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RESUMO

A malaria é uma doenca que afeta a humanidade ha tempos, acredita-se que 3,3 bilhdes de pessoas
vivem em areas de risco de contaminacao de malaria. Embora em declinio, o quadro epidemioldgico
da malaria no Brasil é preocupante nos dias atuais. Em 2011, foram registrados 267.045 casos no
pais, dos quais 87% causados pelo Plasmodium vivax. No tratamento da malaria pelo P. vivax, sdo
empregados, de acordo com o Ministério da Salde, a cloroquina e a primaquina. E extremamente
importante conhecer a farmacocinética da cloroquina e da primaquina, quando administrados
simultaneamente, visando a garantia de que durante o tratamento, ambos estejam acima da
concentracdo plasmatica minima necessaria para a acgdo farmacologica. Concomitante a
necessidades da monitorizacdo terapéutica dos antimalaricos, o desenvolvimento e aplicacdo de
métodos analiticos para identificacdo e quantificacdo desses farmacos, sdo de grande importancia
para avaliar e garantir a qualidade dos medicamentos comercializados e distribuidos atualmente. O
objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo
simultdnea de cloroquina e primaquina em comprimidos e em plasma humano. Para determinagéo
dos farmacos em comprimidos, dois métodos analiticos foram desenvolvidos e validados: um por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) e um por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia
(CLUE). O método por CLAE foi realizado com coluna cromatogréfica Cig (100 x 4,6 mm; 5 ym),
mantida a 25 °C. A fase movel utilizada foi acetonitrila e solucdo de trietilamina a 0,1% (v/v) com pH
ajustado para 3,0 com acido fosférico, no modo gradiente. Fluxo de fase mével de 1000 uL /min. O
volume de injecao foi de 10 yL e deteccao por arranjo de diodos com leitura a 260 nm. O método por
CLUE foi realizado com coluna cromatografica Cy5 (50 x 2,1 mm; 1,9 um), nas mesmas condi¢des do
método por CLAE, a excegéo do fluxo da fase mével de 600 uL/min e o volume de injecéo de 7 pL.
Os meétodos desenvolvidos cumpriram com os parametros de validacdo exigidos e se mostraram
adequados para analises rotineiras. Desenvolveu-se, ainda, método bioanalitico por CLAE com
deteccdo por espectrometria de massas e ionizagdo por eletrospray no modo positivo para
guantificacdo de cloroquina e primaquina em plasma, sendo selecionada a amodiaquina como padréo
interno. Para o preparo de amostra, foi selecionado a extracdo liquido-liquido. A analise
cromatografica foi realizada com coluna cromatogréfica ciano (150 x 4,6 mm; 5 ym), mantida a 30 °C.
Fase mével utilizada foi metanol e solugdo de acetato de aménio 0,01 M com pH ajustado para 3,0
com &cido férmico (30:70), no modo isocratico. O fluxo de fase mével foi de 1000 yL/min e o volume
de injecao foi de 20 pL. As transicbes empregadas na detecgéo por espectrometria de massas para
cloroquina, primaquina e amodiaquina foram m/z 320,49 — m/z 246,94, m/z 260,48 — m/z 174,88 e
m/z 356,59 — m/z 282,97, respectivamente. O método demonstrou ser seletivo, além de fornecer

taxas de recuperacao proximas a 100% para todos os farmacos.

Palavras-chave: cloroquina, primaquina, antimaléricos, CLAE, CLUE, espectrometria de massas,

plasma humano.



ABSTRATC

Malaria is a disease that has affected humanity for a long time, it is believed that 3.3 billion people live
in areas at risk of malaria infection. Although declining, the epidemiological situation of malaria in
Brazil is worrying today. In 2011, 267 045 cases were registered in the country, of which 87% caused
by Plasmodium vivax. In the treatment of malaria by P. vivax, are used chloroquine and primaquine,
according to the Ministry of Health. It is extremely important to know the pharmacokinetics of
chloroquine and primaquine, when administered simultaneously, in order to guarantee that during
treatment, both are above the minimum plasma concentration necessary for pharmacological action.
Concomitant to the needs of antimalarial therapeutic monitoring, development and application of
analytical methods for identification and quantification of these drugs are of great importance to
evaluate and ensure the quality of drugs currently marketed and distributed. The aim of this study was
to develop and validate analytical methods for the simultaneous quantification of chloroquine and
primaquine tablets and in human plasma. To determine the drugs into tablets, two analytical methods
have been developed and validated: high performance liquid chromatography (HPLC) and ultrahigh
performance liquid chromatography (UHPLC). The HPLC analysis was performed in a C;g column
(100 x 4.6 mm; 5 ym) and mobile phase composed of acetonitrile and 0.1% (v/v) triethylamine’s
solution with pH adjusted to 3.0 with phosphoric acid, in gradient mode. The flow rate was
1000 pyL/min and the injection volume was 10 pyL. The UV detection was in 260 nm. The UHPLC
analysis was performed in a C;g column (50 x 2.1 mm; 1.9 ym) under the same conditions HPLC
method, except for the flow rate was 600 pL/min and the injection volume was 7 yL. The developed
method complied with all required validation parameters and showed to be adequate for routine
analysis. A bioanalytical method by HPLC with detection by mass spectrometry and eletrospray
ionization in the positive mode was developed for the quantitation of chloroquine and primaquine in
human plasma, with amodiaquine selected as an internal standard. For the sample preparation, was
selected to liquid-liquid extraction. The chromatographic analysis was performed using a cyano
column (150 x 4.6 mm; 5 ym) and the mobile phase composed of methanol and 0.01 M ammonium
acetate solution with pH adjusted to 3.0 with formic acid, in isocratic mode. The flow rate was 1000
pML/min and the injection volume was 20 pyL. The employed transitions for the quantitation of
chloroquine, primaquine and amodiaquine were m/z 320,49 — m/z 246,94, m/z 260,48 — m/z 174,88
and m/z 356,59 — m/z 282,97, respectively. The method proved to be selective and provides recovery
rates close to 100% for all drugs.

Key words: chloroquine, primaquine, antimalarials, HPLC, UHPLC, mass spectrometry, human

plasma.
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1 INTRODUCAO

A maléaria € uma doenca que afeta a humanidade ha tempos, os primeiros registros
dos sintomas associados a malaria datam de 2700 a. C., na China. Seus elevados
indices de morbidade e mortalidade a caracterizam como importante problema de
salde publica, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
conforme demonstrado na Figura 1. Acredita-se que 3,3 bilhdes de pessoas vivem
em areas de risco de contaminacdo de malaria. Em 2009, ocorreram cerca de 225
milhées de novos casos, causando por volta de 781 mil mortes. Na Africa, onde a
malaria € um problema extremamente grave, a doenca é responsavel por 20% dos
casos de morte na infancia. Uma crianca africana tem em média entre 1,6 e 5,4
episodios febris de maléaria a cada ano (CDC, 2011; WHOa, 2011; WHOb, 2010).

Figura 1 - Distribuicdo geografica da malaria no mundo.

I Faises ou areas onde ocorre transmissao de malaria

Palses ou areas com baixo risco de transmissao de malaria

Paises ou areas sem risco de transmissao de malaria

Fonte: (WHOf, 2013)

Na América Latina, com registro de cerca de 500 mil casos/ano, a maior incidéncia &
verificada na Amazo6nia Brasileira. O desenvolvimento intensificado dessa regido nas
décadas de 70 e 80 acelerou o processo migratorio, atraindo moradores de outras

regides do pais, gracas aos projetos de colonizagcdo e expansdo da fronteira
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agricola, construcao de estradas, extracdo de madeira e mineracdo. Nesta regido,
as precérias condicdes socioecondmicas determinaram a rapida expansdo da
doenca. (MANUAL, 2001)

Embora em declinio, o quadro epidemioldgico da maléria no Brasil € preocupante
nos dias atuais. Em 2011, foram registrados 267.045 casos no pais, dos quais 87%
causados pelo Plasmodium vivax. Destes, mais de 95% concentrados em seis
estados da regido amazénica: Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondbnia e Roraima.
No entanto, a transmissdo do Plasmodium falciparum, principal responséavel pela
forma grave e letal da doenca, tem apresentado reducdo importante nos ultimos
anos. A incidéncia parasitaria anual média foi de 13 casos por 1.000 habitantes, com
letalidade de 1,5 em 10.000 casos. (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013; WHOb, 2010;
WHOe, 2013).

Os principais objetivos do Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) do
Ministério da Saude sédo diminuir a letalidade e a gravidade dos casos, reduzir a
incidéncia da doenca, eliminar a transmissao em areas urbanas e manter a auséncia
da doenca em locais onde a transmisséo ja foi interrompida. O programa utiliza
varias estratégias para atingir os seus objetivos, sendo as mais importantes o
diagnostico precoce e o tratamento oportuno e adequado dos casos, além de
medidas especificas de controle do mosquito transmissor. Para cumprir essa
politica, h4 a preocupacdo em revisar o conhecimento vigente sobre o arsenal
terapéutico da malaria e sua aplicabilidade para o tratamento dos individuos que
dela padecem (BRASIL, 2010).

A quimioterapia desempenha papel fundamental no tratamento dos pacientes com
diagnostico da maléria, pois interrompe o ciclo de vida do parasita, impedindo as
manifestacdes clinicas da infeccdo. Diversos medicamentos séo utilizados no
tratamento das diferentes formas de malaria em humanos, atuando em pelo menos
duas etapas do ciclo de vida do plasmédio. Sdo empregados em associacdes
medicamentosas, nas quais um possui ag¢do esquizonticida sanguinea oul/e

gametocitocida, e no caso do P. vivax, o outro possui acao hipnozoiticida. No Brasil,
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sdo disponibilizados a quinina, doxiciclina, mefloquina, lumefantrina, derivados da
artemisinina, cloroquina e a primaquina (WHOd, 2010).

No tratamento da malaria pelo P. vivax sdo empregados, de acordo com o Ministério
da Saude, a cloroquina e a primaquina. Apesar da eficacia destes medicamentos,
estudos demonstraram o surgimento de cepas de P. vivax resistentes a cloroquina, o
que é responsavel pela recrudescéncia, devido a permanéncia do parasita na
circulacdo acima das concentracdes terapéuticas do farmaco, isto é, 100 ng/mL. A
resisténcia do Plasmodium aos medicamentos antimalaricos é um dos principais
obstaculos na luta contra a doenca. Dificulta o desenvolvimento de esquemas
terapéuticos eficazes, aumentado o custo global do controle da doenca, e promove 0
desenvolvimento de epidemias (WHOc, 2010; MANUAL, 2001; AGYEPONG et al.,

2002).

E extremamente importante conhecer a farmacocinética da cloroquina e da
primaquina, quando administrados simultaneamente, visando a garantia de que
durante o tratamento, ambos estejam acima da concentracdo plasmatica minima
necessaria para a acao farmacoldgica. Além disso, os dados podem ser uteis no
monitoramento da propensao de cada farmaco em estimular resisténcia no parasita
em funcdo de sua farmacocinética. Outro ponto importante, € que a maioria das
reacdes adversas é dose dependente, sendo importante a monitorizacdo das
concentracfes plasmaticas e o acompanhamento dos efeitos adversos desses

antimalaricos.

A cromatografia liquida acoplada a um espectometria de massas com fonte de
ionizacdo por eletrospray é considerada atualmente o método de escolha para
analises gquantitativas de farmacos em matrizes biolégicas. As vantagens de se
utilizar a deteccdo por espectrometria de massas € 0 aumento na sensibilidade,
seletividade e no rendimento do método bioanalitico (EECKHAUT, 2009).

Concomitante a necessidades da monitorizacdo terapéutica dos antimaldricos, o
desenvolvimento e aplicacdo de métodos analiticos para identificacdo e
guantificacdo desses farmacos, sao de grande importancia para avaliar e garantir a

qualidade dos medicamentos comercializados e distribuidos atualmente. E bem
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conhecido que em vérias partes do mundo, incluindo Africa e sudeste da Asia, ha
problemas graves de saude publica relacionados a medicamentos antimaléricos
falsificados ou de m& qualidade. A utilizacdo desses medicamentos pode contribuir
para o desenvolvimento de resisténcia do plasmodio em &reas endémicas de
maléaria, devido a exposicdo a doses subterapéuticas do farmaco. (OGA, 1996;
ATEMNKENG, 2007).

A sociedade moderna nao pode ignorar a prevaléncia e a mortalidade da maléaria no
mundo. O desenvolvimento de novos e inovadores métodos para o controle do vetor;
diagnéstico, tratamento e monitoramento da doenca, devem ser estimulados, em
conjunto com o desenvolvimento de novos farmacos e vacinas visando o controle da
malaria no mundo (GUERIN et al, 2002).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo bioldgico do parasita

A maléria é uma doenca infecciosa cujo agente etiol6gico é um parasita do género
Plasmodium. As espécies associadas a malaria humana séo: P. falciparum, P. vivax
P. malariae e P. ovale. No Brasil, nunca foi registrada transmissédo autéctone de P.
ovale, que é restrita a determinadas regides da Africa. A transmissdo natural da
malaria ocorre por meio da picada de fémeas infectadas de mosquitos do género
Anopheles, sendo mais importante a espécie Anopheles darlingi, cujos criadouros
preferenciais sdo colecbes de agua limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo,

muito frequentes na Amazonia brasileira (BRASIL, 2010).

A infeccao inicia-se quando os parasitas (esporozoitos) sao inoculados na pele pela
picada do vetor, os quais irdo invadir as células do figado, os hepatodcitos, em cerca
de 30 a 60 minutos apos a inoculacdo. Nessas células multiplicam-se e dao origem a
milhares de novos parasitas (merozoitos), que rompem o0s hepatdcitos e, caindo na
circulacdo sanguinea, vao invadir as hemacias, dando inicio a segunda fase do ciclo,
chamada de esquizogonia sanguinea. E nessa fase sanguinea que aparecem 0s
sintomas da malaria (BRASIL, 2010; MANUAL, 2001).

O desenvolvimento do parasita nas células do figado requer aproximadamente uma
semana para o P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para o P.
malariae. Nas infeccdes por P. vivax e P. ovale, 0 mosquito vetor inocula populacbes
geneticamente distintas de esporozoitos, algumas se desenvolvem rapidamente,
enquanto outras ficam em estado de laténcia no hepatdcito. Sao, por isso,
denominados hipnozoitos (do grego hipnos, sono). Esses hipnozoitos sé&o
responsaveis pelas recaidas da doenca, que ocorrem apds periodos variaveis de
incubacéao (geralmente dentro de seis meses) (BRASIL, 2010; MANUAL, 2001).

Na fase sanguinea do ciclo, os merozoitos formados rompem a hemacia e invadem

outras, dando inicio a ciclos repetitivos de multiplicagdo eritrocitaria. Os ciclos
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eritrocitarios repetem-se a cada 48 horas nas infecgdes por P. vivax e P. falciparum
e a cada 72 horas nas infec¢cbes por P. malariae. Depois de algumas geracfes de
merozoitos nas hemacias, alguns se diferenciam em formas sexuadas: o0s
macrogametas (feminino) e microgametas (masculino). Esses gametas no interior
das hemacias (gametdcitos) ndo se dividem e, quando ingeridos pelos insetos
vetores, irdo fecundar-se para dar origem ao ciclo sexuado do parasita. O ciclo de

vida do P. vivax € representado na Figura 2 (BRASIL, 2010).

Figura 2 - Ciclo de vida do Plasmodium vivax.
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Fonte: (BRASIL, 2010).
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2.2 Manifestacdes clinicas

2.2.1 Malaria ndo complicada

O periodo de incubacédo da maléaria varia de 7 a 14 dias, podendo, contudo, chegar a
varios meses em condi¢cdes especiais, no caso de P. vivax e P. malariae. A crise
aguda da malaria caracteriza-se por episédios de calafrios, febre e sudorese. Tem
duracao variavel de 6 a 12 horas e pode cursar com temperatura igual ou superior a
40 °C. Em geral, esses paroxismos sdo acompanhados por cefaléia, mialgia,
nauseas e vomitos. Apds 0s primeiros paroxismos, a febre pode passar a ser
intermitente (BRASIL, 2010).

O quadro clinico da malaria pode ser leve, moderado ou grave, na dependéncia da
espécie do parasita, da quantidade de parasitas circulantes, do tempo de doenca e
do nivel de imunidade adquirida pelo paciente. As gestantes, as criancas e 0sS
primoinfectados estédo sujeitos a maior gravidade, principalmente por infecces pelo
P. falciparum, que podem ser letais. Pela inespecificidade dos sinais e sintomas
provocados pelo Plasmodium, o diagnostico clinico da malaria ndo é preciso, pois
outras doencas febris agudas podem apresentar sinais e sintomas semelhantes, tais
como a dengue, a febre amarela, a leptospirose, a febre tiféide e muitas outras.
Dessa forma, a tomada de decisdo de tratar um paciente por malaria deve ser

baseada na confirmacao laboratorial da doenca (BRASIL, 2010).

2.2.2 Malaria grave e complicada

O diagnostico clinico diferencial da febre em um paciente gravemente doente é
complicado, pois € um sintoma comum a varias doencas. Por exemplo, a febre pode
resultar da meningoencefalite ou malaria. Também ha consideravel sobreposicéo de
diagndstico entre septicemia, pneumonia e malaria grave, além disso essas
condi¢cbes podem coexistir. Se houver alguma duavida sobre o diagnéstico, o
tratamento antibidético empirico deve ser imediatamente iniciado junto com o
tratamento antimalarico (WHOd, 2010).
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Para o diagndstico de maléria grave, algumas caracteristicas clinicas e laboratoriais
devem ser observadas atentamente, tais como: hemorragias, convulsées, ictericia,
hiperpirexia (>41 °C), oliguria, anemia grave, hipoglicemia, insuficiéncia renal,
hiperparasitemia, entre outros. Se presentes, o paciente deve ser conduzido de
acordo com as orientagfes para tratamento da malaria grave (BRASIL, 2010).

2.3 Diagnéstico

2.3.1 Diagndstico microscopico

Baseia-se no encontro de parasitas no sangue. O método mais utilizado € o da
microscopia da gota espessa de sangue, colhida por puncéo digital e corada pelo
método de Walker. O exame cuidadoso da lamina é considerado o padréo-ouro para
a deteccéo e identificacdo dos parasitas da malaria. E possivel detectar densidades
baixas de parasitas (5 a 10 parasitas por uL de sangue), quando o exame é feito por
profissional experiente. Contudo, nas condicdes de campo, a capacidade de
deteccéo é de 100 parasitas/uL de sangue (BRASIL, 2010).

O exame da gota espessa permite diferenciacdo das espécies de Plasmodium e do
estagio de evolucdo do parasita circulante. Pode-se ainda calcular a densidade da
parasitemia em relagdo aos campos microscopicos examinados. Um aspecto
importante é que a lamina corada pode ser armazenada por tempo indeterminado,
possibilitando o futuro controle de qualidade do exame. A técnica demanda cerca de
60 minutos, entre a coleta do sangue e o fornecimento do resultado. Sendo
considerada uma técnica simples e de baixo custo. Sua eficacia diagnostica
depende da qualidade dos reagentes, de pessoal bem treinado e experiente na
leitura das laminas e de permanente supervisdo (BRASIL, 2010; GUERIN et al,
2002).
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2.3.2 Testes rapidos imunocromaticos

Baseiam-se na deteccdo de antigenos dos parasitas por anticorpos monoclonais,
que sdo revelados por método imunocromatografico. Comercialmente estédo
disponiveis em “kits” que permitem diagnésticos rdpidos, em cerca de 15 a 20
minutos. A sensibilidade para P. falciparum € maior que 90%, comparando-se com a
gota espessa, para densidades maiores que 100 parasitas por yL de sangue. S&o de
facil execucao e interpretacdo de resultados, dispensam o uso de microscépio e de
treinamento prolongado de pessoal. Entre suas desvantagens estdo: nao distinguem
P. vivax, P. malariae e P. ovale; ndo medem o nivel de parasitemia; ndo detectam
infecgbes mistas que incluem o P. falciparum. Além disso, seus custos sdo ainda
mais elevados que o0 da gota espessa e pode apresentar perda de eficiéncia quando
armazenado por muitos meses em condi¢des de campo (BRASIL, 2010).

2.4 Antimalaricos

Os antimalaricos podem ser classificados de diferentes maneiras de acordo com
suas caracteristicas quimicas, farmacoldgicas, seu local de acao no ciclo biolégico
do parasita, as finalidades com que podem ser utilizadas, seu modo de obtencéo,
entre outras. Entretanto, mais importante que o simples conhecimento classificatorio
dos antimalaricos é a necessidade de familiarizacdo com as suas propriedades
farmacocinéticas, eficacia, grau de tolerancia e sua capacidade de induzir efeitos
toxicos. Em termos praticos, € muito Gtil a classificacdo dos farmacos antimalaricos,
segundo suas caracteristicas quimicas e segundo o local de ac&o no ciclo biolégico

do parasita:

a) pelo seu grupo quimico em arilaminoalcoois (quinina, mefloquina e halofantrina),
4-aminoquinolinas (cloroquina e amodiaquina), 8-aminoquinolinas (primaquina),
peroxido de lactona sesquiterpénica (derivados da artemisinina), naftoquinonas

(atovaquona) e antibiéticos (tetraciclina, doxiciclina e clindamicina);

b) pelo seu alvo de acao no ciclo biolégico do parasita em esquizonticidas teciduais
ou hipnozoiticidas (cura radical do P. vivax), esquizonticidas sanglineos (promovem

a cura clinica), gametocitocidas (bloqueia a transmissao) e esporonticidas (impede a
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infeccdo pelos esporozoitos). Infelizmente, até o momento, nenhum farmaco deste

ultimo grupo é disponivel para uso em humanos (MANUAL, 2001).

A Tabela 1 correlaciona os principais antimalaricos a sua categoria quimica e a sua

atividade.
Tabela 1 - Principais farmacos antimalaricos.
Categoria ) o
o Farmaco Atividade
quimica
_ o _ Esquizonticida sanguineo de acéo rapida. Atividade
4-aminoquinolinas Cloroquina o _
gametocitocida marginal.
Esquizonticidas teciduais. Apresentam atividade
8-aminoquinolinas Primaquina gametocitocida e agem em outras fases do ciclo de
vida do parasita.
o Quinina, o ] . A
4-metanolquinolinas _ Esquizonticidas sanguineos de acao rapida.
Mefloquina
Lactona o ) o .
o Artesimina Esquizonticidas sanguineos.
sesquiterpénica
_ _ _ Esquizonticida tecidual e esquizonticida sanguineo
Biguaninas Proguanil .
de acdo lenta.
S . _ Esquizonticida tecidual e esquizonticidas sanguineo
Diaminopirimidas Pirimetamina .
de acdo lenta.
Diclorobenzilidinas Lumefantrina Esquizonticida sanguineo.

Fonte: (SWEETMAN, 2005).

2.5 Tratamento

O tratamento da malaria visa atingir o parasita em pontos chave de seu ciclo
evolutivo, os quais podem ser resumidos em: interrupcdo da esquizogonia
sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestacdes clinicas da infeccao;
destruicdo de formas latentes do parasita no ciclo tecidual (hipnozoitos) das

espécies P. vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas tardias; interrup¢do da
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transmissao do parasita, pelo uso de farmacos que impedem o desenvolvimento de
formas sexuadas dos parasitas (gametdcitos). Para atingir esses objetivos, diversos
farmacos sdo utilizados, cada um deles agindo de forma especifica, tentando
impedir o desenvolvimento do parasita no hospedeiro (BRASIL, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude recomenda a monoterapia com cloroquina para o
tratamento da malaria causada por P. vivax, pois 0 parasita permanece sensivel ao
medicamento em muitas partes do mundo, incluindo o Brasil. A cloroquina,
geralmente, é bem tolerada, os efeitos adversos comuns incluem tontura, nausea,
vomito, dor abdominal e coceira (WHOd, 2010).

A primaquina é usada como um complemento ao tratamento com a cloroquina com o
proposito de eliminar formas latentes do parasita no figado e prevenir recaidas
tardias, entretanto ela apresenta baixa atividade ao parasita na fase sanguinea do
ciclo. O esquema longo de tratamento (14 dias) apresenta uma maior prevencao a
recaidas tardias. A primaquina ndo € recomendada durante a gravidez e na infancia,
uma vez que os dados de seguranca sao limitados nesses grupos. Os efeitos
adversos comuns incluem uma toxicidade gastrintestinal dose-depedente, fraqueza,

anemia hemolitica, metaemoglobinemia e leucopenia (WHOd, 2010)

Para o tratamento da malaria por P. vivax o Ministério da Saude recomenda 0s

esquemas terapéuticos representados na Tabela 2 e na Tabela 3.
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Tabela 2 - Tratamento das infecgbes pelo P. vivax ou P. ovale com cloroquina em 3 dias e

primaquina em 7 dias (esquema curto).

Numero de comprimidos por medicamento por dia

Idade/Peso 1°dia 2° dia 3°dia 4°ao 7°dia
Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
INFANTIL INFANTIL INFANTIL INFANTIL
6-11 meses 1 1 Y 1 Ya 1 Ya
5-9 kg
1-3anos 1 2 Ys 1 Y 1 1
10-14 kg
4-8anos 1 2 1 2 1 2 2
15-24 kg
Idade/Peso | Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
ADULTO ADULTO ADULTO ADULTO
9-11 anos 2 1 2 1 2 1 1
25-34 kg
12-14 anos 3 2 2 2 2 2 1
35-49 kg
2 13anos 4 2 3 2 3 2 2
250 kg

Fonte: (BRASIL, 2010).

Tabela 3 - Tratamento das infecgbes pelo P. vivax, ou P. ovale com cloroquina em 3 dias e

primaguina em 14 dias (esquemalongo).

Numero de comprimidos por medicamento por dia

. . . 4° a0
Idade/Peso 1°dia 2°dia 3°dia 140 dia
Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
INFANTIL INFANTIL INFANTIL INFANTIL
6-11 meses Y Y Ya Y Ya Y Y
5-9 kg
1-3anos 1 1 Vs Vs Y Y Y
10-14 kg
4-8 anos 1 1 1 1 1 1 1
15-24 kg
Idade/Peso | Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Cloroquina Primaquina Primaquina
ADULTO ADULTO ADULTO ADULTO
9-11 anos 2 1 2 1 2 1 1
25-34 kg
12-14 anos 3 1 2 1 2 1 1
35-49 kg
2 15anos 4 1 3 1 3 1 1
250 kg

Fonte: (BRASIL, 2010).
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Durante o tratamento € necessario acompanhar o paciente porque a cura clinica e
mesmo o0 desaparecimento total dos parasitas do sangue nao significa
necessariamente uma cura parasitologica, pois, se ndo houver a eliminacdo dos
hipnozoitos do P. vivax ou ainda se o paciente portar parasitas de maléria causada
por P. falciparum resistentes ao medicamento, podera ocorrer o imprevisto de um
novo episédio, sem que o0 paciente tenha voltado para area de transmissao. Nos
casos de malaria causada por P. falciparum, este acompanhamento deve ser
semanal e pode variar de 28 a 42 dias, dependendo da meia vida de eliminacéo do
farmaco utilizada para o tratamento, e, no caso de malaria causada por P. vivax, o
acompanhamento deve ser mensal e se possivel por seis a 12 meses (MANUAL,
2001).

O tratamento adequado e oportuno tanto previne a ocorréncia de casos graves e,
consequentemente, a morte por malaria, como elimina fontes de infeccdo para os

mosquitos, contribuindo para a reducgdo da transmisséo da doenca (MANUAL, 2001).

2.5.1 Fosfato de cloroquina

A cloroquina é uma 4-aminoquilonina com rapida atividade esquizonticida para todas
as espécies e gametocitocida para P. vivax e P. malariae. Ndo tem acéo contra as
formas hepaticas. Além de seu efeito antimalarico, a cloroquina tem também acéo
antipirética e antinflamatoéria. Poucas cepas de P. falciparum sdo ainda sensiveis a
cloroquina. A estrutura quimica do difosfato de cloroquina esta representada na
Figura 3 (MANUAL, 2001).

Figura 3 — Formula estrutural do difosfato de cloroquina.

Cl

N
Z
NS

2 H,PO,
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Suas caracteristicas fisico-quimicas estdo descritas a seguir (THE MERCK, 2006;
VERBEECK, 2005):

o CAS -[50-63-5].

o Foérmula molecular: C1gH26CIN3.2H3PO4

o Massa molar: 515,86 g/mol. Base livre: 319,88 g/mol.

o Descrigdo: cristais incolores de sabor amargo. Apresenta duas formas
polimorficas.

o Ponto de fusdo: uma forma polimérfica: 193 a 195 °C; outra forma: 215 a 218
°C. Log P: 3,73. pKa: 8,4 e 10,8 a 20 °C.

o Solubilidade: facilmente sollvel em agua, pouco soluvel em solu¢des neutras
ou alcalinas. Praticamente insoluvel em etanol, benzeno, cloroférmio e éter

etilico.

A cloroquina é rapidamente e quase completamente absorvida no trato
gastrintestinal, quando administrada por via oral, porém as concentracées maximas
no plasma podem variar bastante. A absorcéo por via intramuscular e subcutanea
também é muito rapida (WHOd,2010).

A cloroquina é amplamente distribuida pelos tecidos do corpo, incluindo a placenta e
o leito materno, e apresenta um grande volume de distribuicdo aparente. Cerca de
60% da cloroquina se liga a proteinas do plasma. A eliminacdo é bastante lenta,
sendo em sua maioria por via renal, apresentando meia-vida de 1 a 2 meses. A
cloroquina e metabolizada no figado, formando, principalmente
monodesetilcloroquina (WHOd,2010).

2.5.2 Fosfato de primaquina

A primaquina € uma 8-aminoquinolina, denominada 8-(3-amino-1-metilpropilamino)-
6metoxiquinolina, desenvolvida em 1946 a partir da pamaquina. Foi aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1952, para a cura radical da malaria
causada pelo P. vivax e P. ovale, devido a sua acdo hipnozoiticida, associada a um

farmaco esquizonticida. Apresenta também acdo gametocitocida contra o P.
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falciparum. A estrutura quimica do fosfato de primaquina estad representada na
Figura 4. (MANUAL, 2001; VALE et al., 2005; DEEN et al., 2008; VALE et al., 2009).

Figura 4 — Formula estrutural do fosfato de primaquina

NH3
HN

N
N
Z

o 2 H,PO,

Caracteristicas fisico-quimicas do fosfato de primaquina (THE MERCK, 2006; NAIR,
2012):

o CAS -[63-45-6].

o Formula molecular: C15H21N30.2H3PO4

o Massa molecular: 455,34 g/mol. Base livre: 259,35 g/mol.
o Descricéo: cristais amarelos.

o Ponto de fuséo: 197 a 198 °C. Log P: 2,72. pKa:3,2 e 10,4.

o Solubilidade: ligeiramente soltvel em agua.

A primaquina apresenta rapida absorcdo no trato gastrintestinal. A concentracéo
maxima no plasma ocorre cerca de 1 a 2 horas ap0s a administracdo e entdo
diminui, com uma meia-vida de 3 a 6 horas. A primaquina € amplamente distribuida
nos tecidos humanos, sendo rapidamente metabolizada no figado. O maior
metabolito é a carboxiprimaquina, que pode acumular no plasma com

administracdes repetidas de primaquina (WHOd, 2010).
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2.5.3 Amodiaquina

Para o desenvolvimento e validagdo do método bioanalitico foi selecionado a
amodiaquina como padrdo interno. As caracteristicas fisico-quimicas da
amodiaquina. A estrutura quimica da amodiaquina esta representada na Figura 5.
(THE MERCK, 2006):

Figura 5 - Férmula estrutural da amodiaquina

cl N
Z
N
HN PN
OH k

o CAS -[86-42-0].

o Formula molecular: CyoH22CIN3O.

o Massa molar: 355,86 g/mol.

o Descricéo: cristais.

o Ponto de fuséo: 208 °C, com decomposicao.

o Solubilidade: na forma de cloridrato, é solUvel em agua e muito pouco soluvel

em benzeno, cloroférmio e éter etilico.

2.6 Profilaxia

As medidas mais importantes para reduzir o risco de contrair a infeccado malarica e
outras infeccbes transmitidas por vetores sdo as de protecao individual e coletiva
para prevenir, reduzir ou evitar o contato com mosquitos e outros artropodes

(mosquiteiro, repelente, casas teladas, etc.) (MANUAL, 2001).
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Como medida de protec¢éao individual pode-se citar a chamada profilaxia de contato,
gue consiste em evitar o contato do mosquito com a pele do homem. Como o
anofelino tem, em geral, habitos noturnos de alimentacdo, recomenda-se evitar a
aproximacdo as areas de risco ap6s o entardecer e logo ao amanhecer. Usar
repelentes nas areas expostas do corpo, telar portas e janelas e dormir com
mosquiteiros, também sdo medidas que tém este objetivo. Entretanto, estas
estratégias sO6 se aplicam a situacdes especiais, como para pessoas que
eventualmente visitam as areas endémicas. O grande contingente de individuos que
vivem nas areas de transmissdo ndo consegue, por razdes O6bvias, adotar
constantemente tais medidas (MANUAL, 2001).

Como medidas coletivas, algumas estratégias tém sido consideradas atualmente
para reduzir os niveis de transmissdo nas areas endémicas. Entre elas destacam-se:
medidas de combate ao vetor adulto, através da borrifacdo das paredes dos
domicilios com inseticidas de acdo residual, e/ou nebulizacdo espacial com
inseticidas no peridomicilio; medidas de combate as larvas, através de larvicidas.
Devido a extensdo das bacias hidrograficas existentes nas areas endémicas e ao
risco de contaminacdo ambiental com larvicidas quimicos, esta estratégia tem sido
pouco aplicada; medidas de saneamento basico para evitar a formacdo de
criadouros de mosquitos, surgidos principalmente a partir das aguas pluviais e das
modificacbes ambientais provocadas pela garimpagem; medidas para melhorar as
condicbes de vida, através da informacédo, educacdo e comunicacdo, a fim de
provocar mudancas de atitude da populacdo em relacédo aos fatores que facilitam a

exposicao a transmissao (MANUAL, 2001).

O acesso precoce ao diagndstico e tratamento também € estratégia importante para
a prevencao de doenca. No Brasil, a rede de diagndstico e tratamento de malaria
encontra-se distribuida nos principais destinos da Amazbnia Legal, permitindo o
acesso do viajante ao diagnéstico e tratamento precoces. Nas regides em que a
malaria ndo € endémica, tem-se observado manifestacbes graves da doenca,
possivelmente pelo retardo da suspeita clinica, do diagnéstico e do tratamento
(BRASIL, 2010).
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Outra medida de prevencdo da malaria € a quimioprofilaxia, que consiste no uso de
farmacos antimalaricos em doses subterapéuticas, a fim de reduzir formas clinicas
graves e o Obito. A quimioprofilaxia deve ser indicada quando o risco de doenca
grave e/ou morte por malaria P. falciparum for superior ao risco de eventos adversos

graves relacionados aos farmacos utilizados (BRASIL, 2010).

2.7 Resisténcia aos antimaléaricos

A resisténcia a farmacos antimalaricos é definida como a capacidade adquirida pelo
parasita de sobreviver e/ou reproduzir-se, apesar da correta administracdo e da
satisfatoria absorcédo do farmaco na dose normalmente recomendada. A resisténcia
ao antimalarico pode levar ao fracasso no tratamento, mas nem todas as falhas do
tratamento sdo causadas por resisténcia aos farmacos. O insucesso no tratamento
também pode ser o resultado de administracdo de uma dosagem incorreta ao
paciente, de problemas de adeséo ao tratamento, da ma qualidade do medicamento,
das interac6es com outros farmacos, de deficiéncia na absor¢cdo do farmaco, ou de
erros de diagnostico. Esses fatores também podem acelerar a disseminacdo da
resisténcia aos antimalaricos pela exposicao dos parasitas aos niveis inadequados
de principios ativos (WHOd, 2010).

As razbes para 0 aparecimento e expansao da resisténcia aos farmacos envolve a
interacdo dos padrdes de uso dos medicamentos, caracteristicas intrinsecas do
farmaco, fatores relacionados ao hospedeiro (homem), e fatores ambientais do
inseto vetor WONGSRICHANALAI et.al., 2002).

O desenvolvimento de resisténcia pode ser dividido em duas partes: a mutacéo
genética do parasita, resultando em um mutante resistente; e subsequente processo
de sele¢do natural, no qual a vantagem da sobrevivéncia, na presenca do farmaco,
favorece a transmissdo dos mutantes resistentes, e portanto, a propagacao da
resisténcia. Um ponto importante € a ocorréncia de resisténcia cruzada, em que a
resisténcia do parasita a um farmaco pode causar a resisténcia a outro farmaco de

acdo farmacolégica semelhante (WHOd,2010).
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A meia vida de eliminagdo € um fator importante para avaliar a probabilidade de um
antimalérico sofrer resisténcia. Alguns que sao rapidamente eliminados (por
exemplo, derivados de artemisinina), ndo apresentam uma concentracdo plasmatica
intermediaria que tem acdo sobre o parasita, pois sdo eliminados completamente
antes do segundo dia do ciclo de vida assexuado do Plasmodium. Outros (por
exemplo, a mefloquina e a cloroquina) possuem meia vida longa, de semanas ou
meses, e apresentam um amplo periodo de tempo para a selecédo de resistentes
(WHOd, 2010).

Tém sido realizados estudos extensivos sobre a resisténcia adquirida pelo P. vivax
aos antimalaricos. A cloroquina e a primaquina tém sido usadas como
medicamentos de primeira escolha para o tratamento de malaria causada por P.
vivax em muitos paises (incluindo o Brasil), ha mais de 50 anos. O parasita ainda é
sensivel a cloroquina, apesar de relatos de resisténcia em varias partes do mundo,
como na Oceania e no Sudeste da Asia, e mais recentemente, houve casos de
resisténcia na Ameérica do Sul. Ao contrario do que se observa com o P. falciparum,
as fases assexuadas de P. vivax sdo suscetiveis a primaquina. Os unicos farmacos
com atividade significativa contra o0s hipnozoitas sdo as 8-aminoquinolinas
(buloquina, primaquina e tafenoquina), entretanto, em relacdo a primaquina, ja foi
documentada ocorréncia de resisténcia no Leste da Africa, no Sudeste da Asia e na
Oceania (WHOd,2010; YESHIWONDIM, 2010).

Episodios de resisténcia tém ocorrido em todas as classes de antimalaricos, sendo
uma grande ameaca ao controle da malaria. O uso generalizado e indiscriminado de
antimalaricos exerce uma forte pressdo seletiva sobre os parasitas, favorecendo o
desenvolvimento de altas taxas de resisténcia. A resisténcia pode ser prevenida, ou
ter seu inicio retardado consideravelmente, pela combinacdo de antimalaricos com
mecanismos de acao diferentes, garantindo taxas de cura muito elevadas, se houver
cumprimento correto do tratamento. Além disso, 0 uso de medicamentos de
gualidade assegurada, educacdo a populacdo, prescricdo corretas, a aderéncia do
paciente ao tratamento e formulacdes otimizadas, sdo 0s pontos estratégicos para

prevenir a ocorréncia de resisténcia aos antimalaricos (WHOd,2010).
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2.8 Métodos bioanaliticos para quantificacdo de farmacos em plasma

O desenvolvimento e validagdo de métodos bioanaliticos empregados na
determinacdo quantitativa de farmacos e seus metabdlitos em fluidos biol6gicos
desempenha um papel significatvo da avaliacdo e interpretacdo da
biodisponibilidade, bioequivaléncia, farmacocinética e na obtencdo de dados
toxicocinéticos do farmaco e seua metabdlitos. A qualidade destes estudos esta
diretamente relacionada a qualidade do método bioanalitico (SHAH, 2007).

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar precisdo, exatidao, linearidade, limite de
deteccédo e limite de quantificacdo, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e
recuperacdo adequadas a analise. Deve ser realizada validacdo total antes da
implementacdo de um método bioanalitico para a quantificacdo de um farmaco e/ou
metabolitos. No Brasil, a ANVISA publicou em 17 de maio de 2012 a Resolucao
RDC n° 27, que dispde sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos, incluindo novos ensaios de validacdo, como a avaliacdo de efeito
residual e de efeito matriz, em relacdo a RDC 899/2003 (BRASIL, 2003; BRASIL,
2012).

Durante o desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico, todas as variaveis
devem ser consideradas, incluindo o procedimento de amostragem, de preparo da
amostra, de separacdo cromatogréfica, de deteccdo e avaliacdo de dados. O
processo de validacdo inclui a avaliacdo da estabilidade do analito na matriz
biolégica (BRESSOLE, 1996).

2.8.1 Preparo da amostra

A analise cromatografica de substancias presentes em matrizes biolégicas (soro,
plasma e urina, entre outras), requer um tratamento prévio da amostra. As razfes
para isso sdo inumeras, destacando-se a complexidade das matrizes bioldgicas, a

existéncia de proteinas que sao incompativeis com as colunas cromatograficas e a
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concentragdo das substancias a serem analisadas, que normalmente sdo muito
baixas (QUEIROZ et al., 2001).

O preparo da amostra € um elemento chave para validar um método bioanalitico
com sucesso. Representa grande parte da atividade do trabalho e dos custos
operacionais em um laboratério. A selecdo de um processo de preparacao
especifico depende dos analitos de interesse, das concentracfes de analise, da
matriz da amostra, do tamanho da amostra e da técnica instrumental (ARAUJO,
20009).

A abordagem mais eficiente para reduzir os efeitos da matriz é a eliminacdo dos
componentes da amostra que sao responsaveis pelos efeitos da matriz. Isto pode
ser obtido através da otimizacdo do pré-tratamento da amostra. As técnicas mais
comumente utilizadas no pré-tratamento das amostras sdo: extracdo por
precipitacdo de proteinas, extracao liquido-liquido, extracdo em fase solida, extracao
com fluido supercritico e extracdo em membranas solidas (dialise e ultrafiltracdo) ou
liquidas sendo as trés primeiras mais utilizadas na rotina do laboratério (QUEIROZ et
al., 2001; SNYDER et al., 1997; SAAR et al., 2009)

2.8.2 Avaliacdo do efeito matriz

Moléculas originadas da mesma matriz da amostra, que co-eluem com o analito de
interesse, podem interferir no processo de ionizacdo na espectrometria de massas,
causando supresséo ou inducao da ionizacdo. Esse fenbmeno € chamado de efeito
matriz, o que pode limitar o uso de métodos bioanaliticos com deteccdo por
espectrometria de massas. Portanto, uma avaliacdo da presenca de efeito matriz
deve ser incluida no processo de validacdo, embora muitas vezes seja neligenciada
(EECKHAUT et al., 2009; SAAR et al., 2009).

O efeito matriz estd relacionado com a grande complexidade e variabilidade de
matrizes biologicas. Além de varias compostos enddgenos comuns a bioquimica de
todo ser vivo, as matrizes biolégicas contém metabolitos de farmacos de interesse e

os co-administrados, excipientes da formulagéo, substancias oriundas da dieta ou do
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uso de suplementos, entre outros. A presenca e/ou concentracdo dos componentes
da matriz biolégica podem variar de acordo com as caracteristicas de cada
individuo, como, por exemplo, a raca e o estado de saude, e também de acordo com
a acdo farmacoldgica do farmaco de interesse ou dos co-administrados (JAMES,
2004).

2.9 Métodos analiticos e bioanaliticos para quantificacdo de cloroquina e

primaquina

Na literatura cientifica, existem alguns trabalhos que apresentam métodos de
guantificacdo de antimalaricos em formas farmacéuticas ou matrizes bioldgicas.
Foram selecionados os estudos encontrados que quantificam antimalaricos em

plasma. Alguns desses exemplos estéo relacionados na Tabela 4.

Em relacdo aos estudos selecionados, € possivel observar que € um assunto visado
e objeto de pesquisa em varios laboratorios, devido ao grande numero de trabalhos
encontrados. Ha uma ampla variedade de formas de deteccdo dos antimaléaricos, por
exemplo, KIM et al.(2004) utilizaram deteccéao eletroquimica, SAMANIDOU et al.
(2005) e MAITLAND et al. (1997) utilizaram deteccao por fluorescéncia, mas em sua
maioria sdo usadas deteccdo na regido do ultravioleta e por espectrometria de
massas. A maioria das colunas sdo de fase reversa, com empacotamento de silica
gel ligada a grupos quirais ou octadecilsilano. As fases moveis, em sua maioria,
apresentam acetonitrila e uma solugcéao tampao, e trabalha-se com pH na faixa de 4,0
a 6,0, com excecdo do método de YONEMITSU et al. (2005) e NOGUEIRA et al.
(2011), cujo o pH de trabalho é na faixa de 3,4-3,5.

HODEL et al. (2009) desenvolveram um método bioanalitico para deteccdo de 14
antimalaricos por espectrometria de massas, porém somente a cloroquina foi
estudada, a primaquina esta ausente entre os antimalaricos selecionados. DUA et al.
(1996) desenvolveram um método de determinacdo de primaquina e seus
metabdlitos em plasma humano, e compararam os fatores de retencdo encontrados

com o fator de retencéo da cloroquina nas mesmas condi¢des e concluiram que néo
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haveria interferéncias. DWIVEDI et al. (2009) desenvolveram um método de
separacdo e doseamento da cloroquina, primaquina e bulaquina em comprimidos,
mas ndo estudaram em matriz biol6gica. Tanto DUA et al.(1996) e DWIVEDI et al.

(2009) utilizaram deteccéo na regiao do ultravioleta.

N&o foram encontrados métodos na literatura cientifica que apresentasse método
bioanalitico para quantificacdo simultanea de cloroquina e primaquina em plasma ou

em outras matrizes biologicas.
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Tabela 4 - Condicbes cromatogréaficas para quantificagéo de cloroquina e primaquina.

o . i Preparo da _ Tempo de .
Referéncia Farmaco(s) Fase Movel Coluna Matriz o ) Deteccéo
amostra eluicdo (min)
Gradiente linear, acetonitrila com
0 L P
AVULA et al. 0’l/°~ (viv) de acido formico Chiracel OD, 250 x Precipitacdo de Plasma de
(2010) PRI solucdo aquosa de formato de 4.6 mm. 10 um roteinas rato e 30 EM
amonio 0,02 M com 0,1% (v/v) de ' OH P humano
acido férmico e pH 5,9
Adsorbosphere
BRONDZ et PRI Isocratica, mistura de metanol Nucleoside- i Nao- 20 EM
al. (2004) carbonato de amdnio 0,2 M (75:2) Nucleoside, 250 x biol6gica
4,6 mm, 7 pm.
Isocréatica, mistura de solugéo de Waters Acquity x uv
D;)l'\'(c;('foi)et PRI 4cido trifluoroacético 0,01% e  BEH C18,50x 2,1 - bio’\llc’?oica 5
' acetonitrila (75:25) mm; 1,7 pm 9 (265 nm)
DUA et al. Isocraucla,, mistura de ace-tonlltrlla; pBondapak Cis, Extragéo liquido- Plasma e uv
(1996) PRI metanol; 4cido perclérico M; e 4gua 300 x 3,9 mm, liquido sangue
(30:9:1:95) 5 pum q humanos (254 nm)
uv
- . uPorasil Waters (343 nm)
Isocratica, mistura de cloreto de Y Plasma e
DUA et al. . L L normal phase Extracao liquido- ou
CLO metileno, metanol e acido perclérico . sangue -
(1999) . colunm, 300 x 3,9 liquido FLU
M (100:9:1,2). humanos
mm, 5 pm. (340 nme
380 nm)
Isocratica, mistura de tamp&o de Lichrospher Merck
DWIVEDI et CLO, PRI e o P RP select-B Cg, N&o- uv
al. (2003) bulaquina  2cetdto de sodio 001 MpH 56 e ooy o s - biologica 20
' q acetonitrila (45:55). ’ ’ 9 (265 nm)

pum, 27+ 3 °C.
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Tabela 4 - (Continuacéo)

o ) i Preparo da ) Tempo de N
Referéncia Farmaco(s) Fase Movel Coluna Matriz s _ Detecgéo
amostra eluigdo (min)
CLOe Gradiente, formato de amoénio Waters Atlantis S
HODEL etal. outros 13 0,02 M e acetonitrila, ambos com dC18,50 x 2,1 mm, 3 Premplta,gao de Plasma 21 EM
(2009) . . . . R proteinas humano
antimalaricos acido férmico 0,05% (v/v) pum, 25 °C
KIM et al Isocratica, tampao fosfato 0,07 M Shodex ODSpak F- Precipitacédo de Plasma
(2004) ' PRI pH 5,8 : edetato dissédico 1% 511 Cys, 250 x 4,6 proteinas e extracao humano 30 EQ
(p/v) : acetonitrila (74,5:25:5) mm, 5 um, 40 °C em fase solida
MAGALHAES Isocrat?cg, r,nlfs,tura ’d.e metgnol, Chirobiotic V, 150 x Microextragéo em Plasma
et al. (2008) CLO acetonitrila, acido acético glacial e 4,6 mm, 5 um, fase liquida humano 12 EM
‘ dietilamina (90:10:0,5:0,5). 23+ 2 °C. q
FLUO
MAITLAND et Isocraucla, mistura de ac.et_onltr_lla; Waters pPorasil, 300 Extragao liquido- Plasma (excntagaFJ:
al. (1997) CLO metanol; e dietilamina %3.9 mm. 10 um liquido humano 8 335 nm;
' (80:19,5:0,5). ' S HM q emissao:
370)
Isocrética, mistura de acetonitrila Duas colunas ciano
NITIN et al. e .. de 30 x4,6 mm, 5 Extracao liquido- Plasma de
(2003) PRI e tampéo acetato de amdnio 0,02 m. conectadas em liquido Macaco 10 EM
M pH 6,0 (50:50) Hm, conec q
série
CLO. PRI Isocratica, mistura de fosfato de
NOGUEIRA uin’ina e’ potassio monobasico 0,05 M com Waters Xterra RP18, i N&o 10 UV (283
et al. (2011) r:eﬂoquina pH ajustado para 3,5 e metanol 250 x 4,6 mm; 5 um biologica nm)

(40:60)
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Tabela 4 - (Continuacgéo)

o . i Preparo da _ Tempo de .
Referéncia Farmaco(s) Fase Movel Coluna Matriz o ) Deteccéo
amostra eluigdo (min)
FLUO
Isocratica, mistura de methanoal; . ~ Sangue e (excitacéo:
SAMANIDOU - N . Kromasil C18, 250 x Extracdo em fase - .
et al. (2005) CLO e quinina acetonitrila; e acetato de amdnio 4 mm. 5 um solida urina 6 325 nm;
’ 0,1 mL/L (45:15:40) O humanos emissao:
375)
Isocratica, tampdo acetato de Chromolith .
Sg}'c(;;o/?)';)et cLo amonio 0,01 M pH 4,6: metanol  SpeedROD RP-18e, Prec:g'tz‘rﬁ de F;:‘;:: 2 EM
' (25:75) 50 x 4,6 mm P
Isocratica, mistura de solugéo -
aquosa de fosfato de potassio Coluna de silica
THE UNITED d . P quimicamente ligada Nao uv
CLO monobasico 13,6 g/L com pH - S -
(2011) . a grupos Cig, 100 x biolégica (224 nm)
ajustado para 2,5 e metanol 46mm: 15a 10 um
(78:22) o mm. L, H
Isocrética, mistura de acetonitrila Coluna de silica
THE UNITED : ' L quimicamente ligada Néo uv
(2011) PRI tetraidrofurano, acido 2 arupos Ce. 75 X 4.6 - biolégica -
trifluoroacético e agua (9:1:0,1:90) grup =8 ' 9 (265 nm)
mm; 3 um
Isocratica, mistura de acetonitrila
YONEMITSU e acido  lheptanossulfonico TSK gel Super-ODS, Extrac&o liquido- Plasma w
CLO contendo  0,07%  (viv) de o A 10
et al. (2005) 100 x 4,6 mm, 40 °C liquido humano (254 nm)

dietilamina e pH 3,4 ajustado com
acido fosforico (30:70)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar método bioanalitico para a quantificagdo simultanea de

cloroquina e primaquina em comprimidos e em plasma humano.

3.2 Objetivos especificos

o Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo de cloroquina e

©)

primaquina em comprimido por cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE).

Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo de cloroquina e
primaquina em comprimido por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia
(CLUE).

Desenvolver e validar método bioanalitico para quantificacdo de cloroquina e
primaquina em plasma humano, por CLAE, com deteccéo por espectrometria

de massas.




CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS
ANALITICOS DE QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE
CLOROQUINA E PRIMAQUINA EM COMPRIMIDOS
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR) e amostras

o Fosfato de cloroquina SQR — fabricado por INCQS/Fiocruz. Lote Y2FO01. Teor:
99,6%. Valido por todo o periodo de estudo.

o Fosfato de primaquina SQR — fabricado por INCQS/Fiocruz. Lote Z2F01. Teor:
99,7%. Valido por todo o periodo de estudo.

o Comprimidos de fosfato de cloroquina (150 mg de cloroquina base) — fabricado
por Farmanguinhos/Fiocruz. Lote: 12080937. Validade: 08/2014.

o Comprimidos de fosfato de primaquina (15 mg de primaquina base) — fabricado
por Farmanguinhos/Fiocruz. Lote: 12040391. Validade: 04/2014.

1.1.2 Reagentes e Vidraria

o Reagente grau analitico: acido fosférico.

o Reagentes grau cromatografico: acetonitrila, metanol e trietilamina.
o Agua destilada e deionizada em sistema Millipore.

o Pipetas e balées volumétricos calibrados.

o Béqueres, erlenmeyers e kit de filtracao.

1.1.3 Equipamentos

o Aparelho de ultra-som marca UNIQUE modelo 1400.

o Balanga analitica marca SARTORIUS modelo BP210D com precisdo de 0,01 mg.

o Coluna cromatografica ACE® 5 C1g (100 x 4,6 mm; 5 um).

o Coluna cromatografica Thermo® Hypersil C1g (50 x 2,1 mm; 1,9 um).

o Cromatogréafo a liquido de ultra eficiéncia Thermo® Acella, composto com bomba
guartenaria, auto-injetor, forno de colunas e acoplado a detector de arranjos de
diodos (DAD).
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o Estufa marca FANEM Orion 515.

o Pipetas calibradas marca BRAND.

o Potencidmetro METROHM 827 pH Lab.

o Sistema de purificacdo de agua Milli-Q-Plus marca Millipore.

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

1.2 Métodos

1.2.1 Desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo simultanea de

cloroquina e primaquina em comprimidos

Inicialmente, desenvolveu-se um método analitico para quantificacdo simultanea de
comprimidos de cloroquina e de primaquina por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE). Posteriormente, o método analitico por CLAE seria transferido
para cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (CLUE). A validacdo de ambos os
métodos foi realizada de acordo com as especificacbes Guia de Validacdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos, na Resolucdo n°® 899, de 29 de maio de 2003, da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

1.2.2 Preparo das solucdes padrédo e amostra de cloroquina e primaquina

A solucdo padrdo de cloroquina e de primaquina foi preparada pesando-se,
inicialmente, exatamente cerca de 20,16 mg de fosfato de cloroquina SQR
(corresponde a 12,50 mg de cloroquina base livre) transferido para baldo volumétrico
de 25 mL e completando-se o volume com diluente. O diluente utilizado foi uma
mistura de metanol e solucdo de trietilamina a 0,1% (v/v) com pH ajustado para 3,0
com acido fosférico (1:1). Em um segundo bal&o volumétrico de 25 mL, pesaram-se
exatamente cerca de 21,95 mg de fosfato de primaquina SQR (correspondente a
12,50 mg de primaquina base livre) e completou-se o volume com 0 mesmo diluente.
Retirou-se uma aliquota de 3 mL da solucdo padrédo estoque de cloroquina e de 2

mL da solucédo padrdao estoque de primaquina para baldo volumétrico de 10 mL e
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completou-se o volume com o diluente. Ao final, obteve-se uma solucdo padréo de
cloroquina a 0,15 mg/mL e primaquina a 0,10 mg/mL.

Para o preparo da solucdo amostra de cloroquina e primaquina, inicialmente
determinou-se o peso médio de 20 comprimidos de cada um dos farmacos. O peso
médio para os comprimidos de cloroquina foi de 407,78 mg e para os comprimidos
de primaquina foi de 135,29 mg. A solucdo amostra de cloroquina e de primaquina
foi preparada pesando-se, inicialmente, exatamente cerca de 0,08 pesos médios de
p6é do comprimido de difosfato de cloroquina (corresponde a cerca de 12,5 mg de
cloroquina base livre) para baldo volumétrico de 25 mL e completando-se o volume
com diluente. Exatamente, cerca de 0,67 pesos médios de pé do comprimido de
difosfato de primaquina (corresponde a cerca de 10,0 mg de primaquina base livre)
foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o
volume com diluente. Retirou-se uma aliquota de 3 mL da solucdo amostra de
cloroquina e de 5 mL da solucdo amostra de primaquina, transferiu-se para baléo
volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com diluente. Ao final obteve-se uma

solucdo amostra de cloroquina a 0,15 mg/mL e primaquina a 0,10 mg/mL.

1.2.3 Validacdo do método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia

1.2.3.1 Condic¢des cromatogréficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Thermo Acella
provido de detector ultravioleta (DAD) a 260 nm e coluna ACE® 5 Cig (100 x 4,6 mm;
5 um), mantida a 25 °C. A fase movel utilizada foi acetonitrila e solugcdo de
trietilamina a 0,1% (v/v) com pH ajustado para 3,0 com acido fosférico, no modo
gradiente segundo Tabela 5, e fluxo de fase movel de 1,0 mL/min. O volume de
injecdo foi de 10 uL e os espectros na regido do ultravioleta foram armazenados na
faixa de 200 a 400 nm, por meio do detector DAD, para identificacdo dos picos

cromatograficos.
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Tabela 5 - Gradiente da corrida cromatogréafica para o método de quantificagdo de

cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE.

Composicao da fase movel (%)

Tempo de corrida (min)
Acetonitrila | Trietilamina 0,1% pH 3,0

0,0 10,0 90,0
0,9 10,0 90,0
1,0 40,0 60,0
1,6 40,0 60,0
1,7 10,0 90,0
4,2 10,0 90,0

1.2.3.2 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foram preparadas trés solucdes padréo independentes
e a partir delas obtiveram-se trés curvas analiticas na faixa de 60% a 140% da
concentracdo de trabalho para cada farmaco (0,10 mg/mL para a primaquina base

livre e 0,15 mg/mL para a cloroquina base livre).

Inicialmente preparou-se, em triplicata, solu¢cbes méae de fosfato de primaquina SQR
e fosfato de cloroquina SQR, em baldo volumétrico de 50 mL contendo 0,30 mg/mL
de cloroquina base livre e 0,20 mg/mL de primaquina base livre, com o volume
completado com diluente. A partir de cada solucdo mae, foram feitas diluicbes para

baldo volumétrico de 10 mL em cinco diferentes concentracdes, conforme Tabela 6.
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Tabela 6 - Solugdes para construcéo da curva analitica e avaliagdo da linearidade do método
de quantificac&o de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE. Diluente: mistura de
metanol e solugcdo de trietilamina a 0,1% (v/v) com pH ajustado para 3,0 com &cido

fosfdrico (1:1).

Volume da Concentracéo de Concentracéo de ,
Intervalo _ _ _ _ _ Diluente
) solucdo méae cloroquinabase livre primaguina base livre
linear (%) g.s.p. (mL)
(mL) (mg/mL) (mg/mL) T

60 3,0 0,09 0,06 10

80 4,0 0,12 0,08 10

100 5,0 0,15 0,10 10

120 6,0 0,18 0,12 10

140 7,0 0,21 0,14 10

A linearidade foi avaliada pelo método dos minimos quadrados, por meio da
estimativa dos parametros coeficiente de determinac&o (r?), coeficiente angular (b),

coeficiente linear (a).
1.2.3.3 Precisdo

A precisdo intra-corrida foi avaliada por meio de seis determinacfes a 100% da
concentracdo de trabalho para cada farmaco (0,10 mg/mL para a primaquina base
livre e 0,15 mg/mL para a cloroquina base livre). As solu¢cdes amostra e padréo para
a analise foram preparadas conforme procedimento descrito no item 1.2.2. Para
avaliacdo da precisao inter-corridas, o mesmo procedimento foi adotado, realizando-
se analises em dois dias consecutivos. Os teores de cloroquina e primaquina e o

desvio padréo relativo (DPR) dos valores foram determinados.
1.2.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada segundo o procedimento de adicdo de padréo.
Foram preparadas nove solucbes amostras independentes contendo cerca de
0,075 pesos médios de comprimidos de fosfato de cloroquina e 0,5 pesos médios de

comprimidos de fosfato de primaquina para baldo volumétrico de 25 mL e
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solubilizados com diluente. Também foi preparada uma solucdo padrdo contendo
0,30 mg/mL de cloroquina base livre e 0,20 mg/mL de primaquina base livre em

baldo volumétrico de 25 mL, em diluente.

Adicionaram-se aliquotas da solucdo padrao as solu¢cdes amostras de acordo com a
Tabela 7. Obteve-se a triplicata de trés concentracdes dentro da faixa linear para os

dois farmacos.

Tabela 7 - Solucbes para avaliagéo da exatiddo do método de quantificacédo de cloroquina e

primaquina em comprimidos por CLAE. Diluente: mistura de metanol e solugéo de trietilamina

a 0,1% (v/v) com pH ajustado para 3,0 com acido fosfdrico (1:1).

Concentracao da
Volume . ¢ t Volume Concentracéo
P solucdo amostra P ;
% adicionado de ¢ adicionado de final (mg/mL) Diluente
solugéo (mg/mL) solugéo padrio g.s.p.(mL)
amostra (mL) cLO PRI (mL) CLO PRI
80 5,0 0,09 0,06 1,0 0,12 0,08 10
100 5,0 0,09 0,06 2,0 0,15 0,10 10
120 5,0 0,09 0,06 3,0 0,18 0,12 10

As porcentagens de recuperacdo e o0 desvio padrdo relativo (DPR) foram

determinados para cada farmaco.

1.2.3.5 Seletividade

A seletividade do método por CLAE foi determinada pela avaliacdo da pureza
espectral dos picos de cloroquina e primaquina obtidos em cromatogramas de
solucdes padrdo e amostra, nas concentracdes de trabalho, com auxilio do detector
DAD.

1.2.3.6 Robustez

Uma solucéo padréo e quatro solu¢cdes amostras independentes foram preparadas

de acordo com o procedimento descrito em 1.2.2 e analisadas nas condi¢des
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nominais e variando-se 0s seguintes parametros analiticos: proporcao de acetonitrila
na fase moével, pH aparente da fase movel, fluxo da fase mével e temperatura da
coluna. As variacOes estabelecidas para cada parametro estdo demonstradas na
Tabela 8.

Tabela 8 — Parametros analiticos e variagdes para a avaliacio da robustez do método de

quantificac&o de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE.

Paréametro Variagdo | Valor inferior | Valor nominal | Valor superior
Proporgéo de ACN na FM (%) 2,0 8,0-38,0 10,0 - 40,0 12,0-42,0
pH aparente da FM +0,3 2,7 3,0 3,3
Fluxo da FM (mL/min) -0,1 0,9 1,0 -
Temperatura da coluna (°C) +2,0 23,0 25,0 27,0

Em cada condicéo, os teores de cloroquina e primaquina foram determinados e os
valores obtidos nas condigdes nominais e nas condigbes variadas foram

estatisticamente comparados por meio de analise de variancia (ANOVA).

1.2.3.7 Limites de deteccao e quantificacédo

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) de cloroquina e primaquina foram
inicialmente estimados a partir das equacdes que leva em consideracdo parametros
da curva analitica, apresentada no item 1.2.3.2. As equacdes foram preconizadas
pelo ICH (INTERNACIONAL, 2005) e estao representadas a seguir:

Em que:
- 0 corresponde ao desvio padréo da resposta na curva analitica.

- S é o valor da inclinagéo da curva analitica.
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1.2.4 Validagdo do método por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia
1.2.4.1 CondigBes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo Thermo Acella
provido de detector ultravioleta (DAD) a 260 nm e coluna Thermo Hypersil® Cig (50 x
2,1 mm; 1,9 ym), mantida a 25 °C. A fase movel utilizada foi acetonitrila e solugdo de
trietilamina a 0,1% (v/v) com pH ajustado para 3,0 com &cido fosférico no modo
gradiente segundo Tabela 9, fluxo de fase movel de 600 pL/min. O volume de
injecao foi 7,0 yL e os espectros na regido do ultravioleta foram armazenados na
faixa de 200 a 400 nm, por meio do detector DAD, para identificacdo dos picos
cromatograficos. O diluente utilizado para solubilizar os padrdo e amostras de
cloroquina e primaquina foi uma mistura de metanol e solugéo de trietilamina a 0,1%

(v/v) com pH ajustado para 3,0 com acido fosforico (1:1).

Tabela 9 - Gradiente da corrida cromatogréfica para o método de quantificacéo de

cloroquina e primaquina em comprimidos por CLUE.

Composicdo da fase movel (%)

Tempo de corrida (min)
Acetonitrila | Trietilamina 0,1% pH 3,0

0,00 10,0 90,0
0,45 10,0 90,0
0,47 40,0 60,0
1,20 40,0 60,0
1,30 10,0 90,0
4,00 10,0 90,0

1.2.4.2 Parametros de validacdo do método por cromatografia a liquido de ultra

eficiéncia

Para validacdo do método por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia, foram
avaliados os mesmos parametros previamente descritos para o método por

cromatografia a liquido de alta eficiéncia: linearidade, precisdo, exatidao,
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seletividade, robustez, limites de deteccdo e quantificacdo. Os procedimentos para
preparo e diluicdo das solugbes padrdo e amostra, assim como a forma como

parametro foi avaliado, estéo descritos nos itens 1.2.3.2a 1.2.3.7.

1.2.5 Comparagcdo entre os métodos por CLAE e por CLUE para quantificacdo

simultanea de cloroquina e primaquina em comprimidos

O método de quantificacdo simultdnea de cloroquina e primaquina em comprimidos
por CLAE foi comparado ao método de quantificacdo por CLUE. Para isso,
comprimidos de cloroquina e primaquina foram analisados, em sextuplica, em dois
dias consecutivos, por CLAE e por CLUE. As médias dos teores de cada farmaco
estimadas por CLAE e CLUE foram comparadas por meio do teste t de student
(a=0,05). Além disso, os métodos foram comparados em relacdo ao tempo de

analise e gasto de solvente.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo simultanea de

cloroquina e primaquina em comprimidos

Na literatura cientifica ndo foram encontradas descricdes de métodos com o objetivo
de quantificar simultaneamente cloroquina e primaquina em comprimidos. Na
Farmacopeia Americana 342 edicao (THE UNITED, 2011), é sugerido o uso de
CLAE para quantificar a cloroquina e a primaquina em comprimidos, mas o0s
métodos descritos sdo muito diferentes, principalmente em relacdo a composicéo da
fase movel e especificacdo da coluna cromatografica. NOGUEIRA et al (2011)
avaliou a seletividade do meétodo analitico desenvolvido para quantificacdo de
mefloquina injetando simultaneamente cloroquina, primaquina, quinina e mefloquina.
As condi¢gbOes cromatograficas utilizadas foram fase moével constituida da mistura de
metanol e tampéao de fosfato de potassio monobasico 0,05 M pH 3,5 (60:40), corrida
cromatografica no modo isocratico, fluxo de fase mével de 1,0 mL/min, deteccgéo por
espectrometria no ultravioleta no comprimento de onda de 283 nm e coluna
cromatografica Cig (250 x 4,6 mm; 5 ym). Segundo representa¢do do cromatograma
da corrida nessas condi¢des, 0 método apresenta uma boa resolucdo entre os picos
da cloroquina e da primaquina e um tempo de corrida inferior a cinco minutos.
Utilizando-se o método descrito, porém com o uso de uma coluna cromatografica Cig
(100 x 4,6 mm; 5 uym), obteve-se uma retencdo muito baixa para a cloroquina, sendo
necessario diminuir a porcentagem do solvente organico na composi¢cdo da fase
mével. Como o objetivo posterior era a transferéncia do método por CLAE para o por
CLUE, decidiu-se, também, substituir o uso de tampéao fosfato por uma solucéo de
trietilamina com pH 3,0 ajustado com acido fosfoérico, e assim reduzir a probabilidade
de entupimentos, pois em sistemas de CLUE os tamanhos dos poros e juncfes do
equipamento sdo menores e tampdes fosfato podem apresentar precipitacdo de
sais. Com as alteracbes das condicbes cromatograficas, o tempo de corrida
aumentou para mais de quatro minutos e houve alargamento do pico da primaquina.
Decidiu-se usar o modo gradiente para elui¢do, a fim de se aumentar a retencéo do

pico de cloroquina, sem prejudicar tanto a retencéo do pico de primaquina. Optou-se
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pelo uso de acetonitrila em detrimento ao metanol na composi¢cdo da fase mdvel,
tendo em vista que o uso de um solvente organico com maior capacidade eluente
diminuiu o tempo de retencéo e o alargamento do pico da primaquina. Por fim, o pH
aparente da fase movel foi reduzido para 3,0, pois houve melhora na simetria dos
picos dos farmacos, principalmente para a cloroquina. A condicdo cromatografica
por CLAE desenvolvida e validada esta descrita no item 1.2.3.1 e o cromatograma
esta representado na Figura 6. O tempo de corrida total foi de 4,20 minutos; o
tempo de retencéo (Tr) do pico da cloroquina foi de cerca de 2,60 minutos e de 2,95

minutos para o pico da primaquina.

Figura 6 — Cromatograma representativo do método de quantificagdo de cloroquina e
primaquina em comprimidos por CLAE. Condi¢c8es cromatogréficas: fase movel em gradiente
de (A)acetonitrila:(B)solucédo de trietilamina a 0,1% pH ajustado para 3,0 (0-0,9 min:10%A;
0,9-1,0 min:10-40%A; 1,0-1,6 min:40%A; 1,6-1,7 min: 40-10%A; 1,7-4,2 min:10%A) fluxo de
1,0 mL/min, coluna Cy5 (100 x 4,6 mm, 5 um) a 25 °C, detector a 260 nm.

| Detector 1-260nm
i PADRAO4.dat

N iame
1200 1200
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0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 175 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 3,25 3,50 3,75 4,00
Minutos

Para a transferéncia do método por CLAE para o método por CLUE, utilizou-se a
metodologia sugerida por GUILLARME et al (2008) para corridas em modo

gradiente, na qual por meio de equacdes matematicas é possivel calcular as novas
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condi¢cbes cromatogréficas para CLUE, como fluxo da fase movel e volume de
injecdo. Além disso, pode-se prever o tempo de corrida e a pressao do sistema do
novo método. A coluna analitica utilizada foi uma Cig (50 x 2,1 mm; 1,9 ym) para
cromatografia a liquido de ultra eficiéncia. O resultado da transferéncia foi
insatisfatério, com baixa resolucdo entre os picos, baixa retencdo do pico da
cloroquina, assimetria elevada e perda no sinal dos picos, principalmente pelo baixo
volume de injecdo sugerido na transferéncia. Houve necessidade de mudangas no
tempo do gradiente, no volume de injecdo e no tempo de recondicionamento,

conforme representado na Tabela 10.

Tabela 10 - Alteracdes realizadas na otimizagdo da transferéncia do método de CLAE para

CLUE.
Condic¢0Oes sugeridas Condic8es otimizadas

Volume de injecéo (uL) 1,0 Volume de injegdo (uL) 7,0

Composicédo da fase movel Composicao da fase movel
Tempo de (%) Tempo de (%)

corrida (min) Trietilamina corrida (min) Trietilamina
Acetonitrila 0.1% pH 3,0 Acetonitrila 0.1% pH 3.0

0,00 10,0 90,0 0,00 10,0 90,0

0,16 10,0 90,0 0,45 10,0 90,0

0,17 40,0 60,0 0,47 40,0 60,0

0,28 40,0 60,0 1,20 40,0 60,0

0,30 10,0 90,0 1,30 10,0 90,0

0,73 10,0 90,0 4,00 10,0 90,0

A condicdo cromatografica por CLUE desenvolvida e otimizada esta descrita no item
1.2.4.1 e o cromatograma esta representado na Figura 7. O tempo de corrida total
foi de 4,00 minutos; os tempos de retencdo (Tr) dos picos da cloroquina e da

primaqguina foram 1,00 minuto e 1,30 minuto, respectivamente.
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Figura 7 — Cromatograma representativo do método de quantificagdo de cloroquina e
primaquina em comprimidos por CLUE. Condi¢gBes cromatogréficas: fase movel em gradiente
de (A)acetonitrila:(B)solucéo de trietilamina a 0,1% pH ajustado para 3,0 (0-0,45 min:10%A,;
0,45-0,47 min:10-40%A; 0,47-1,20 min:40%A; 1,20-1,30 min: 40-10%A; 1,30-4,00 min:10%A)
fluxo de 600 pL/min, coluna Csg (50 x 2,2 mm, 1,9 um) a 25 °C, detector a 260 nm.
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2.2 Validacdo do método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia

2.2.1 Linearidade

A curva analitica obtida para o método por CLAE indicou correlacéo linear adequada
entre as concentracdes de cloroquina e as areas dos picos, na faixa de 0,09 mg/mL
a 0,21 mg/mL. Os dados da analise de regressédo linear estdo demonstrados na
Tabela 11 e na Figura 8.
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Tabela 11 — Resultados da anélise de regresséo linear para o método de quantificagéo de

cloroquina em comprimidos por CLAE.

Parametro Resultados
Coeficiente de determinacdo (r2) 0,9959
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9980
Inclinagéo + erro padréo 24018825 + 427200
Intercepto * erro padréo 365272 + 67140
Desvio padréo da resposta da curva analitica 70780
Faixa de concentracdo (mg/mL) 0,09-0,21
NUmero de pontos 15

Figura 8 — Representacéo grafica da regresséo linear para o método de quantificagdo de

cloroquina em comprimidos por CLAE.
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A curva analitica obtida para o método por CLAE indicou correlacéo linear adequada
entre as concentracfes de primaquina e as areas dos picos, na faixa de 0,06 mg/mL
a 0,14 mg/mL. Os dados da analise de regressédo linear estdo demonstrados na

Tabela 12 e no Figura 9.
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Tabela 12 — Resultados da anélise de regresséo linear para o método de quantificagcéo de

primaquina em comprimidos por CLAE.

Paréametro Resultados
Coeficiente de determinacdo (r2) 0,9988
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9994
Inclinagéo + erro padréo 47191029 + 440800
Intercepto * erro padréo 228617 + 45520
Desvio padréo da resposta da curva analitica 48010
Faixa de concentracdo (mg/mL) 0,06 - 0,14
NUmero de pontos 15

Figura 9 — Representacéo grafica da regresséo linear para o método de quantificagio de

primaquina em comprimidos por CLAE.
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2.2.2 Precisao

A preciséo intra-corrida e inter-corridas do método por CLAE foi avaliada por meio
de seis determinacfes a 100% da concentracdo de trabalho para os dois farmacos
(0,10 mg/mL para a primaquina base livre e 0,15 mg/mL para a cloroquina base
livre). Os valores de DPR obtidos nas andlises da cloroquina para a precisao intra-

corrida (n=6) e inter-corridas (n=12) foram 1,10% e 1,59%, respectivamente. Os
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valores de DPR obtidos nas analises da primaquina para a precisédo intra-corrida
(n=6) e inter-corridas (n=12) foram 0,31% e 1,21%, respectivamente. Assim, a
precisdo do método foi demonstrada pela obtencéo de valores de DPR abaixo de
2,0%. Os resultados obtidos no ensaio de precisao estéo descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Resultados da avaliagdo da preciséo para o método de quantificacéo de

cloroquina em comprimidos por CLAE.

Dia | Namero de amostras | Teor de cloroquina (%) | Teor de primaquina (%)
1 100,26 99,71
2 99,87 99,81
3 99,30 99,67
10
4 101,48 99,91
5 102,25 99,04
6 101,19 99,60
7 99,86 96,11
8 96,83 99,67
9 99,72 98,09
20
10 102,05 97,46
11 98,94 98,31
12 98,23 98,07
Média (%) 100,00 98,79
DPR (%) 1,59 1,21

2.2.3 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de adicdo de padrdo, em trés niveis de
concentragcdo, cada um em triplicata. As porcentagens de recuperacdo de cada
método estdo demonstradas na Tabela 14. Os valores de porcentagem de

recuperacdo proximos a 100% e desvio padrao relativo abaixo de 2,0% indicam que
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0 método apresenta exatiddo adequada para quantificagdo de cloroquina e

primaquina em comprimidos.

Tabela 14 - Resultados da avaliagdo da exatiddo para o método de quantificacdo de

cloroquina em comprimidos por CLAE.

Cloroquina Primaquina
Concentragéo Concentragéo

tedrica (mg/mL) Recuperagdo (%) tedrica (mg/mL) Recuperagao (%)

99,38 97,77

0,12 98,40 0,08 99,10

99,92 100,19

101,88 97,73

0,15 101,76 0,10 97,02

101,57 98,53

98,56 98,21

0,18 97,04 0,12 97,04

99,96 97,35

Média (%) 99,83 Média (%) 98,11

DPR (%) 1,68 DPR (%) 1,04

2.2.4 Seletividade

A determinacdo da pureza espectral dos picos cromatograficos de cloroquina e
primaquina foi realizada com auxilio do detector de arranjo de diodos. As purezas
dos picos referentes a cloroquina padrédo e comprimidos foram, respectivamente,
99,20% e 99,37%. As purezas dos picos referentes a primaquina padrdo e
comprimidos foram, respectivamente, 97,71% e 95,56%. Os elevados valores de
pureza de pico obtidos indicam que outros compostos nao co-eluiram com o0s picos

de interesse.
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2.2.5 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Constatando-se a susceptibilidade do método a variagcdes nas
condi¢cBes analiticas, estas deverdo ser controladas e cuidados devem ser incluidos

no procedimento.

Os resultados de teor e tempo de retencdo para os picos dos farmacos nas
diferentes condi¢cdes analisadas estao representados na Tabela 15. Como o fluxo
maximo permitido pelo cromatografo € de 1,0 mL/minuto, ndo foi possivel a
avaliacdo da robustez do método para valores de fluxo de fase mével acima do valor

nominal estabelecido para o método por CLAE.

A andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias utilizando o teste de
Tukey ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre o resultado
obtido nas condicbes nominais descritas no item 1.2.3.1 e os resultados obtidos em

cada uma das condicdes avaliadas.
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Tabela 15 - Resultados da avaliagdo da robustez para o método de quantificagdo de

cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE.

Cloroquina Primaquina
Condicao Teor médio DPR Tr médio | Teor médio DPR Tr médio
(%) (%) (min) (%) (%) (min)
Nominal 99,59 0,90 2,58 99,77 0,11 2,92
Temperatura do forno 99,31 0,67 2,60 99,84 0,17 2,93
a23°C
Temperatura do forno 99,63 1,13 2,59 99,87 0,26 2,92
azr°c
Fluxo a 0,9 mL/min 99,17 1,18 2,69 99,06 0,84 3,06
8-38% de ACN na FM 99,92 0,77 2,60 98,82 0,56 3,10
12-42% de ACN na FM 99,49 1,10 2,56 99,68 0,60 2,77
PH aparente de 2,7da | 99,80 1,46 2,58 100,22 1,28 2,87
pH aparer,‘:t& des33da | 10906 1,65 2,58 100,02 1,31 2,97

A Figura 10 representa a variacdo dos teores obtida nas diferentes condicdes para
as amostras analisadas.

Figura 10 - Resultados dos teores na avaliagdo da robustez para o método de quantificagdo

de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE.
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2.2.6 Limites de deteccéo e quantificacéo

O valor encontrado para o desvio padrao da resposta da curva analitica para a
cloroquina foi de 70780. Aplicando-se as equacdes descritas no item 2.1.3.7, o limite
de deteccao encontrado foi de 0,0097 mg/mL e o limite de quantificacdo encontrado
foi de 0,0295 mg/mL.

Para a primaquina, o desvio padrdo da resposta da curva analitica foi de 48010.
Aplicando-se as equac0es, o limite de detec¢éo encontrado foi de 0,0034 mg/mL e o

limite de quantificagdo encontrado foi de 0,0102 mg/mL.

2.3 Validacdo do método por cromatografia a liquido de ultra eficiéncia

2.3.1 Linearidade

A curva analitica obtida para o método por CLUE indicou correlacao linear adequada
entre as concentracdes de cloroquina e as areas dos picos, na faixa de 0,09 mg/mL
a 0,21 mg/mL. Os dados da analise de regressédo linear estdo demonstrados na

Tabela 16 e na Figura 11.

Tabela 16 — Resultados da analise de regresséo linear para o método de quantificagéo de

cloroquina em comprimidos por CLUE.

Parametro Resultados
Coeficiente de determinagéo () 0,9940
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9970
Inclinagdo + erro padréo 27479320 £ 591000
Intercepto * erro padrdo 439584 + 92890
Desvio padréo da resposta da curva analitica 97930
Faixa de concentracdo (mg/mL) 0,09 -0,21

Ndmero de pontos 15
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Figura 11 — Representagao grafica da regressao linear para o método de quantificagéo de

cloroquina em comprimidos por CLUE.
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A curva analitica obtida para o método por CLUE indicou correlagéo linear adequada
entre as concentracdes de primaquina e as areas dos picos, na faixa de 0,06 mg/mL
a 0,14 mg/mL. Os dados da analise de regressédo linear estdo demonstrados na

Tabela 17 e na Figura 12.

Tabela 17 — Resultados da anélise de regresséo linear para o método de quantificacéo de

primaquina em comprimidos por CLUE.

Parametro Resultados
Coeficiente de determinagéo (@ 0,9944
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9972
Inclinagdo + erro padréo 41296972 + 860900
Intercepto * erro padrao 1065509 + 88890
Desvio padrao da resposta da curva analitica 93970
Faixa de concentracdo (mg/mL) 0,06 -0,14

Ndmero de pontos 15
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Figura 12 — Representag&o grafica da regressao linear para o método de quantificagéo de

primaquina em comprimidos por CLUE.
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2.3.2 Precisao

A precisao intra-corrida e inter-corridas do método por CLUE foi avaliada por meio
de seis determinacfes a 100% da concentracdo de trabalho para os dois farmacos
(0,10 mg/mL para a primaquina base livre e 0,15 mg/mL para a cloroquina base
livre). Os valores de DPR obtidos nas andlises da cloroquina para a precisao intra-
corrida (n=6) e inter-corridas (n=12) foram 1,10% e 1,49%, respectivamente. Os
valores de DPR obtidos nas analises da primaquina para a precisao intra-corrida
(n=6) e inter-corridas (n=12) foram 1,04% e 1,05%, respectivamente Assim, a
precisdo do método foi demonstrada pela obtencédo de valores de DPR abaixo de

2,0%. Os dados da analise de precisédo estdo demonstrados na Tabela 18
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Tabela 18 — Resultados da avaliacio da precisdo para o método de quantificacéo de

cloroquina em comprimidos por CLUE.

Dia | Niamero de amostras | Teor de cloroquina (%) | Teor de primaquina (%)
1 100,98 100,55
2 100,18 99,54
3 98,90 97,85
10
4 98,61 98,40
5 98,01 99,52
6 99,57 97,97
7 101,23 101,14
8 100,42 99,53
9 96,48 98,90
20
10 97,33 99,75
11 98,25 99,51
12 99,81 97,96
Média (%) 99,15 99,22
DPR (%) 1,49 1,05

2.3.3 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de adicdo de padrdo, em trés niveis de
concentragcdo, cada um em triplicata. As porcentagens de recuperacdo de cada
método estdo demonstradas na Tabela 19. Os valores de porcentagem de
recuperacdo proximos a 100% e desvio padrao relativo abaixo de 2,0% indicam que
ambos o0s métodos apresentaram exatiddo adequada para quantificacdo de

cloroquina e primaquina em comprimidos.
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Tabela 19 - Resultados da avaliagdo da exatiddo para o método de quantificagdo de

cloroquina em comprimidos por CLUE.

Cloroquina Primaquina
Concentragéo Concentragéo
tedrica (mg/mL) Recuperagao (%) tedrica (mg/mL) Recuperagao (%)
99,22 101,34
0,12 96,49 0,08 101,94
101,33 101,99
99,09 99,52
0,15 99,69 0,10 98,91
97,21 99,63
98,59 97,87
0,18 100,12 0,12 97,71
101,23 98,16
Média (%) 99,22 Média (%) 99,67
DPR (%) 1,65 DPR (%) 1,71

2.3.4 Seletividade

A determinacdo da pureza espectral dos picos cromatograficos de cloroquina e
primaquina foi realizada com auxilio do detector de arranjo de diodos. As purezas
dos picos referentes a cloroquina padrédo e comprimidos foram, respectivamente,
98,32% e 98,17%. As purezas dos picos referentes a primaquina padrédo e
comprimidos foram, respectivamente, 99,95% e 97,69%. Os elevados valores de

pureza de pico obtidos indicam que outros compostos ndo co-eluiram com o0s picos

de interesse.
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2.3.5 Robustez

Os resultados de teor e tempo de retencdo para os picos dos farmacos nas
diferentes condi¢cdes analisadas estdo representados na Tabela 20. A analise de
variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias utilizando o teste de Tukey ndo
demonstraram diferenca estatisticamente significativa entre o resultado obtido nas
condigdes nominais descritas no item 1.2.4.1 e os resultados obtidos em cada uma
das condicOes avaliadas.

A Figura 13 representa a variacao de teores obtida nas diferentes condi¢des para as

amostras analisadas.

Tabela 20 - Resultados da avaliagdo da robustez para o método de quantificagcéo de

cloroquina e primaquina em comprimidos por CLUE.

Cloroquina Primaquina
Condigao Teor Tr médio Teor DPR Tr médio
L DPR (%) . L .
médio (%) (min) médio (%) (%) (min)
Normal 99,65 0,77 1,00 99,87 0,36 1,31
Temperatura do 99,97 1,17 1,01 99,11 1,07 1,33
forno a 23°C ’ ’ ’ ! ’ ’
Temperatura do 100,42 0,99 0,99 99,26 0,74 1,31
forno a 27°C ’ ’ ’ ! ’ ’
Fluxo a 570 pL/min 98,43 1,04 1,03 98,48 1,02 1,35
Fluxo a 630 pL/min 99,42 0,40 0,98 98,77 0,54 1,27
- 0,
8-38% dFeMACN na | o872 1,22 1,08 98,05 1,00 1,45
- 0,
12-42% g‘EAACN Na | 9g36 1,04 0,73 98,86 1,15 1,27
pH aparente de 2,7
da EM 99,02 0,92 1,01 98,69 0,50 1,28
pH aparente de 3,3
da EM 100,53 1,15 1,02 99,12 0,88 1,34
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Figura 13 — Resultados dos teores na avaliagdo da robustez para o método de quantificagéo

de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLUE.
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2.3.6 Limites de deteccéo e quantificacédo

O valor encontrado para o desvio padrdo da resposta da curva analitica para a
cloroquina foi de 97930. Aplicando-se as equacdes descritas no item 2.1.3.7, o limite

de deteccao encontrado foi de 0,0118 mg/mL e o limite de quantificacdo encontrado
foi de 0,0356 mg/mL.

Para a primaquina, o desvio padrdo da resposta da curva analitica foi de 93970.
Aplicando-se as equacdes descritas no item 2.1.3.7, o limite de deteccéo encontrado

foi de 0,0075 mg/mL e o limite de quantificacdo encontrado foi de 0,0223 mg/mL.
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2.4 Comparacado entre os métodos por CLAE e por CLUE para quantificacéo

simultanea de cloroquina e primaquina em comprimidos

As médias dos teores de cada farmaco estimadas por CLAE e CLUE foram
comparadas por meio do teste t de student (a=0,05). Os resultados dos teores estéo
representados na Tabela 21.

Tabela 21 — Comparacéo dos resultados de quantificagdo simultanea de cloroquina e

primaquina por CLAE e CLUE.

_ Teores obtidos para cloroquina (%) | Teores obtidos para primaquina (%)
oias CLAE CLUE CLAE CLUE
100,26 100,98 99,71 100,55
99,87 100,18 99,81 99,54
. 99,3 98,9 99,67 97,85
. 101,48 98,61 99,91 98,4
102,25 98,01 99,04 99,52
101,19 99,57 99,6 97,97
99,86 101,23 96,11 101,14
96,83 100,42 99,67 99,53
. 99,72 96,48 98,09 98,9
’ 102,05 97,33 97,46 99,75
98,94 98,25 98,31 99,51
98,23 99,81 98,07 97,96
Média 99,99 99,15 98,79 99,22
DPR (%) 1,59 1,49 1,21 1,05

Em seguida, foi aplicado o teste t de student (a=0,05), com objetivo de identificar as
médias diferentes dentro de cada grupo. As médias obtidas por CLAE e CLUE foram
estatisticamente equivalentes (p >0,05) tanto para os resultados da cloroquina
guanto os da primaquina. De modo que os dois testes foram estatisticamente

equivalentes.
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A Figura 14 representa a variacdo dos teores, em porcentagem, obtidos no

doseamento de cloroquina e primaquina por CLAE e CLUE.

Figura 14 - Resultados dos teores, em porcentagem, na comparagdo dos métodos de

quantificacdo de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE e CLUE.
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Dentre os métodos avaliados, o por CLUE apresentou menor tempo de retencéo
para os picos de cloroquina e primaquina em relacdo ao método por CLAE,
conforme representado na Figura 15. Apesar do tempo de corridas cromatograficas
normalmente ser inferior nos métodos por CLUE, comparando-se a CLAE, no
presente trabalho ndo se observou diferenca significativa entre os tempos de corrida
dois métodos, uma vez que foi necessario a utilizacdo de eluicdo em gradiente e o

tempo para o recondicionamento da coluna de CLUE foi superior.
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Figura 15 - Sobreposigdo dos cromatogramas representativos dos métodos de quantificagdo

de cloroquina e primaquina em comprimidos por CLAE (linha pontilhada) e por CLUE (linha
continua).
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Outro fator importante que deve ser levado em consideracdo € o gasto de solvente
para realizacdo do teste. Mesmo com tempos de corrida proximos, o gasto de
solvente no método por CLUE é consideravelmente menor, comparando-se ao
CLAE, pois o fluxo de fase mével é menor.

Apesar das vantagens inerentes a CLUE, seus equipamentos e colunas
cromatograficas sdo mais caros, aumentando o custo da analise. Além disso, as
colunas cromatograficas de CLUE, com tamanhos de particulas reduzidos,
normalmente apresentam vida Ut menor, por serem submetidas a pressdes

extremamente elevadas.
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3 CONCLUSAO

- Um método por CLAE em fase reversa, modo gradiente e deteccdo por arranjo de
diodos (DAD) foi desenvolvido e validado para quantificacdo simultanea de
cloroquina e primaquina em comprimidos. O método se demonstrou seletivo,
preciso, exato, robusto e linear na faixa de 0,09 mg/mL a 0,21 mg/mL para a
cloroquina e na faixa de 0,06 mg/mL a 0,14 mg/mL para a primaquina.

- Um método por CLUE em fase reversa, modo gradiente e detec¢éo por arranjo de
diodos (DAD) foi desenvolvido e validado para quantificacdo simultanea de
cloroquina e primaquina em comprimidos. O método se demonstrou seletivo,
preciso, exato, robusto e linear na faixa de 0,09 mg/mL a 0,21 mg/mL para a
cloroquina e na faixa de 0,06 mg/mL a 0,14 mg/mL para a primaquina.

- Os métodos desenvolvidos apresentam-se como uma alternativa viavel em relacao
aos meétodos cromatograficos propostos pela Farmacopeia Americana, podendo ser

utilizado no controle de qualidade dos produtos.

- Este estudo contribui para a disponibilizacdo de métodos rapidos, simples e viaveis
para auxiliar a garantir a qualidade do produto acabado e a eficacia do tratamento

com cloroquina e primaquina comprimidos.




CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
BIOANALITICO DE QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE
CLOROQUINA E PRIMAQUINA EM PLASMA HUMANO
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1 MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

1.1.1 Substancias quimicas de referéncia (SQR) e amostras

o Fosfato de cloroquina SQR — fabricado por INCQS/Fiocruz. Lote Y2FQ1. Teor:
99,6%.

o Fosfato de primaquina SQR — fabricado por INCQS/Fiocruz. Lote Z2F01. Teor:
99,7%.

o Cloridrato de amodiaquina SQR - fabricado pela USP Pharmacopea. Lote:
JOI144. Teor: 99,9%.

o Comprimidos de fosfato de cloroquina (150 mg de cloroquina base) — fabricado
por Farmanguinhos/Fiocruz. Lote: 12080937. Validade: 08/2014.

o Comprimidos de fosfato de primaquina (15 mg de primaquina base) — fabricado
por Farmanguinhos/Fiocruz. Lote: 12040391. Validade: 04/2014.

1.1.2 Reagentes e Vidraria

o Reagentes grau analitico: acetato de amonio e acido férmico.

o Reagentes grau cromatografico: acetonitrila, diclorometano, metanol, acetato de
etila, hexano e metil-t-butil éter.

o Agua destilada e deionizada em sistema Millipore.

o Pipetas e baldes volumétricos calibrados.

o Tubos de vidro de 10 cm.

o Beéqueres, erlenmeyers e kit de filtragao.
1.1.3 Equipamentos
o Aparelho de ultra-som BRANSONIC 220.

o Aparelho para infusédo direta KD Scientific.
o Balanca analitica SARTORIUS BP210D com precisédo de 0,01 mg.
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o Centrifuga JOUAN MR 23 I.

o Coluna cromatogréfica ACE® 5 Cyg (100 x 4,6 mm; 5 um).

o Coluna cromatografica Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 pym).

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

o Estufa marca FANEM Orion 515.

o Handy step Brand.

o Micropipetas P1000 e P200 Gilson.

o Pipetas calibradas marca BRAND.

o Potencidmetro METROHM 827 pH Lab.

o Sistema de purificacdo de agua Milli-Q-Plus marca Millipore.

o Vortex JK MS1.

1.2 Métodos

1.2.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacao

simultanea de cloroquina e primaquina em plasma humano

Para o desenvolvimento de um método de quantificacdo simultanea de cloroquina e
primaguina em plasma humano por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com
deteccdo por espectrometria de massas, foram otimizados os parametros de
deteccdo, as condicbes cromatograficas e o procedimento de extracdo das
amostras. O método foi validado de acordo com as especificacfes da Resolucdo n°
27, de 17 de maio de 2012, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

1.2.1.1 Deteccao por espectrometria de massas
Para a deteccdo por espectrometria de massas da cloroguina e primaquina,

procedeu-se com a avaliacdo e otimizacdo da deteccdo por infusdo direta da

solucéo dos farmacos e do padrdo interno. Foram avaliadas, isoladamente, solucdes
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de cloroquina, primaquina e de amodiaquina (padréo interno) a 500 ng/mL em
metanol. A ionizacao foi por electrospray no modo positivo (ESI(+)).

Em ESI(+), os principais parametros otimizados para obtencédo de ions precursores
[M+H]" de alta intensidade nos espectros de massa (MS scan) foram a voltagem do
capilar (kV), voltagem do cone (V), as temperaturas da fonte e de desolvatacéo, e
resolucdo LM-HM (Low mass/High mass). Apés a sele¢do do ion precursor, buscou-
se a obtencdo de fragmentos de alta intensidade nos espectros de fragmentacao
(Daughter Scan) com a otimizag&o da energia de coliséo (V).

1.2.1.2 Andlise cromatogréfica

Inicialmente, foram utilizadas as condi¢cfes cromatograficas encontradas na literatura
cientifica para quantificacdo em plasma de cloroquina, primaquina e de
amodiaquina. Foram avaliados o uso de coluna cromatografica Cig e ciano, fase
movel constituida de acetonitrila ou metanol, como solvente organico; e solugcédo de
acido formico e tampao de acetato de amoénio em diferentes valores de pH como
solvente aquoso. A proporcao de cada solvente também foi avaliada. Os parametros
foram otimizados de acordo com os melhores resultados em relacdo a intensidade
do sinal dos farmacos no espectrdmetro de massas, ao tempo de analise e a

separacao de interferentes da matriz.

1.2.1.3 Extracdo dos farmacos no plasma

Foram avaliados os métodos de precipitacdo de proteinas e extracdo liquido-liquido,
para a otimizacdo da extracdo de cloroquina e primaquina do plasma. Os dois
métodos foram escolhidos por serem os mais usados na literatura cientifica para
extracdo, isoladamente, de cloroquina e primaquina do plasma, e por serem de

custo menor em relacdo a extracao por fase solida.

Para a realizacdo dos testes, foram adicionados padrdes de cloroquina e primaquina
em plasma humano branco. As faixas de concentracdes plasmaticas avaliadas

foram definidas de acordo com dados obtidos na literatura cientifica (Tabela 4). Para
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a cloroquina, a faixa avaliada foi de 1,0 ng/mL a 3000,0 ng/mL. Para a primaquina foi
avaliada a faixa de 2,0 ng/mL a 1500,0 ng/mL. Essas faixas foram utilizadas como
referéncia para determinacdo das concentracbes dos analitos na curva de

calibracéo.

Para a avaliacdo da extracdo por precipitacdo de proteinas, foi preparada uma
solucdo dos analitos em metanol, de modo a obter uma solu¢cdo padrdo Unica
contendo cloroquina, primaquina e amodiaquina a 600 ng/mL. Uma aliquota de 25
ML desta solucéo foi adicionada em 125 pL de plasma branco em tubos de 10 mL, de
forma a obter cloroquina, primaquina e amodiaquina a 100 ng/mL no plasma. Agitou-
se em vOrtex por cinco segundos, e em seguida adicionou-se 0 solvente organico
para precipitacdo das proteinas. Os solventes avaliados foram metanol e acetonitrila.
Agitou-se, novamente, por mais 40 segundos e centrifugou-se por cinco minutos, a
14000 rpm e temperatura de 5 °C. O sobrenadante foi transferido para um vial e

injetou-se 20 uL da solucéo obtida em cromatografo.

Para a avaliacdo da extracdo liquido-liquido, foi preparada uma solucdo padréao
Unica contendo cloroquina, primaquina e amodiaquina a 600 ng/mL de acordo com o
descrito para a avaliacdo da precipitacédo por proteinas. Uma aliquota de 50 pL desta
solucéo foi adicionada em 250 pL de plasma branco em tubos de 10 mL, de forma a
obter cloroquina, primaquina e amodiaquina a 100 ng/mL no plasma. Agitou-se em
vortex por cinco segundos, e em seguida adicionou-se 2 mL de solvente extrator. Os
solventes extratores avaliados foram misturas de acetato de etila, diclorometano e
metil-t-butil éter (MTBE) em diferentes proporc¢des:

- MTBE (100%);

- Acetato de etila: Diclorometano: MTBE (4:3:3);

- Acetato de etila:MTBE (1:1).

Agitou-se, novamente, por mais 60 segundos e centrifugou-se por cinco minutos, a
3500 rpm e temperatura de 5 °C. Uma quantidade de 1,6 mL do sobrenadante foi
transferida para outro tubo de vidro. Evaporou-se em concentrador de amostras, sob
fluxo de ar seco e em banho-maria a 60 °C durante 10 minutos. O residuo obtido foi
reconstituido com 200 uL de fase movel descrita no item 1.2.2.1, com agitacdo em

vortex por 40 segundos. Injetou-se 20 pL da solucéo obtida em cromatdgrafo.
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Em todos os procedimentos avaliados durante o desenvolvimento do método, foi
realizada a extracdo de uma amostra de plasma humano branco, que nao havia sido
adicionado os farmacos nem os padrdes internos, visando a avaliacdo de possiveis
interferentes provenientes do meio plasmatico que poderiam ser detectados no
espectrébmetro de massas nas condicbes cromatogréaficas escolhidas. Além disso,
analisou-se também uma amostra de plasma humano, no qual foi adicionado apenas
a solucao dos padrdes de cloroquina e primaquina na concentracdo de 100 ng/mL
em fase moével descrita no item 1.2.2.1 na etapa de reconstituicdo do residuo da

extracao liquido-liquido.

1.2.2 Validagdo do método bioanalitico

1.2.2.1 Condi¢Bes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a liquido de alta
eficiencia Waters® acoplado a espectrometro de massas Waters® Quattro LC. Foi
utilizada coluna cromatogréfica Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 uym), mantida a
30 °C. A fase movel utilizada foi metanol e solucéo acetato de aménio 0,01 M com
pH ajustado para 3,0 com acido férmico na proporcéo de 30:70, no modo isocratico.

O fluxo de fase movel foi de 1,0 mL/min e o volume de injecao foi de 20 pL.

1.2.2.2 Preparo das solucdes padrao dos controle de qualidade, de limite superior e

inferior de quantificacéo

Foram preparadas solucbes de controle de qualidade, em trés diferentes
concentracgfes: baixa (CQB), média (CQM) e alta (CQA). As amostras de controle de
gualidade s&o analisadas juntamente com as amostras da corrida analitica para
verificar a conformidade do sistema e das condicbes empregadas. O CQA é a
amostra de matriz adicionada do analito em concentracdo entre 75% e 85% da
maior concentragdo da curva de calibracdo; o CQB é a amostra de matriz adicionada
do analito em concentracdo até trés vezes ao LIQ; e o0 CQM é a amostra de matriz

adicionada do analito em concentracao préxima a média entre o LIQ e 0 LSQ.
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Para obtencdo dos controles de qualidade (CQA, CQM, CQB) e limites de
guantificacdo (LIQ e LSQ) para contaminacdo do plasma, foram preparadas
solugBes Unicas de padrdo de cloroquina, primaquina e amodiaquina como descrito
nos itens 1.2.2.2.1, 1.2.2.2.2 e 1.2.2.2.3, tendo sempre a fase movel como diluente.
Para a realizacdo dos ensaios de validacdo, uma aliquota de 50 puL desta solucéo
Unica foi adicionada em 250 pL de plasma branco em tubos de 10 mL, em seguida
agitou-se vortex por cinco segundos. Ap6s 0 processo de extracdo, a concentracdo
tedrica dos farmacos reconstituidos esta descrita na Tabela 22.

Tabela 22 - Concentracdes dos controles de qualidade e limites de quantificacéo da

cloroquina, primaquina e amodiaquina.

. Conc cloroquina Conc primaquina Conc amodiaquina
Solucéo
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
LSQ 3000 1500 400
CQA 2400 1200 400
CQM 1200 600 400
CQB 3 6 400
LIQ 1 2 400

Para o preparo das soluc¢des dos controles de qualidade (CQA, CQM, CQB) e limites
de quantificacdo (LIQ e LSQ) em fase mével e que ndo seriam submetidas a
processo de extracdo, as solu¢des uUnicas de padrdo dos farmacos preparadas
conforme os itens 1.2.2.2.1, 1.2.2.2.2 e 1.2.2.2.3, foram diluidas cinco vezes em fase

movel, para obter as concentracdes representadas na Tabela 22.

1.2.2.2.1 Preparo das solucdes de cloroquina

Inicialmente pesou-se 6,26 mg de fosfato de cloroquina SQR para baldo volumétrico
de 25 mL e dilui-se com metanol, obtendo uma solugcdo a 155,27 pg/mL de
cloroquina base livre. A partir dessa solucdo prepararam-se as solucdes Unicas dos
padrdes dos controles de qualidade (CQ), de limite superior (LSQ) e inferior de
guantificacdo (LIQ). Para o preparo em relacdo a cloroquina, as diluicdes foram

realizadas conforme descrito na Tabela 23.




Capitulo 3 — Materiais e Métodos

93

Tabela 23 - Preparo das solugées padrio de cloroquina de controle de qualidade e limites de

quantificacdo para contaminac&o do plasma. Diluente: metanol.

Volume a ser

. Conc da solucéo ) Conc final Diluente g.s.p.
Solucéo . pipetado da
mée (ug/mL) . . (ng/mL) (mL)
soluc&o mae (pL)
Intermediaria 155,27 64,0 1,000 10,0
LSQ 155,27 966,0 15,000 10,0
CQA 155,27 773,0 12,000 10,0
CQM 155,27 193,0 3,000 10,0
cQB 1,00 150,0 0,015 10,0
LIQ 1,00 50,0 0,005 10,0

1.2.2.2.2 Preparo das soluc¢des de primaquina

Inicialmente pesou-se 6,98 mg de fosfato de primaquina SQR para baldo volumétrico

de 25 mL e dilui-se com metanol, obtendo uma solugcdo a 159,03 pg/mL de

primaqguina base livre. A partir dessa solucéo prepararam-se as solu¢des Unicas dos

padroes dos controles de qualidade (CQ), de limite superior (LSQ) e inferior de

guantificacdo (LIQ). Para o preparo em relacdo a primaquina, as diluicbes foram

realizadas conforme descrito na Tabela 24.

Tabela 24 - Preparo das solugdes padrdo de primaquina de controle de qualidade e limites

de quantificac&o para contaminacdo do plasma. Diluente: metanol.

Volume a ser

Conc da solucéo ] Conc final Diluente g.s.p.
Solucéo pipetado da
mée (ug/mL) (ug/mL) (mL)
solucédo mae (pL)
Intermediaria 159,03 126,0 2,000 10,0
LSQ 159,03 472,0 7,500 10,0
CQA 159,03 377,0 6,000 10,0
CQM 159,03 189,0 3,000 10,0
CcQoB 2,00 150,0 0,030 10,0
LIQ 2,00 50,0 0,010 10,0
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1.2.2.2.3 Preparo das solu¢des de amodiaquina

Inicialmente pesou-se 5,01 mg de fosfato de amodiaquina SQR para balédo
volumétrico de 25 mL e dilui-se com metanol, obtendo uma solucdo a 152,86 pg/mL
de amodiaquina base livre. A partir dessa solu¢do prepararam-se as soluc¢des Unicas
dos padrbes dos controles de qualidade (CQ), de limite superior (LSQ) e inferior de
quantificacdo (LIQ). Para o preparo em relacdo a amodiaquina, as diluicdes foram
realizadas conforme descrito na Tabela 25.

Tabela 25 - Preparo das solugées padrdo de amodiaquina de controle de qualidade e limites

de quantificacdo para contaminacdo do plasma. Diluente: metanol.

Volume a ser

. Conc da solucéo ) Conc final Diluente g.s.p.
Solucéo . pipetado da
mée (nug/mL) . . (ng/mL) (mL)
soluc&o mae (pL)

LSQ 152,9 131,0 2,000 10,0
CQA 152,9 131,0 2,000 10,0
CQM 152,9 131,0 2,000 10,0
CQB 152,9 131,0 2,000 10,0
LIQ 152,9 131,0 2,000 10,0

1.2.2.3 Seletividade

No caso de meétodos bioanaliticos, os interferentes podem ser componentes da
matriz biolégica, metabdlitos, produtos de decomposicdo e medicamentos utilizados
concomitantemente ao estudo. Foram analisadas seis amostras, sendo quatro
amostras de plasma branco normal, uma amostra de plasma hemolisado e uma
amostra de plasma lipémico, todas sem adicdo de analito e padrdo interno. Os
resultados foram comparados com aquele obtidos nas amostras processadas do
limite inferior de quantificacdo (LIQ) na curva de calibracdo. A forma de preparo do
LIQ esta descrito no item 1.2.2.2. Foram também avaliadas uma amostra de plasma
branco contaminado com possiveis medicamentos que possam ser utilizados pelos
voluntarios: cafeina, paracetamol e dipirona. Estes farmacos foram escolhidos por

serem 0S mais comumente encontrados em medicamentos utilizados para
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tratamento da cefaléia e sintomas da gripe, que sdo os medicamentos de uso
comum. A concentracdo da solucdo de cafeina preparada foi de 5 pg/mL, a da
solucdo de paracetamol foi de 100 pg/mL e a da solugéo de dipirona foi de 25
pHg/mL, todas tendo metanol como diluente. As respostas de picos interferentes
proximo ao tempo de retencdo dos analitos e do padréo interno devem ser inferiores,
respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentracdo do limite inferior de

quantificagéo.

1.2.2.4 Efeito matriz

O efeito matriz pode ser avaliado através de experimentos de recuperacdo onde
amostras sdo contaminadas com quantidades conhecidas do analito. Para o
experimento foram preparadas oito amostras branco extraidas, sendo quatro nas
mesmas concentracdes do CQB e quatro nas mesmas concentracdes do CQA,; duas
lipémicas, cada uma nas mesmas concentracdes do CQB e do CQA; e duas
hemolisadas, também com cada uma nas mesmas concentracdes do CQB e do
CQA. O modo de preparo das amostras de CQB e CQA esta descrito no item
1.2.2.2. Os resultados obtidos foram comparados com amostras de plasma branco
extraidas e reconstituidas com solu¢cdes dos farmacos em fase mével, has mesmas
concentracfes do CQA e CQB. A partir das respostas dos analitos e do padréo

interno em matriz e em solucao, calculou-se o fator de matriz normalizado (FMN):

Resposta do analito em matriz
EMN = Resposta do Padréo Interno em matriz
( Resposta do analito em solugéo j

Resposta do Padrao Interno em solugéo

O coeficiente de variacdo (CV) dos FMN’s relativos a todas as amostras deve ser

inferior a 15%.
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1.2.2.5 Recuperacao

A recuperagdo mede a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método
analitico dentro de um limite de variacdo. Porcentagens de recuperacao do analito e
do padrdo interno proximos a 100% sdo desejaveis, porém, admite-se valores

menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata.

Foram preparadas cinco amostras de cada concentracdo (CQA, COM e CQB) de
acordo com o descrito no item 1.2.2.2 e processadas conforme método de extracédo
definido. Além disso, preparou-se também uma solucdo Unica dos padrées dos

farmacos em fase movel para cada concentracdo (CQA, CQM e CQB).

Para determinar a porcentagem de recuperacdo do método, foi feita a comparacao
das areas obtidas com amostras de plasma contendo os farmacos submetidas ao
processo de extracdo e amostras dos farmacos em fase movel, nas mesmas

concentragoes.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacao

simultanea de cloroquina e primaquina em plasma humano

2.1.1 Deteccao por espectrometria de massas

Para a quantificacdo simultdnea de dois ou mais farmacos no espectrémetro de
massas, todos os parametros do detector devem ser o0s mesmos, com excecao das
energias do cone e de colisdo, que podem ser otimizadas individualmente para cada

farmaco.

Para a otimizacdo da ionizacdo e deteccédo de primaquina por ESI(+), foi realizada
infusdo direta de uma solugcdo a 500 ng/mL em metanol. Os parametros do
espectrometro de massas foram otimizados de modo a obter um ion precursor de
alta intensidade. Os melhores resultados foram obtidos com voltagem do capilar de
3,0 kV, voltagem do cone de 22 eV, extrator de 2 V, lentes RF 0,5; temperatura da
fonte de 100 °C e temperatura de desolvatacéo de 300 °C. Foi obtido o ion precursor
[M+H]" com relagdo massa/carga (m/z) igual a 260,48; que corresponde a massa
molar da primaquina (259,35 mg/mol) somada a massa molar do hidrogénio. Apds a
obtencdo do ion precursor, buscou-se otimizar os parametros para selecionar o
fragmento com maior intensidade. No espectro de fragmentacdo obtido com uma
energia de colisdo de 15 eV (Daughter Scan), o fragmento de maior intensidade foi o
fon com m/z 174,88. Assim, a transicdo escolhida para detec¢do da primaquina foi
de m/z 260,48 para 174,88. Os espectros do ion precursor e de fragmentacao estéo

representados na Figura 16.
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Figura 16 — Espectros ESI(+) — MS da primaquina, demonstrando (A) espectro do ion

precursor,m/z 260,48 e (B) espectro de fragmentac&o, com fragmento principal m/z 174,88.
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Para a otimizacdo da ionizacdo e deteccdo de cloroquina por ESI(+), foi realizada
infusdo direta de uma solucdo a 500 ng/mL em metanol. Os parametros do
espectrometro de massas foram otimizados de modo a obter um ion precursor de
alta intensidade. Os melhores resultados foram obtidos com voltagem do capilar de
3,0 kV, voltagem do cone de 25 eV, extrator de 2 V, lentes RF 0,5; temperatura da
fonte de 100 °C e temperatura de desolvatacéo de 300 °C. Foi obtido o ion precursor
[M+H]" com relagdo massa/carga (m/z) igual a 320,49; que corresponde a massa
molar da cloroquina (319,88 mg/mol) somada a massa molar do hidrogénio. Apos a
obtencdo do ion precursor, buscou-se otimizar os parametros para selecionar o
fragmento com maior intensidade do ion precursor. No espectro de fragmentacéo
obtido com uma energia de colisdo de 20 eV (Daughter Scan), o fragmento de maior

intensidade foi o m/z 246,94. Assim, a transicdo escolhida para deteccado da
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cloroquina foi de m/z 320,49 para 246,94. Os espectros do ion precursor e de
fragmentacao estédo representados na Figura 17.

Figura 17 — Espectros ESI(+) — MS da cloroquina, demonstrando (A) espectro do ion

precursor,m/z 320,49 e (B) espectro de fragmentac&o, com fragmento principal m/z 246,94.
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A cloroquina, por ser uma substancia clorada apresenta padrdo isotépico
caracteristico no espectro de massas, tendo em vista que o cloro apresenta 0s
isétopos *Cl e *’Cl, com abundancia de cerca de 75% e 25%, respectivamente. No
espectro de massas de moléculas com um atomo de cloro obtém-se, além do pico
do fon molecular, o pico M*2, que correspondem as diferentes contribuicdes dos
is6topos na molécula do analito (CESAR, 2009). Como o método desenvolvido visa
a determinacdo quantitativa dos analitos em meio bioldgico, o pico de maior
intensidade (m/z 320,49) foi selecionado como ion precursor, de forma a aumentar a
sensibilidade do método.
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Para a otimizacdo da ionizacdo e deteccdo da amodiaquina (padréo interno) por
ESI(+), também foi realizada infusdo direta de uma solu¢cdo a 500 ng/mL em
metanol. Foram utilizados os parametros do espectrdmetro de massas ja
previamente otimizados para deteccdo de primaquina e cloroquina. Apenas a
voltagem do cone foi otimizada de modo a obter um ion precursor de alta
intensidade. Os melhores resultados foram obtidos com voltagem do cone de 20 eV,
na qual se obteve o fon precursor [M+H]" com relacdo massa/carga (m/z) igual a
356,59; que corresponde a massa molar da amodiaquina (355,87 mg/mol) somada a
massa molar do hidrogénio. Apds a obtencéo do ion precursor, buscou-se otimizar
0s parametros para selecionar o fragmento com maior intensidade. No espectro de
fragmentacdo obtido com uma energia de colisdo de 18 eV (Daughter Scan), o
fragmento de maior intensidade foi o m/z 282,97. Assim, a transi¢cdo escolhida para
deteccdo da amodiaquina foi de m/z 356,59 para 282,97. Os espectros do ion
precursor e de fragmentacdo estdo representados na Figura 18. A amodiaquina
também €& uma substancia clorada, por isso apresentou padrdo isotopico

caracteristico no espectro de massas da mesma forma que a cloroquina.
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Figura 18 — Espectros ESI(+) — MS da amodiaquina, demonstrando (A) espectro do ion

precursor,m/z 356,59 e (B) espectro de fragmentacéo, com fragmento principal m/z 282,97.
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2.1.2 Andlise cromatografica e extracao dos farmacos do plasma

Inicialmente, foram utilizadas as condi¢cfes cromatograficas encontradas na literatura

cientifica para quantificacdo em plasma de cloroquina ou primaquina ou

amodiaquina. Trabalhou-se com coluna cromatografica C,s e fase mével constituida

de metanol e solucdo de acido formico a 0,1% (v/v) na proporcdo de 75:25. Alguns

parametros foram alterados, como a composi¢cao e proporcdo dos componentes da

fase mével, visando otimizar a intensidade do sinal dos farmacos no espectrémetro

de massas, 0 tempo de andlise e a separacdo de interferentes da matriz. Nas

condicBes iniciais descritas, a cloroquina e a amodiaquina apresentaram baixa

retencdo. Mesmo com as alteracbes na fase movel, os resultados ndo foram

satisfatorios, pois quando era alcancado o aumento da retencdo da cloroquina e da

amodiaquina, o tempo de corrida também aumentava bastante e causava 0
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alargamento do pico da primaquina. Decidiu-se trocar a coluna cromatografica por
uma Zorbax SB-Ciano (150 x 4,6 mm; 5 ym), mantendo o metanol como solvente
organico da fase mével. O solvente aquoso selecionado foi um tampéo acetato de
aménio 0,01 M. Tendo em vista que a retencao e a simetria dos farmacos analisados
sofrem influéncia significativa do pH da fase movel, foi necessério avaliar diferentes
valores de pH da solucdo tampao, visando obter picos simétricos e um tempo de
corrida adequado. Inicialmente avaliou-se valores de pH préximos ao neutro, porém
o tempo de corrida cromatogréfica ficou superior a oito minutos, e mesmo
aumentando a proporcdo do solvente organico, os resultados ndo foram
satisfatorios. Com o tampao pH 4,5, o tempo de reten¢édo dos analitos diminuiu, mas
o tempo de corrida de seis minutos ainda foi considerado elevado. Avaliou-se o pH
2,5, que diminuiu bastante a retencdo da cloroquina e da amodiaquina, e tambéem
avaliou-se o pH 3,0, que apresentou tempo de corrida total de quatro minutos, e uma
simetria satisfatoria dos picos. A fase movel final foi constituida de 70% de metanol e
30% de tampao acetato de aménio 0,01 M com pH ajustado para 3,0 com acido
formico. A condicdo cromatografica final estd descrita no item 1.2.2.1. Os
cromatogramas dos picos da cloroquina, primaquina e amodiaquina em solucao

estao representados na Figura 19.
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Figura 19 — Cromatogramas obtido por LC-ESI-MS/MS, para quantificagéo de cloroquina e
primaquina em plasma, utilizando-se coluna Zorbax SB-Ciano e fase mével composta por
metanol e tampé&o acetato de amdnio 0,01 M pH 3,0 (70:30). Concentracédo das solugdes:
cloroquina 1200 ng/mL, primaquina 600 ng/mL e amodiaquina 400 ng/mL.
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Apébs o estabelecimento da condicdo cromatografica ideal, varios procedimentos de
preparacdo de amostra foram avaliados. Inicialmente, foi testado o método de
extracdo por precipitacdo de proteinas utilizando metanol e acetonitrila como
solventes organicos, conforme descrito no item 1.2.1.3. Apesar dos valores
satisfatorios de recuperacdo dos farmacos com o uso de metanol (de 72% a 92%) e
acetonitrila (de 55% a 83%), em ambos os casos, houve efeito matriz elevado para a
extracdo da cloroquina, sendo descartada a extracdo por precipitacdo de proteinas.

Em seguida, passou-se a extracao liquido-liquido, conforme descrito no item 1.2.1.3
deste capitulo, no qual foram avaliados varios solventes organicos extratores, em
relacdo a taxa de recuperacdo dos farmacos e de efeito matriz. O uso de MTBE
(100%) e da mistura de acetato de etila: MTBE: diclorometano (4:3:3) né&o
eliminaram o efeito matriz, sendo descartados. O uso de MTBE (100%) também

apresentou baixa recuperacéo para a primaqunia (cerca de 15%).

Os efeitos de matriz sdo um dos maiores desafios no desenvolvimento de métodos
bioanaliticos por LC-ESI-MS/MS. Estes efeitos sdo decorrentes de alteracdes na
eficiéncia de ionizacao pela presenca de substancias que co-eluem com os analitos,
provenientes da matriz biolégica. O mecanismo exato do efeito de matriz ainda nao
€ claro, entretanto, provavelmente se origina da competicdo entre o analito e
componentes da matriz ndo detectados que co-eluem com o analito. Dependendo do
ambiente no qual os processos de ionizacdo e evaporacdo dos ions ocorrem, esta
competicdo pode efetivamente diminuir (supressdo de ionizagdo) ou aumentar
(inducédo de ionizacdo) a eficiéncia da formacdo dos ions desejados do analito,
presentes na fonte de ionizacdo. Assim, a eficiéncia da formacao de ions do analito
€ diretamente dependente da matriz que entra simultaneamente na fonte de
ionizacdo (MATUSZEWSKY, 2003).

O uso da mistura de acetato de etila:MTBE (1:1) como solvente organico no
processo de extracado liquido-liquido foi o que apresentou os melhores resultados em
relacdo as taxas de recuperacao (todas superiores a 85%) e valores de efeito matriz

dentro de faixas recomendadas. Assim selecionou-se a extra¢ao liquido-liquido com
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0 uso da mistura de acetato de etila:MTBE (1:1) para a preparagao das amostras de
plasma.

2.1.3 Validacdo do método bioanalitico

2.1.3.1 Seletividade

Os resultados obtidos demonstram que o método € seletivo em relacdo aos
diferentes tipos de plasma analisados e aos medicamentos avaliados, uma vez que
as areas de todas as amostras obtidas foram inferiores a 20% da &area obtida com o
LIQ para a cloroquina e primaquina, e menores que 5% da area obtida com o padrao
interno (amodiaquina). Além disso, acredita-se que os reduzidos valores de area
obtidos nas transicbes de cloroquina e amodiaquina se devem principalmente ao
efeito memoaria (carry over) do auto-injetor do que a interferentes da matriz biologica.
Os resultados obtidos na avaliacdo da seletividade do método estao representados
na Tabela 26.

Tabela 26 - Resultados da avaliacdo da seletividade obtidos na extracdo da cloroquina,

primaquina e do padrao interno (amodiaquina).

Cloroquina Primaquina Amodiaquina
(1 ng/mL) (2 ng/mL) (400 ng/mL)
Plasma Tr Area Tr Area Tr Area
Normal 1 2,11 149 - - 2,08 53
Normal 2 2,08 248 - - 2,05 59
Normal 3 2,05 247 - - 2,02 91
Normal 4 2,05 178 - - 2,02 38
Lipémico 2,05 174 - - 2,02 51
Hemolisado 2,05 183 2,49 84 2,02 72
Cafeina + Dipirona +

Paracetamol 205 261 ) ) 200 >

2,05 1496 2,49 980 2,05 183697

- 2,05 1208 2,49 946 2,02 164557
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2.1.3.2 Efeito matriz

Para avaliacdo do efeito matriz, as areas obtidas com amostras de plasma branco
reconstituidas com solugdes dos farmacos em fase movel foram comparadas com as
areas das mesmas solucdes em fase movel, injetadas diretamente no cromatégrafo.
Duas concentracdes de cloroquina e primaquina (CQB e CQA) e a concentracao de
trabalho do padréo interno (amodiaquina a 400 ng/mL) foram avaliadas. A partir das
respostas dos analitos e do padrdo interno em matriz e em solugéo, foi possivel

calcular o fator de matriz normalizado (FMN):

Resposta do analito em matriz
Resposta do Padréo Interno em matriz

FMN = ( .
( Resposta do analito em solugéo j

Resposta do Padrao Interno em solugéo

Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 27 e na Tabela 28.
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Tabela 27 — Resultados de efeito matriz obtidos na extra¢éo da cloroquina, primaquina e do

padréo interno (amodiaquina) na concentracdo do CQB.

CQB
AMO (400 ng/mL) CLO (3 ng/mL) PRI (6 ng/mL)
ol FNM FNM
asma N&o N&o N&o
. Extraida . Extraida CLO . Extraida PRI
extraida extraida extraida
Normal 1 789183 6412 0,99 2768 0,91
Normal 2 782501 5881 0,92 2656 0,88
Normal 3 822844 6929 1,03 3353 1,06
Normal 4 732876 5759 0,96 2729 0,96
689352 5658 2661
Lipémico 1 855584 7196 1,02 3361 1,02
Lipémico 2 783690 6010 0,93 3013 1,00
Hemolisado 1 766385 6088 0,97 2804 0,95
Hemolisado 2 837692 6186 0,90 2856 0,88
Média 0,96 Média 0,96
CV (%) 4,89 CV (%) 6,72
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Tabela 28 - Resultados de efeito matriz obtidos na extraco da cloroquina, primaquina e do

padréo interno (amodiaquina) na concentracdo do CQA.

CQA
AMO CLO PRI
(400 ng/mL) (2400 ng/mL) ENM (21200 ng/mL) ENM
Plasma
Nao Nao CLO N&o PRI
Extraida Extraida Extraida
extraida extraida extraida
623990 3259512 1,02 461354 1,15
Normal 1
597685 3218298 1,05 423733 1,10
Normal 2
609196 3287694 1,05 410071 1,05
Normal 3
645101 3395287 1,03 474295 1,14
Normal 4
o 689352 gges77 | 3926713 5945725 1,05 | #3829 383578 1,02
Lipémico 1
A 631250 3315638 1,03 454813 1,12
Lipémico 2
. 623082 3452302 1,08 464265 1,16
Hemolisado 1
. 631526 3428816 1,06 437094 1,08
Hemolisado 2
Média 1,05 Média 1,10
CV (%) 1,98 CV (%) 4,67

Os resultados obtidos demonstram que ndo houve efeito de matriz significativo para
nenhum dos farmacos e em nenhuma das concentracdes analisadas, uma vez que

todos os coeficientes de variacédo obtidos foram inferiores a 15%.

E importante que esta avaliacéo do efeito de matriz seja realizada com amostras de
plasma provenientes de diferentes voluntarios, uma vez que 0S compostos
enddégenos responsaveis pela supressdo ou inducdo de ionizacdo podem ser
suscetiveis a variacao interindividual. Desta forma, pode-se verificar efeitos de matriz
distintos, em amostras plasmaticas provenientes de voluntarios diferentes (CESAR,
2009).
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2.1.3.3 Recuperacao

A recuperacdo do padrdo interno (amodiaquina) também foi avaliada na
concentracdo de trabalho utilizada (400 ng/mL). Os resultados obtidos estéo

demonstrados na Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados de recuperacio obtidos na extracéo da cloroquina, primaquina e do

padréo interno (amodiaquina).

Cloroquina

CQB (3 ng/mL) CQM (1200 ng/mL) CQA (2400 ng/mL)

Na(? Extraida Né&o extraida Extraida Nag Extraida
extraida extraida
Média (area) 7579 7956 2269176 2367484 4191330 4332900
Recuperacao (%) 104,97 104,33 103,38
Recuperacdo média 104,23

(%)

Primaquina

CQB (6 ng/mL)

CQM (600 ng/mL)

CQA (1200 ng/mL)

Nag Extraida Nao extraida Extraida Nag Extraida
extraida extraida
Média (area) 4079 4296 341243 373155 651275 658882
Recuperacgéo (%) 105,33 109,35 101,17
Recuperagdo média 105,28

(%)

400 ng/mL

Amodiaquina

Média (area)

Recuperacao (%)

Nao
extraida

Extraida

168009

171744

102,22
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Foram obtidas porcentagens de recuperacdo proximas a 100% para todos os
farmacos, demonstrando que o procedimento de extracdo liquido-liquido
empregado, apresenta elevada eficiéncia de extragdo. Este parametro pode
contribuir de forma direta para a sensibilidade do método bioanalitico, pois quando o
método de extracdo € capaz de recuperar quantidades elevadas do farmaco,
consequentemente as areas dos picos sao maiores, propiciando a obtencdo de

limites de quantificagdo menores.
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3 CONCLUSAO

- A deteccdo de cloroquina e primaquina por espectrometria de massas,
empregando fonte de ionizacdo por electrospray e analisador triplo quadripolo,
forneceu sinais de alta intensidade, permitindo o desenvolvimento de método de

guantificacdo simultadnea destes farmacos em plasma.

- O método bioanalitico desenvolvido demonstrou ser simples, rapido, seletivo, além
de fornecer taxas de recuperacdo préximas a 100%. De acordo com os dados ja
obtidos, acredita-se que o método tenha qualidade para atender a esses parametros
de validag&o.

- Este estudo contribuiu para a disponibilizacdo de meétodos rapidos, simples e
viaveis para monitorizacdo terapéutica de cloroquina e primaquina no tratamento

clinico da malaria.
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