que um 

procedimento de diluição de 1:1 em plasma branco produz concentração similar ao 

CQA. O preparo desses controles de qualidade foi realizado como descrito para o 

preparo das soluções da curva de calibração, por meio de diluições de soluções 

estoques de lumefantrina, desbutil-lumefantrina e diazepam em plasma (Tabelas 20 

e 21).  

 

A avaliação da precisão se deu pela determinação do DPR entre os resultados, para 

cada nível de concentração, definindo-se como limites valores de DPR de no máximo 

15% para os controles de qualidade e de no máximo 20% para o LIQ. Já para 

avaliação da exatidão, foram estimados erros padrão relativos (EPR), comparando-se 

a concentração experimental determinada, para cada nível, com o respectivo valor 

nominal, segundo a equação:  

 

𝐸𝑃𝑅 (%) =  
𝐶𝑀𝐷 − 𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙  

𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙
 𝑥 100 

 

Em que 𝐶𝑀𝐷 = concentração média determinada e 𝐶𝑛𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙 = concentração nominal.  

 

Não se admitem EPR fora da faixa de ± 15% do valor nominal, com exceção de 

amostras LIQ, para as quais não se admitem EPR fora da faixa de ± 20%, de acordo 

com a legislação vigente (BRASIL, 2012). 

 

4.2.4.7 Estabilidade dos analitos em plasma 

 

O estudo de estabilidade dos analitos em plasma foi avaliado em triplicata, nas 

concentrações de controle de qualidade baixa (CQB) e alta (CQA). Os ensaios foram 

conduzidos de forma que simulassem as condições reais de armazenamento, preparo 

e análise das amostras. As faixas de tempo de cada estudo foram propostas em 

função do tempo em que as amostras dos voluntários poderiam estar expostas a 

diferentes condições de temperatura e em função da rotina de funcionamento dos 

equipamentos no laboratório. 
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Para avaliação da estabilidade de curta duração (ECD), as amostras permaneceram 

em temperatura ambiente (23 ± 2 °C), em bancada, por 8 horas, tempo superior ao 

que as amostras de voluntários foram mantidas durante o preparo. Para a avaliação 

da estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento (ECC), as amostras 

foram inicialmente congeladas a -80 °C por 24 horas. Em seguida, procedeu-se ao 

descongelamento das amostras, a temperatura ambiente, por aproximadamente 2 

horas, sendo novamente congeladas por mais 24 horas. O procedimento se repetiu 

por mais 2 vezes, completando-se 3 ciclos de congelamento e descongelamento, 

quando as amostras foram descongeladas, processadas e analisadas, em duplicata. 

 

Para a avaliação da estabilidade pós processamento (EPP), as amostras, após 

processamento, foram mantidas na bandeja do amostrador do cromatógrafo, a 4 °C, 

por 72 horas, tempo superior ao tempo compreendido entre o preparo das amostras 

e o final da corrida analítica, sendo posteriormente analisadas, em duplicata.  

 

Finalmente, para a avaliação da estabilidade de longa duração (ELD), as amostras de 

plasma contendo os analitos foram inicialmente congeladas a -80 °C por 15 dias, 

tempo superior ao intervalo entre a coleta da primeira amostra e análise da última 

amostra de voluntários. Em seguida, as amostras foram descongeladas, processadas 

e analisadas, em duplicata.  

 

As amostras foram consideradas estáveis quando não apresentaram desvio superior 

a 15% da média de todas as concentrações obtidas quando comparadas à 

concentração nominal (BRASIL, 2012).  

 

4.2.4.8 Estabilidade dos analitos em solução 

 

A estabilidade dos analitos em solução foi determinada em temperatura ambiente (25 

± 2 °C) e em geladeira (5 ± 2 °C) por 15 dias. Foram preparadas, em duplicata, 

soluções contendo em um mesmo balão lumefantrina, desbutil-lumefantrina e 

diazepam a 5000 ng/mL, em fase móvel (acetonitrila e TFA 0,05% - 68:32). As 

soluções preparadas foram filtradas em membranas de 0,45 μm para 3 vials cada, 

identificados por H, B e G. Os vials H de cada solução foram imediatamente avaliados, 

em triplicata. Os vials B foram armazenados em bancada, a temperatura ambiente (25 
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± 2 °C), enquanto os vials G foram armazenados em geladeira, a 5 ± 2 °C, ambos por 

15 dias. Após esse prazo, os vials B e G foram analisados, em triplicata. Para verificar 

a estabilidade, calculou-se o desvio entre a média das respostas dos analitos para 

soluções em estudo (vials B ou G) com a média das respostas para soluções recém-

preparadas (vials H), conforme equação abaixo. Foram consideradas estáveis as 

soluções cujos desvios calculados não ultrapassaram os 10% (BRASIL, 2012). 

 

𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 (%) =
á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝐵 𝑜𝑢 𝐺 − á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎𝐴 𝑥 100

á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎𝐴
  

 

4.2.5 Aplicação do método bioanalítico desenvolvido e validado na análise de 

amostras de voluntários 

 

As amostras de plasma para a avaliação do método bioanalítico desenvolvido e 

validado foram coletadas seguindo o mesmo protocolo descrito no item 4.1.4. Os 

critérios de seleção dos voluntários foram: voluntários sadios, entre 18 e 60 anos, que 

não estavam fazendo uso de nenhum medicamento antimalárico. Foram 

administrados quatro comprimidos de lumefantrina (Macleods Pharmaceuticals, 

Mumbai, validade: 07/2020), correspondente a dose utilizada na terapêutica da 

malária na clínica, com leite integral. Como a lumefantrina é um fármaco lipofílico, a 

administração com leite aumenta sua biodisponibilidade (PINHEIRO, 2013). A coleta 

de sangue foi realizada em ponto único, 6 horas após a administração, tempo 

correspondente à concentração plasmática máxima de lumefantrina (NOELD, 2001). 

As amostras coletadas foram imediatamente centrifugadas, o plasma foi separado e 

congelado a -80 ºC até o momento do processamento e análise. As amostras foram 

analisadas em quadruplicata, simultaneamente a uma curva de calibração. As 

concentrações plasmáticas de lumefantrina foram determinadas de acordo com a 

equação obtida na curva analítica.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 Desenvolvimento e otimização do método bioanalítico para quantificação de 

lumefantrina e desbutil-lumefantrina empregando MEPS e CLAE-DAD 

 

A utilização de padrão interno (PI) permite a obtenção de resultados precisos e exatos, 

e é indicada especialmente na análise de amostras complexas, que requerem uma 

etapa mais elaborada de preparo de amostra. Um padrão interno deve possuir as 

seguintes características: comportamento químico similar ao do(s) analito(s) nos 

processos de extração e preparo da amostra, ser compatível, não reagir, nem 

degradar os analitos em estudo, não estar presente previamente na amostra a ser 

analisada, sendo preferencialmente relacionado ao analito em estudo. (SNYDER et 

al., 1997; CÉSAR et al., 2011; KHALIL et al., 2011; SETHI et al., 2011; KHUDA et al., 

2014; DA SILVA et al., 2018). Dentre todas as substâncias testadas como PI, aquela 

que apresentou melhores resultados em relação ao tempo de retenção, 

compatibilidade, resolução cromatográfica, disponibilidade e comprimento de onda de 

absorção foi o diazepam. 

 

Em seguida, foi avaliado e selecionado o comprimento de onda de detecção de 305 

nm, devido à seletividade e sensibilidade adequadas tanto para lumefantrina e 

desbutil-lumefantrina, quanto para o PI.  

 

Dentre as colunas cromatográficas testadas, aquela que apresentou melhor 

desempenho foi a Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm x 5 µm), pois apresentou 

pico mais finos e simétricos, com resolução adequada, com um tempo total de corrida 

de 7 minutos. 

 

Na composição da fase móvel, a proporção acetonitrila: TFA 0,05% (80:20) não se 

mostrou adequada devido à baixa retenção dos analitos. A troca do solvente por 

metanol provocou uma retenção muito alta da lumefantrina e picos assimétricos da 

desbutil-lumefantrina em todas as proporções testadas, de forma que esse solvente 

foi descartado do método. O teste com tampão acetato também não forneceu 

resultados satisfatórios, exibindo picos da desbutil-lumefantrina também assimétricos. 

Assim, voltou-se a otimização para as diferentes proporções de acetonitrila e TFA. 
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As diferentes concentrações de TFA testadas não produziram grandes impactos na 

separação cromatográfica e, portanto, optou-se por utilizar uma concentração mais 

baixa do ácido, definindo-se 0,05% como a melhor condição. Essa concentração de 

ácido produziu uma fase móvel com pH 2,8. A acidifição da fase móvel é importante, 

porque os analitos em estudo possuem uma estrutura grande e lipofílica, dessa forma 

em colunas C18, que possuem fase estacionária também com cáracter lipofílico, 

essas substâncias são fortemente retidas. Para evitar a retenção excessiva dos 

analitos a fase móvel foi acidificada, pois como tanto a lumefantrina (pka 9,78) quanto 

a desbutil-lumefantrina são fármacos básicos fracos, a acidificação do meio promove 

a protonação dessas substâncias, diminuindo sua lipofilicidade e sua retenção na 

coluna C18. 

 

A proporção da fase móvel que forneceu um resultado satisfatório em relação à 

retenção e separação dos picos foi aquela contendo acetonitrila e TFA 0,05% (70:30). 

Assim, foi feito um ajuste fino da proporção entre 65:35 até 70:30, encontrando-se 

como melhor resultado a proporção 68:32. Porcentagens menores do que 65% de 

acetonitrila provocaram grande retenção da lumefantrina e alargamento de picos, 

enquanto valores maiores do que 70% provocavam coeluição dos picos de desbutil-

lumefantrina e PI, além de reduzir muito o tempo de retenção dos analitos, fazendo 

com que os mesmos apresentassem tempos de retenção próximos do tempo morto. 

 

O método desenvolvido se mostrou eficiente e rápido. A separação dos dois analitos, 

lumefantrina e seu metabólito, e do PI ocorreu em 7 minutos, um tempo de corrida 

adequado (Figura 25). Além disso, os parâmetros cromatográficos avaliados para 

desbutil-lumefantrina, diazepam e lumefantrina em relação à assimetria (1,38; 1,32 e 

1,34), resolução (5,80 entre o pico da desbutil-lumefantrina e diazepam; 4,45 entre o 

pico de diazepam e lumefantrina), número de pratos teóricos (11946,15954 e 8077) e 

tempo de retenção (3,56; 4,34 e 5,16 min), foram satisfatórios. 
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Figura 25 – Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a separação de lumefantrina e seu metabólito, 
empregando coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm); fase móvel composta por acetonitrila e TFA 0,05% 
(68:32); detecção em 305 nm; fluxo de 1 mL/min e volume de injeção de 25 µL. DL = debutil-
lumefantrina, DZ = diazepam e LF = lumefantrina. 

 

As curvas de calibração, obtidas para verificar a linearidade inicial do método e avaliar 

a extração demonstraram-se adequadas ao objetivo proposto (Figura 26). Tanto a 

curva de lumefantrina quanto a de desbutil-lumefantrina apresentaram resultados 

ideais para os parâmetros de regressão da curva (Tabela 28). O F de significância 

para as duas curvas (4,64 x 10-37 e 2,65 x 10-36) foi muito inferior ao valor de α (0,05), 

demonstrando que a hipótese nula pode ser rejeitada e que, portanto, a regressão é 

estatisticamente significativa. Além disso, o coeficiente de correlação para as duas 

curvas (0,9993 e 0,9992) apresentou um valor maior que 0,99, confirmando o caráter 

linear do método. 

 

Tabela 28 – Parâmetros de regressão para as curvas de calibração desenvolvidas para quantificação 
da lumefantrina e desbutil-lumefantrina em plasma humano. 

Parâmetros da regressão Lumefantrina Desbutil-lumefantrina 

Coeficiente de determinação (R2) 0,9986 0,9983 

Coeficiente de correlação (R) 0,9993 0,9992 

Inclinação ± desvio padrão 0,0037 ± 0,0003 0,0033 ± 0,0003 

Intercepto ± desvio padrão 0,2000 ± 0,0707 0,1195  ± 0,0520 

F de significância 4,64 x 10-37 2,65 x 10-36 

Faixa de concentração (ng/mL) 50 – 5000 50 – 5000 

Número de pontos 9 9 
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Figura 26 – Curvas de calibração para a lumefantrina (LF) e a desbutil-lumefantrina (DL) para avalição 
prévia da linearidade do método desenvolvido para a quantificação desses fármacos em plasma 
humano. 

 

A recuperação dos analitos foi a variável usada como resposta na avaliação dos 

planejamentos experimentais na etapa de preparo de amostras empregando MEPS. 

Os valores de recuperação para a lumefantrina e seu metabólito em cada experimento 

do PFF 24-1 são apresentados na Tabela 29.  Dente os parâmetros testados, apenas 

o volume de amostra tomado (X1) foi estatisticamente significativo (Figura 27), sendo 

obtidas recuperações superiores a 90% quando se empregou 100 µL como volume 

inicial de amostra. Os demais parâmetros, volume da amostra por aspiração (X2) e 

número de ciclos de aspiração e ejeção (X3), não influenciaram de forma significativa 

a resposta do teste.  

 

Tabela 29 - Recuperação obtida em cada experimento do PFF 23-1 para a lumefantrina e para a desbutil-
lumefantrina em solução, por meio da MEPS. X1 = volume inicial da amostra, X2 = volume por aspiração 
e X3 = número de ciclos de aspiração. 

Experimentos 
Variáveis 

X1 (µL) X2 (µL) X3 Recuperação LF (%) Recuperação DL (%) 

4 400 100 15 50,93 50,83 

7 250 70 10 57,98 57,69 

6 250 70 10 59,31 59,66 

2 400 40 5 48,85 48,05 

3 100 100 5 93,96 94,92 

5 250 70 10 60,62 60,88 

1 100 40 15 95,43 95,70 
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Figura 27 – Gráfico de pareto obtidos pelo PFF 23-1 demonstrando a influência das variáveis (X1, X2 e 
X3) na etapa de extração em meio aquaso da lumefantrina (esquerda) e desbutil-lumefantrina (direita). 

 

A otimização da dessorção demonstrou que o melhor solvente para essa etapa foi a 

acetonitrila, visto sua efetividade em dessorver os analitos do cartucho. Para a 

lavagem, foram utilizados metanol e água, pois a acidificação da solução poderia 

favorecer a dessorção do analito, visto que a lumefantrina em meio ácido se encontra 

protonada e interage menos com a fase estacionária C18 do cartucho de extração. 

Dessa forma, foi estabelecido o procedimento de lavagem com metanol e água 

(10:90). Por fim, a acetonitrila não foi considerada na lavagem, pois durante o 

desenvolvimento do método cromatográfico observou-se que esse solvente 

demonstrava maior poder de eluição dos analitos e, consequentemente, poderia 

promover perda do analito no processo de lavagem durante a extração. 

 

Finalmente, o processo de lavagem do cartucho após os procedimentos de extração 

e dessorção foi determinado por referências da literatura científica como Altun e Abdel 

(2008). Segundo esse trabalho, procedimentos de lavagem com metanol com 

repetições de 4 a 5 vezes promovem a limpeza do cartucho com um efeito residual de 

0,1%. Dessa forma, para evitar esse efeito e garantir uma efetiva limpeza do cartucho, 

foi trocado o solvente metanol por acetonitrila e TFA 0,05% (90:10) com repetições de 

10 vezes. Como citado acima, a acetonitrila e o TFA 0,05% solubilizam e eluem melhor 

os analitos, assegurando a limpeza do cartucho. 
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Assim, acetonitrila foi o solvente escolhido para a eluição dos analitos por ser o 

solvente constituinte da fase móvel e porque demonstrou melhor capacidade de 

solubilizá-los comparada ao metanol. 

 

Após estes testes preliminares em meio aquoso, foi feito em seguida um PFF4-1 para 

avaliar a extração em plasma dos mesmos analitos avaliados em meio aquoso. Nestes 

experimentos, foi adicionado mais um fator de avaliação, a diluição da amostra, para 

verificar a necessidade da etapa de precipitação de proteína. Entretanto, o teste inicial 

demonstrou ser inviável extrair os analitos com os cartuchos de C18 sem a 

precipitação, pois nas cinco primeiras tentativas, um dos cartuchos entupiu 

completamente. Dessa maneira, a precitação de proteínas foi necessária para se 

aplicar a técnica. 

 

Os resultados dos testes feitos em plasma estão resumidos na Tabela 20. O diagrama 

de pareto para os testes em plasma (Figura 28) também demonstra que o parâmetro 

mais importante foi o volume de amostra utilizado e que os demais parâmetros não 

influenciam de forma significativa a extração dos fármacos. É possível observar 

também que em comparação ao meio aquoso, os demais parâmetros apresentaram 

valores mais expressivos, mas não significativos a ponto de ultrapassar o valor de p 

estabelecido (0,05). Além disso, as curvas de nível (Figura 29) também demonstram 

que um volume de 100 µL fornece a recuperação adequada dos analitos, além de 

indicar que não há uma interação muito pronunciada entre as variáveis, devido às 

características de paralelismo nas curvas de nível obtidas. 
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Tabela 30 – Recuperação obtida em cada experimento do PFF 23-1 para a lumefantrina e para a 
desbutil-lumefantrina em amostras de plasma, por meio da MEPS. X1 = volume inicial da amostra, X2 
= diluição da amostra e X3 = volume por aspiração, X4 = número de ciclos de aspiração. 

Experimentos 

Variáveis 

X1 (µL) X2 X3 (µL) X4 
Recuperação 

LF (%) 
Recuperação 

DL (%) 

10 400 1:3 40 15 38,93 38,37 

18 250 1:2 70 10 65,42 61,41 

19 250 1:2 70 10 60,37 60,66 

3 100 1:1 40 5 91,48 94,16 

8 400 1:1 100 5 48,55 47,82 

5 100 1:3 100 5 92,23 90,64 

4 400 1:1 40 5 49,05 48,64 

13 100 1:3 100 15 95,73 90,35 

17 250 1:2 70 10 61,69 62,39 

14 400 1:3 100 15 49,48 48,82 

12 400 1:1 40 15 51,53 51,43 

9 100 1:1 40 15 95,53 96,24 

1 100 1:1 40 5 88,74 92,90 

2 400 1:3 40 5 49,04 49,12 

16 400 1:1 100 15 49,36 49,06 

15 100 1:1 100 15 97,72 97,71 

11 100 1:1 40 15 97,72 92,40 

7 100 1:1 100 5 91,93 90,00 

6 400 1:3 100 5 52,75 51,88 

 

 
Figura 28 - Gráfico de pareto obtidos pelo PFF 24-1 mostrando as variáveis (X1, X2, X3 e X4) que 

afetam a etapa de extração em plasma da lumefantrina (esquerda) e desbutil-lumefantrina (direita). 
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Figura 29 – Curvas de nível obtidas pelos experimentos PFF 24-1 para avaliação da extração em 

plasma da lumefantrina e desbutil-lumefantrina, demonstrando a relação entre número de ciclos de 
aspiração e volume de amostra, e entre volume por aspiração e volume de amostra. 

 

Os demais parâmetros foram definidos de acordo com a maior praticidade, uma vez 

que fornececiam uma boa recuperação, sem tornar a extração demorada. Dessa 

maneira, o número de ciclos, a diluição da amostra e o volume de aspiração foram 10, 

1:1 e 70 µL, respectivamente. Por fim, o método completo de extração consistiu nos 

seguintes procedimentos (Figura 30):  

 diluição 1:1 e precipitação das proteínas da amostra com ácido perclórico 0,2%, 

centrifugação e coleta do sobrenadante (100 µL);  

 extração dos analitos pelo cartucho MEPS com 10 ciclos de aspiração 

contendo 70 µL de amostra por ciclo;  

 lavagem do cartucho com metanol: água (10:90); 

 dessorção dos analitos retidos no cartucho com acetonitrila:TFA 0,05% (90:10) 

diretamente para vial em 5 ciclos de 50 µL do solvente de dessorção.  
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Figura 30 - Procedimento otimizado de extração dos analitos por MEPS para o parâmetro de 
linearidade. 

 

5.2 Validação do método bioanalítico para quantificação de lumefantrina e 

desbutil-lumefantrina, empregando MEPS e CLAE-DAD 

 

5.2.1 Seletividade 

 

Os cromatogramas obtidos para as seis amostras de plasma branco, sendo 4 

amostras normais, uma hemolisada e uma lipêmica, foram sobrepostos ao 

cromatograma das amostras LIQ, com a finalidade de identificar possíveis picos 

interferente que pudessem estar presentes nas amostras biológicas (Figura 31). A 

análise visual dos cromatogramas sugere que a maior parte dos picos interferentes se 

encontram próximos ao tempo morto. Foram observados, entretanto, pequenos picos 

interferentes nos mesmos tempos de retenção dos analitos e PI, em maiores ou 

menores proporções, comuns nas seis amostras de plasma branco utilizadas nos 

ensaios. 

 



 

 

145 Capítulo 2 – Resultados e discussão 

 

Figura 31 – Cromatogramas para a amostra LIQ e as amostras branco para o parâmetro de 
seletividade, demonstrando a sobreposição dos cromatogramas e o zoom na porção inferior do mesmo 
para a avaliação de possíveis inteferentes presentes na matriz biológica. DL: desbutil-lumefantrina, DZ: 
diazepam, LF: lumefantrina. 

 

Os percentuais de resposta dos picos interferentes nos tempos de retenção dos 

analitos e PI foram calculados para as amostras de plasma branco, em relação às 

áreas encontradas para os analitos e PI na amostra LIQ. Em relação aos interferentes 

no tempo de retenção da desbutil-lumefantrina, foram encontrados percentuais de 

interferência entre 4,83% e 5,64%; para os interferentes no tempo de retenção do 

diazepam, os percentuais encontravam-se na faixa de 0,21% a 0,53%; e para os 

interferentes no tempo de retenção da lumefantrina, foram encontrados percentuais 

de interferência entre 4,28% e 7,23%. Como em nenhuma das amostras de plasma, 

nenhum dos picos interferentes apresentou área superior a 20% em relação à 

resposta para a desbutil-lumefantrina e lumefantrina e superior a 5% em relação à 

resposta do diazepam, nas amostras LIQ, a seletividade do método foi confirmada. 
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A seletividade do método bioanalítico foi avaliada também em relação a outros 

antimaláricos, como amodiaquina e mefloquina, à cafeína, aos analgésicos 

paracetamol e dipirona, e ao anti-helmíntico mebendazol, prováveis interferentes que 

poderiam estar presentes em amostras de voluntários que utilizarem o medicamento. 

Os cromatogramas para cada substância foram sobrepostos ao cromatograma obtido 

a partir da amostra LIQ (Figura 32). Não foram identificados picos interferentes nos 

tempos de retenção dos analitos e PI nos cromatogramas obtidos para as substâncias 

testadas. Dentre os fármacos testados, somente o mebendazol apresentou um pico 

próximo ao pico da desbutil-lumefantrina; as demais substâncias apresentaram tempo 

de retenção relativamente próximo ao tempo morto. 

 

 

Figura 32 – Cromatogramas para avaliação da seletividade do método frente a outros fármacos e 
substâncias que possam eventualmente estar presentes na matriz biológica. Preto = analitos na 
concentração do LIQ e Vermelho = substâncias avaliadas na concentração de 100 μg/mL 

 

5.2.2 Efeito residual  

 

Os cromatogramas sobrepostos e o zoom na porção inferior dos cromatogramas 

obtidos na avaliação do efeito residual podem ser observados na Figura 33. 
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Figura 33 – Cromatogramas para avaliação do efeito residual do método bioanalítico desenvolvido para 
quantificação da lumefantrina e desbutil-lumefantrina em plasma. 

 

Uma análise visual dos cromatogramas demonstrou que não ocorreu surgimento ou 

aumento dos picos nos tempos de retenção correspondentes aos analitos e ao PI. Os 

picos interferentes observados haviam sido detectados anteriormente, na avaliação 

do parâmetro de seletividade. Apesar dos sinais dos interferentes aparentarem serem 

significativos, cabe ressaltar que a lumefantrina se encontra no limite inferior de 

quantificação estabelecido para o método. Foram determinadas as áreas desses picos 

interferentes e os percentuais de interferência, iguais a 4,57%; 5,69% e 0,26%, para 

desbutil-lumefantrina, lumefantrina e diazepam, respectivamente, não ultrapassaram 

os limites de 20% da resposta do analito e 5% da resposta do PI, em comparação à 

amostra LIQ. Com isso, comprova-se que não há efeito residual no método proposto, 

isto é, a solução de lavagem da agulha do autoinjetor e do loop do equipamento, que 

consiste em uma mistura de metanol e ácido acético a 1%, mostrou-se adequada para 

lavagem das vias e controle do efeito residual. 

 

5.2.3 Efeito matriz 
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Os resultados encontrados para FMN e para CV para amostras CQB, CQM e CQA 

estão descritos na Tabela 31. 

 

Tabela 31 – Fator matriz normalizado para os níveis de concentração CQB, CQM e CQA para avaliação 
do efeito matriz do método bioanalítico desenvolvido para quantificação de lumefantrina e seu 
metabólito em plasma. 

Replicata 

Fator matriz normalizado (FMN) 

CQB CQM CQA 

DL LF DL LF DL LF 

1 0,64 0,85 0,79 0,89 0,99 1,01 

2 0,65 0,85 0,79 0,88 1,00 1,01 

3 0,65 0,84 0,80 0,88 1,00 1,01 

Média FMN 0,65 0,84 0,79 0,88 1,00 1,01 

CV (%) 0,69 0,62 0,68 0,66 0,29 0,23 

 

O método bioanalítico desenvolvido não exibiu efeito matriz significativo ou o efeito 

matriz exibido foi compensado pelo PI escolhido, uma vez que o CV geral foi inferior 

ao limite estabelecido de 15%. Porém, não se pode garantir que não há efeito matriz 

absoluto, isso porque o FMN leva em consideração a capacidade que o PI tem de 

corrigir um eventual efeito matriz sobre o analito assegurando, portanto, precisão e 

exatidão adequadas.  

 

Apesar de o efeito matriz ser um parâmetro de validação comumente avaliado quando 

espectrometria de massas é utilizada como método de detecção, optou-se por avaliar 

também este parâmetro na validação do método bioanlítico desenvolvido com 

detecção ultravioleta, para confirmar ausência de interferências na absorvância e na 

resposta do método decorrentes da matriz. De acordo com os resultados obtidos, 

verificou-se ausência de alterações ou interferências pela matriz, nas três 

concentrações avaliadas.  

 

5.2.4 Recuperação  

 

O parâmetro recuperação não é preconizado pela RDC nº 27/2012 da ANVISA; dessa 

maneira, o parâmetro foi avaliado de acordo com o Guia de Validação de Métodos 

Bioanalíticos do FDA. A recuperação foi determinada pela comparação de respostas 

de amostras preparadas em plasma, nos níveis CQB, CQM e CQA, com respostas 
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para analitos e PI em solução, em quintuplicata, sendo determinados os percentuais 

de recuperação, conforme Tabela 32. 

 

Tabela 32 – Resultados para o parâmetro recuperação para o método bioanalítico desenvolvido para 
quantificar lumefantrina e seu metabólito em plasma. 

Replicata 

Recuperação (%) 

CQB (150 ng/mL) CQM (2000 ng/mL) CQA (4000 ng/mL) 

DL DZ LF DL DZ LF DL DZ LF 

1 95,01 98,10 95,09 88,85 95,27 98,62 99,49 98,89 98,97 

2 98,23 98,44 92,03 91,20 99,23 91,96 98,31 98,74 99,07 

3 92,97 98,47 98,96 92,48 91,39 86,68 99,64 90,65 98,05 

4 98,04 88,62 95,07 98,42 92,70 94,29 98,43 91,68 99,24 

5 98,11 88,44 95,16 90,85 96,13 89,25 99,20 95,86 99,46 

Média 96,47 94,41 95,26 92,36 94,94 92,16 99,01 95,16 98,96 

CV (%) 2,46 5,69 2,58 3,93 3,23 5,00 0,62 4,06 0,55 

 

Os percentuais de recuperação médios de desbutil-lumefantrina encontrados 

variaram entre 92,36% e 99,01%. Para a lumefantrina, os percentuais médios 

variaram entre 92,16% e 98,96% e para o PI a média de recuperação ficou entre 

94,41% e 95,16%. Os resultados podem ser considerados altos e, portanto, 

satisfatórios para os analitos e PI. Apesar de não serem exigidas recuperações 

próximas a 100%, os elevados valores obtidos refletem a eficiência do método de 

extração desenvolvido e contribuem para a sensibilidade do método de detecção.  

 

5.2.5 Linearidade 

 

A linearidade foi avaliada construindo-se três curvas de calibração independentes, no 

intervalo de 50 a 5000 ng/mL para desbutil-lumefantrina e lumefantrina, mantendo-se 

fixa a concentração de diazepam, a 2000 ng/mL. Os resultados, expressos como a 

razão entre a área do pico do analito pela área do pico de PI, foram plotados em 

relação à concentração do analito, em gráficos de dispersão para cada curva, sendo 

obtidas ainda equações da reta e desvios em relação à concentração nominal 

(Tabelas 33 e 34). Os gráficos de dispersão entre razão das áreas por concentração 

de lumefantrina são apresentados na Figura 34. 
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Figura 34: Curvas de calibração para o parâmetro linearidade dos analitos lumefantrina (LF) e desbutil-
lumefantrina (DL). 

 

Os parâmetros de regressão linear para as curvas de calibração são apresentados na 

Tabela 33. O método dos mínimos quadrados ordinários foi empregado para 

determinação da regressão e não foi realizado ponderação dos valores da curva. Os 

coeficientes de correlação e determinação foram superiores a 0,99 para as três 

curvas, indicando que mais que 99% da resposta medida é atribuída a variações na 

concentração do analito. Esse resultado demonstra ainda a qualidade do ajuste dos 

pontos à reta. Foram encontrados coeficientes angulares e lineares muito similares 

entre as três curvas, mesmo tendo sido preparadas em três dias diferentes. 

 

Tabela 33 – Parâmetros da regressão para as curvas de calibração construídas para avaliação da 
linearidade do método bioanalítico desenvolvido para quantificação de lumefantrina e seu metabólito 
em plasma. 

Parâmetros da regressão Lumefantrina Desbutil-lumefantrina 

Coeficiente de determinação (R2) 0,9999 0,9975 

Coeficiente de correlação (R) 0,9999 0,9987 

Inclinação ± desvio padrão 0,0006 ± 1,44 x 10-6 0,0005 ± 3,21 x 10-6 

Intercepto ± desvio padrão 0,0090 ± 0,0033 0,0010 ± 0,0077 

F de significação 3,45 x 10-92 3,73 x 10-69 

Faixa de concentração (ng/mL) 50-5000 50-5000 

Número de pontos 9 9 
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Tabela 34 – Desvios calculados para as três curvas de calibração construídas em três dias diferentes para avaliação da lineariadade do método desenvolvido 
para quantificação de lumefantrina e desbutil-lumefantrina em plasma. 

Concentração nominal  
(ng/mL) 

Curva dia 1 Curva dia 2 Curva dia 3 

Concentração real 
(ng/mL) 

Desvio (%) 
Concentração real 

(ng/mL) 
Desvio (%) 

Concentração real 
(ng/mL) 

Desvio (%) 

DL LF DL LF DL LF DL LF DL LF DL LF 

50 48,35 47,85 -3,29 -4,30 44,46 46,93 -11,08 -6,14 48,87 48,31 -2,25 -3,38 

100 90,28 99,69 -9,72 -0,31 89,95 95,81 -10,05 -4,19 91,73 103,17 -8,27 6,17 

250 218,78 251,92 -12,49 0,77 219,77 259,29 -12,09 3,72 227,19 240,87 -9,13 -3,65 

500 439,28 520,01 -12,14 4,00 427,40 525,63 -14,52 5,13 446,84 495,70 -10,63 -0,86 

1000 946,59 1060,01 -5,34 6,00 961,18 1098,70 -3,88 3,72 974,19 1107,22 -2,58 10,72 

2000 1955,08 1858,66 -2,25 -7,07 2264,16 1864,83 13,21 5,13 1952,46 1836,01 -2,38 -8,20 

3000 2944,13 2844,87 -1,86 -5,17 2929,67 2792,60 -2,34 9,87 2929,45 2821,72 -2,35 -5,94 

4000 3936,89 3985,87 -1,58 -0,35 3975,62 3771,55 -0,61 -6,76 3968,58 3732,51 -0,79 -6,69 

5000 4782,77 4447,70 -4,34 -11,05 4726,37 4427,11 -5,47 9,87 4768,17 4401,33 -4,64 -11,97 
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A linearidade do método bioanalítico foi comprovada para a faixa entre 50 e 5000 

ng/mL, para as três curvas de calibração, isso porque, para a totalidade dos pontos, 

os desvios calculados não foram superiores a 20% para as amostras LIQ e ou a 15% 

para os demais níveis de concentração analisados, tanto para a lumefantrina quanto 

para a desbutil-lumefantrina. Além disso, não foram identificados quaisquer picos 

interferentes, nas amostras branco, que apresentassem áreas superiores a 20% da 

área referente ao pico de analito e a 15% da área referente ao pico de PI obtidas para 

amostras LIQ, nos respectivos tempos de retenção de ambos os analitos analisados.  

 

5.2.6 Precisão e exatidão 

 

Os parâmetros precisão e exatidão foram avaliados simultaneamente à curva de 

calibração, para amostras LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD, analisadas em quintuplicata, 

em três corridas analíticas feitas em dias diferentes. Os resultados para as 

concentrações experimentais determinadas, coeficientes de variação e erros padrão 

relativos encontrados para cada dia de análise estão apresentados na Tabela 35. 

 

O método pode ser considerado preciso para quantificação de desbutil-lumefantrina e 

lumefantrina em plasma, pois os valores encontrados para CV nos três dias de análise 

foram inferiores a 20% para LIQ e a 15% para os controles de qualidade. Da mesma 

forma, o método apresentou adequada exatidão, uma vez que os EPR obtidos estão 

dentro da faixa de ± 20% em relação à concentração nominal para o LIQ e de ± 15% 

em relação à concentração nominal para as demais amostras. 

 

Confirmou-se 50 ng/mL como o limite inferior de quantificação do método, pois nesta 

concentração obteve-se precisão e exatidão adequadas, e a razão sinal/ruído 

apresentou-se muito próxima a 10. 
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Tabela 35 – Resultados para o parâmetro de precisão e exatidão para o método desenvolvido para quantificação de lumefantrina e seu metabólito em plasma. 

Lumefantrina 

 Concentração 
Nominal 

LIQ (50 ng/mL) CQB (150 ng/mL) CQM (2000 ng/mL) CQA (4000 ng/mL) CQD (4000 ng/mL) 

  Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3 

Conc. Obtida 
(ng/mL) 

48,77 48,22 44,76 148,95 149,06 146,97 1748,49 1839,55 1820,72 3640,02 3640,45 3568,69 3652,17 3603,89 3645,48 

48,18 48,79 46,52 145,07 148,85 146,03 1766,67 1771,68 1788,67 3667,67 3672,64 3507,16 3528,02 3548,26 3549,29 

46,58 46,58 45,91 144,84 144,84 147,26 1773,62 1787,83 1742,74 3619,53 3613,01 3504,20 3537,53 3539,21 3532,17 

45,54 45,46 44,31 152,18 146,38 145,95 1780,72 1782,23 1750,53 3557,75 3590,33 3649,14 3628,32 3678,88 3564,77 

46,71 48,10 46,71 156,05 148,79 146,62 1779,67 1813,95 1791,62 3642,17 3595,44 3551,48 3674,32 3624,42 3527,90 

Conc. Média (ng/mL) 47,16 47,43 45,64 149,42 147,58 146,57 1769,83 1799,05 1778,86 3625,43 3622,37 3556,13 3604,07 3598,93 3563,92 

Precisão (CV %) 2,76 2,89 2,33 3,20 1,28 0,39 0,74 1,53 1,80 1,14 0,95 1,66 1,86 1,60 1,34 

Exatidão (EPR%) -5,69 -5,14 -8,71 -0,39 -1,61 -2,29 -11,51 -10,05 -11,06 -9,36 -9,44 -11,10 -9,90 -10,03 -10,90 

Precisão Inter-
corrida (CV %) 

3,03 2,05 1,50 1,50 1,58 

Exatidão Inter-
corrida (EPR%) 

-6,51 -1,43 -10,87 -9,97 -10,28 

Desbutil-lumefantrina 

Conc. Obtida 
(ng/mL) 

42,96 43,07 43,59 146,97 147,96 145,41 1987,21 1903,41 1989,97 3958,01 3640,32 3973,10 4057,55 3691,37 3860,24 

43,02 44,11 44,06 145,83 145,75 144,92 1986,54 1903,41 1963,08 3995,21 3829,71 3975,88 3896,76 3725,42 3742,88 

41,28 44,50 43,59 143,93 146,37 146,84 1983,97 1949,44 1962,15 3974,89 3739,50 3997,73 3985,02 3882,76 3770,15 

42,39 42,73 44,13 145,60 147,78 147,91 1993,21 1840,42 1982,33 3988,45 3691,94 4075,19 4026,46 4629,88 3715,63 

43,41 42,39 43,41 147,78 145,80 146,17 1975,50 1860,27 1982,12 3943,13 3727,52 4006,09 4061,78 3788,67 4661,85 

Conc. Média (ng/mL) 42,61 43,36 43,75 146,02 146,73 146,25 1985,29 1891,39 1975,93 3971,94 3725,80 4005,60 4005,51 3943,62 3950,15 

Precisão (CV %) 1,95 2,08 0,73 1,00 0,73 0,81 0,32 2,25 0,64 0,54 1,87 1,03 1,70 9,90 10,17 

Exatidão (EPR%) -14,78 -13,28 -12,49 -2,65 -2,18 -2,50 -0,74 -5,43 -1,20 -0,70 -6,86 0,14 0,14 -1,41 -1,25 

Precisão Inter-
corrida (CV %) 

1,93 0,82 2,55 3,50 7,64 

Exatidão Inter-
corrida (EPR%) 

-13,52 -2,44 -2,46 -2,47 -0,84 
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5.2.7 Estabilidade dos analitos em matriz biológica 

 

A estabilidade da desbutil-lumefantrina, lumefantrina e diazepam foram determinadas 

em plasma por meio de estudos de estabilidade após ciclos de congelamento e 

descongelamento (ECC), de estabilidade de curta duração (ECD), de estabilidade de 

longa duração (ELD) e de estabilidade pós processamento (EPP), em triplicata, para 

amostras CQB e CQA. Os resultados das concentrações determinadas foram 

comparados às concentrações nominais, sendo usados para cálculo dos EPR, 

separadamente, conforme Tabela 36. 

 

Todas as amostras avaliadas apresentaram EPR inferiores a 15,0%, de modo que 

nenhuma concentração determinada se apresentou fora da faixa de ±15% em 

comparação à concentração nominal (Tabela 36). Os maiores EPR encontrados 

ocorreram nas amostras CQA, mas os EPR definidos, entre -3,77 e - 12,87%, ainda 

assim estão dentro da faixa permitida. As variações foram maiores para a desbutil-

lumefantrina do que para a lumefantrina, talvez por ser o metabólito menos estável do 

que o fármaco.  

 

Tabela 36 – Resultados de EPR encontrados para a estabilidade dos analitos em matriz biológica. 

Replicatas Níveis 

Estabilidade em matriz biológica – EPR (%) 

ECD ECC ELD EPP 

LF DL LF DL LF DL LF DL 

1 

CQB 

-1,25 -2,74 -2,28 -3,08 -1,50 -2,91 -2,81 -2,79 

2 -3,93 -0,71 -4,84 -4,45 -5,81 -2,50 -0,67 -2,94 

3 -6,65 -3,89 -1,60 -4,48 -1,78 -4,25 -2,52 -1,98 

1 

CQA 

-7,48 -5,44 -1,61 -5,04 -9,11 -6,56 -3,77 -5,18 

2 -7,29 -7,08 -4,13 -1,93 -4,46 -3,95 -7,60 -4,03 

3 -4,84 -8,49 -6,44 -4,01 -6,45 -6,18 -6,80 -7,55 

 

Diante do exposto, comprovou-se que a desbutil-lumefantrina e lumefantrina são 

estáveis em plasma nas condições de análise e armazenamento de amostras 

propostas. Durante a validação, nenhuma amostra foi submetida a mais do que três 

ciclos de congelamento e descongelamento, mantida a temperatura ambiente por 

mais que 24 horas, mantida a -80 °C por mais de 15 dias ou armazenadas na bandeja 
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do autoinjetor por mais que 72 horas, o que garante a qualidade e eficiência das 

análises. 

 

5.2.8 Estabilidade dos analitos em solução 

 

Lumefantrina, desbutil-lumefantrina e diazepam tiveram suas estabilidades avaliadas 

na concentração de 5000 ng/mL, preparadas em solução. Tanto os analitos quanto o 

PI mostraram-se estáveis quando mantidos por 15 dias em temperatura ambiente (23 

± 2 °C) ou na geladeira (5 ± 2 °C), uma vez que as variações das áreas dos picos 

destas amostras em relação a amostras recém-preparadas foram sempre menores 

que 10%, conforme apresentado na Tabela 37. Não se observou diferença 

considerável na estabilidade dos fármacos em temperatura ambiente ou na geladeira, 

pois as variações encontradas, além de muito baixas, foram muito próximas entre si.  

 

Tabela 37 – Resultados das áreas obtidas para o teste de estabilidade dos analitos em solução, 
comparando-se os resultados das amostras recém-preparadas com aquelas armazenadas em bancada 
e na geladeira por 15 dias. 

Replicatas 

Estabilidade em solução – áreas 

Recém-preparadas Bancada Geladeira 

LF DL DZ LF DL DZ LF DL DZ 

1 223953 227732 81459 233866 237510 82466 218024 218024 80991 

2 223296 226705 80923 234330 237457 81263 214829 217442 81123 

3 222998 225936 80895 233586 236789 82565 216391 219289 80156 

Média 223416 226791 81092 233927 237252 82098 216415 218252 80757 

Desvio (%) - - - 4,70 4,61 1,24 -3,13 -3,77 -0,41 

 

5.3 Aplicação do método desenvolvido e validado na análise de amostras de 

voluntários 

 

A quantificação da lumefantrina em plasma de voluntários que receberam 

comprimidos pela via oral demonstrou um resultado satisfatório para a lumefantrina. 

Entretanto, seu metabólito apresentou concentrações muito baixas, inferiores ao limite 

de quanficação do método proposto. Um cromatograma do método desenvolvido e 

validado empregado na quantificação dos analitos em plasma pode ser observado na 

Figura 35. O resultado do doseamento de ambas as substâncias está apresentado 
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na Tabela 38. Para o cálculo da concentração dos analitos foram empregadas as 

curvas analíticas de cada analito, cujas equações da reta são descritas a seguir: 

 

Y = 0,0006x + 0,0125 (lumefantrina) 

Y = 0,0004x + 0,0092 (desbutil-lumefantrina) 

 

Tabela 38 – Resultados obtidos com aplicação do método validado para avaliação da quantificação 
da lumefantrina em plasma coletado 6 h após a administração do medicamento. 

Replicatas 

Concentração (ng/mL) 

Voluntário 1 Voluntário 2 Voluntário 3 

LF DL LF DL LF DL 

1 1173,97 19,58 1458,97 13,76 1699,82 23,82 

2 1227,11 15,59 1498,09 12,63 1702,87 23,88 

3 1574,25 21,01 1463,52 14,16 1692,60 23,74 

4 1585,62 21,14 1458,21 16,28 1696,06 23,70 

Média 1390,24 19,33* 1469,70 14,21* 1697,84 23,79* 

DPR 15,84 - 1,30 - 0,26 - 

* Inferior ao LIQ (50 ng/mL). 

 
Figura 35 – Cromatograma obtido por CLAE-DAD para a quantificação de lumefantrina e seu metabólito 
em plasma, empregando coluna Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 µm); fase móvel composta por acetonitrila 
e TFA 0,05% (68:32); detecção em 305 nm; fluxo de 1 mL/min e volume de injeção de 25 µL. DL = 
debutil-lumefantrina, DZ = diazepam e LF = lumefantrina. 

 

A concentração plasmática de lumefantrina descrita em trabalhos já publicados na 

literatura científica corresponde a valores próximos a 2000 ng/mL quando uma dose 

única de 480 mg de lumefantrina (4 comprimidos) foi administrada (ZENG et al., 1996; 

CÉSAR, et al,, 2011; SETHI et al., 2011; Da Silva et al., 2018). Dessa forma, o método 
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desenvolvido e validado corrobora com outros trabalhos que foram publicados 

previamente, visto que as concentrações plasmáticas obtidas para a lumefantrina 

encontram-se próximas a esses valores. Para a desbutil-lumefantrina, é descrito que 

a biotransformação da lumefantrina produz cerca de 1% desse metabólito no 

organismo (CHILUKURI & COLANGELO, 2008; PINHEIRO et al., 2013). As 

concentrações plasmáticas encontradas de desbutil-lumefantrina, apesar de inferiores 

ao LIQ, foram próximas de 20 ng/mL, o que corresponde a aproximadamente 1% da 

concentração encontrada para o fármaco precursor (2000 ng/mL), demonstrando que 

realmente a biotransformação da lumefantrina em seu metabólito ocorre em pequena 

extensão. Nos trabalhos realizados por Khuda e colaboradores (2014) e Khalil e 

colaboradores (2011), a concentração de desbutil-lumefantrina em estudos 

farmacocinéticos ficou abaixo do limite de detecção dos métodos desenvolvidos. 

 

Até o presente momento, não foi encontrado nenhum trabalho que aplicasse a MEPS 

no preparo de amostras para métodos empregados na quantificação de lumefantrina 

em amostras biológicas. O método desenvolvido e validado com extração por MEPS 

apresentou uma recuperação dos analitos acima de 90%. Em trabalhos descritos na 

literatura com outras técnicas, as recuperações para a lumefantrina foram inferiores 

àquelas obtidas com o método proposto (Tabela 39), demonstrando que além do 

método consumir um menor volume de amostra e de reagentes, ele foi mais eficiente 

do que os métodos anteriormente propostos. O método por MEPS poderia ter sido 

ainda mais eficiente se tivesse sido aplicado de uma forma automatizada, com aparato 

específico. A redução na quantidade de amostra pode contribuir para a viabilidade das 

análises e conforto do paciente, visto que não é mais necessário grande volume de 

sangue para executar as análises. Além disso, o menor consumo de solventes torna 

o método mais sustentável, gerando menos resíduos e contribuindo para a química 

verde. 

 

O desenvolvimento de métodos simples e inovadores para a monitorização 

terapêutica de antimláricos no sangue, como a lumefantrina, é uma ferramenta muito 

importante para o tratamento e manejo da doença. Um dos grandes problemas de 

saúde pública, em doenças como a malária, é a baixa eficácia de muitos fármacos 

frente ao plasmódio devido ao desenvolvimento de resistência desses protozoários. 

Isso ocorre devido a uma característica farmacocinética instrínseca do fármaco, que 
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é a meia-vida longa. Fármacos com essa característica permanecem em 

concentrações subterapêuticas no plasma, eliminando os parasitas mais suscetíveis 

e permitindo que aqueles mais resistentes continuem seu ciclo (WONGSRICHANALAI 

et al., 2002).  

 

Tabela 39 – Comparação da recuperação obtida em outros estudos publicados na literatura científica 
com técnicas distintas e o método desenvolvido por MEPS no presente trabalho. 

Técnica de extração 
Porcentagem de 

recuperação de lumefantrina 
Referência 

Método em estudo 95,46% - 

Precipitação de proteínas  
(acetonitrila: ácido acético 99:1) 

89,00% Annenberg et al., 2005 

Precipitação de proteínas 
(metanol com 0,5% de ácido acético) 

82,10% César et al., 2011 

Extração em fase sólida  
(cartucho C8) 

85,10% Sethi et al., 2011 

Extração líquido-líquido  
(hexano-acetato de etila 70:30) 

88,00% Khalil et al., 2011 

Extração líquido-líquido 
(hexano: acetato de etila 75:25) 

89,11% Khuda et al., 2014 

Extração em fase sólida com 
polímero molecularmente impresso 

85,42% Da Silva et al., 2018 

 

Além disso, tem-se um grande problema no mercado farmacêutico que é a falsificação 

e má qualidade de medicamentos (GRECH et al., 2018). A utilização desses 

medicamentos pode contribuir para o desenvolvimento de resistência do plasmódio 

em áreas endêmicas de malária, devido à exposição a doses subterapêuticas do 

fármaco (GREEN et al., 2001; ATEMNKENG et al., 2007). Diante do exposto, o 

desenvolvimento de métodos bioanalíticos simples, confiáveis e rápidos é essencial 

para identificação e determinação quantitativa dos fármacos, contribuindo para uma 

terapia segura e eficaz e evitando doses subterapêuticas dos antimaláricos no 

sangue. Ademais, o desenvolvimento desses novos métodos pode contribuir para 

pesquisas futuras de farmacocinética e farmacodinâmica de lumefantrina em 

diferentes condições. 
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6 CONCLUSÃO  

 

 O método bioanalítico por CLAE com detecção UV (305 nm) desenvolvido se 

mostrou simples e adequado para quantificação de lumefantrina e seu 

metabólito em plasma. O método demonstrou ser seletivo, linear na faixa de 50 

a 5000 ng/mL, preciso (DPR < 1,3%), exato (EPR médio de 7,81% para 

lumefantrina e de 4,35% para desbutil-lumefantrina), sem efeito matriz ou 

residual, podendo ser empregado para quantificação dos analitos. 

 

 A técnica de extração dos analitos por MEPS apresentou taxas de recuperação 

acima de 90%, evidenciando que essa técnica pode ser aplicada de forma 

satisfatória e eficaz. O cartucho de MEPS demonstrou uma durabilidade 

satisfatória podendo ser utilizado por várias sequências de análises, desde que 

se tome os cuidados necessários para que ele não sature. 

 

 O metabólito, desbutil-lumefantrina, devido à sua baixa concentração 

plasmática, não pode ser quantificado pelo método prosposto. Entretanto, foi 

possível evidenciar sua presença nos cromatogramas obtidos com o método. 

A concentração plasmática obtida para a lumefantrina (cerca de 1700 ng/mL) 

apresentou concordância com outros métodos desenvolvidos anteriormente, 

evidenciando que o método é capaz de quantificar satisfatoriamente o analito. 

 

 A comparação com estudos anteriores demonstrou que o método desenvolvido 

e validado apresentou um desempenho melhor na extração, com tempo de 

análise e consumo de solventes menores. 
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ANEXO I 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ANEXO II  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Para o grupo 1 – Indivíduos não usuários de fármacos da classe dos antimaláricos) 

Projeto de pesquisa de mestrado: “Determinação de lumefantrina empregando extração em fase 

sólida molecularmente impressa e cromatografia líquida” 

 

Prezado(a) Sr.(a), 

 

Você está sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa que tem por objetivo 

desenvolver método que será utilizado para analisar substância presente em medicamento para 

o tratamento da malária, em sangue humano. Este método apresenta a vantagem de reduzir o 

consumo de substâncias químicas (reduzindo riscos para a saúde do trabalhador e ambiental), 

além de ser mais seletivo, quando comparado com os métodos convencionais. 

Este estudo trará benefícios aos pacientes usuários de medicamentos usados no 

tratamento da malária, pela introdução de métodos modernos para a determinação de substância 

desta classe terapêutica. 

Para realizar este estudo, gostaríamos de colher 10 mL do seu sangue para realização 

das etapas do projeto. Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada associada à 

picada da agulha ou hematoma. Para reduzir esta reação local, a coleta de sangue será realizada 

por um profissional experiente, empregando rotina padronizada. Serão utilizados agulhas e 

tubos descartáveis. Outro risco associado ao procedimento de coleta de sangue, embora raro, é 

a sensação momentânea de tontura. Nesse caso, o profissional adotará as medidas pertinentes, 

para as quais está habilitado. 

Na divulgação dos resultados da pesquisa, os voluntários serão identificados apenas por 

números, garantindo sua privacidade e que os dados particulares serão confidenciais. As 

amostras de sangue coletadas serão descartadas após a realização das análises. 

Você não terá nenhum gasto, pois a coleta do sangue será feita na Faculdade de Farmácia 

da UFMG, de acordo com sua disponibilidade. Também não haverá remuneração para 

participação neste projeto.  

Para qualquer dúvida sobre esta pesquisa você deverá entrar em contato com as pessoas 

responsáveis pela mesma, cujos nomes estão relacionados a seguir. As dúvidas relacionadas às 

questões éticas deverão ser esclarecidas com o Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG. 

Você terá garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou dúvida que possa surgir 

relacionada ao estudo e também terá a liberdade de retirar seu consentimento e sair do estudo 

no momento em que desejar. 

Se você compreendeu as informações e estiver de acordo, por favor, assine esta folha. 

 

Responsáveis: 

Christian Fernandes – cfernandes@farmacia.ufmg.br; 3409-6957 

Isabela da Costa César – isabelacesar@ufmg.br; 3409-6958 

Maria das Graças Carvalho – mgcwanner@gmail; 3409-6881 



 

 

 

Sarah Siqueira – sarah.a.siqueira@gmail.com; 3409-6982 

Av. Antônio Carlos, nº. 6627 – Pampulha – Faculdade de Farmácia - Campus UFMG 

Comitê de Ética em Pesquisa – COEP: Av. Antônio Carlos, nº. 6627 – Pampulha – Campus 

UFMG, Unidade Administrativa II. Sala 2005 – 2º andar. CEP: 31270-901. Telefone: 3409-

4592. 

 

NOME DO VOLUNTÁRIO: ___________________________________________________ 

 

Carteira de identidade: __________________________      Telefone: ________________ 

 

Assinatura: ____________________________________       DATA: _____/_____/_____ 

 

Agradecemos sua valiosa participação! 

 



 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

(Para o grupo 2 – Indivíduos sadios que farão uso de medicamento contendo arteméter e 

lumefanrina) 

 

Projeto de pesquisa de mestrado: “Determinação de lumefantrina empregando extração em 

fase sólida molecularmente impressa e cromatografia líquida” 

 

Prezado(a) Sr.(a), 

 

Você está sendo convidado(a) para participar de uma pesquisa que tem por objetivo 

desenvolver método que será utilizado para analisar substância presente em medicamento para 

o tratamento da malária, em sangue humano. Este método apresenta a vantagem de reduzir o 

consumo de substâncias químicas (reduzindo riscos para a saúde do trabalhador e ambiental), 

além de ser mais seletivo, quando comparado com os métodos convencionais. 

Este estudo trará benefícios aos pacientes usuários de medicamentos usados no 

tratamento da malária, pela introdução de métodos modernos para a determinação de substância 

desta classe terapêutica. 

Para participar, você deverá atender aos critérios de inclusão no estudo. No dia da coleta, 

você deverá comparecer no Laboratório de Hematologia da Faculdade de Farmácia da UFMG, 

sob coordenação da Profa. Dra. Luci Maria Sant’Ana Dusse, às 08:00 horas, em jejum. Você 

receberá um comprimido do medicamento Coartem (fabricado pela empresa Novartis), 

contendo arteméter (20 mg) e lumefantrina (120 mg), em dose única, e 200 mL de água potável. 

Serão coletados 10 mL do seu sangue 6 horas após administração do medicamento.  

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada associada à picada da agulha 

ou hematoma. Para reduzir esta reação local, a coleta de sangue será realizada por um 

profissional experiente, empregando rotina padronizada. Serão utilizados agulhas e tubos 

descartáveis. Outro risco associado ao procedimento de coleta de sangue, embora raro, é a 

sensação momentânea de tontura. Nesse caso, o profissional adotará as medidas pertinentes, 

para as quais está habilitado. Os possíveis efeitos adversos do medicamento usado no estudo 

(contendo artemérter e lumefantrina) são considerados leves, bem toleráveis e reversíveis. Os 

principais são cefaleia, tontura, vômito, dor abdominal, náusea, diminuição no apetite, artralgia 

e mialgia. Caso os efeitos adversos se prolonguem ou ocorram intercorrências clínicas, você 

contará com assistência médica gratuita. 

Na divulgação dos resultados da pesquisa, os voluntários serão identificados apenas por 

números, garantindo sua privacidade e que os dados particulares serão confidenciais. As 

amostras de sangue coletadas serão descartadas após a realização das análises. 

Você não terá nenhum gasto, pois a coleta do sangue será feita na Faculdade de Farmácia 

da UFMG, de acordo com sua disponibilidade. Também não haverá remuneração para 

participação neste projeto. 

Para qualquer dúvida sobre esta pesquisa você deverá entrar em contato com as pessoas 

responsáveis pela mesma, cujos nomes estão relacionados a seguir. As dúvidas relacionadas às 

questões éticas deverão ser esclarecidas com o Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG. 

Você terá garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou dúvida que possa surgir 

relacionada ao estudo e também terá a liberdade de retirar seu consentimento e sair do estudo 

no momento em que desejar. 

Se você compreendeu as informações e estiver de acordo, por favor, assine esta folha. 

 



 

 

 

Responsáveis: 

Christian Fernandes – cfernandes@farmacia.ufmg.br; 3409-6957 

Isabela da Costa César – isabelacesar@ufmg.br; 3409-6958 

Maria das Graças Carvalho – mgcwanner@gmail; 3409-6881 

Sarah Siqueira – sarah.a.siqueira@gmail.com; 3409-6982 

Av. Antônio Carlos, nº. 6627 – Pampulha – Faculdade de Farmácia - Campus UFMG 

 

Comitê de Ética em Pesquisa – COEP: Av. Antônio Carlos, nº. 6627 – Pampulha – Campus 

UFMG, Unidade Administrativa II. Sala 2005 – 2º andar. CEP: 31270-901. Telefone: 3409-

4592. 

 

NOME DO VOLUNTÁRIO: ___________________________________________________ 

 

Carteira de identidade: ___________________________     Telefone: ________________ 

 

Assinatura: ___________________________________       DATA: _____/_____/_____ 

 

Agradecemos sua valiosa participação! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


