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RESUMO

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina usada para profilaxia e tratamento de maléria
desde 1947. Embora o uso extensivo e irracional tenha resultado na selecao de linhagens de
Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina, este farmaco ainda ocupa posicdo de
destague no arsenal terapéutico disponivel para enfrentamento da maldria, particularmente
fora da Africa, em paises onde os parasitas predominantes sio o P.vivax, P.ovaleeP.malariae.
A cloroquina e o seu derivado hidroxilado hidroxicloroquina integram a Lista de
Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial da Saude, e foram reposicionados para
tratamento de condicdes inflamatdrias e autoimunes como a artrite reumatoide, e o lUpus
eritematoso, em virtude do moderado efeito imunossupressor. A amebiase hepatica (mas ndo
a intestinal) é outra indicacdo da cloroquina. A farmacocinética da cloroquina, ou seja a
Absorcéo, Distribuicdo, Metabolizacdo e Eliminacéo, foi estudada nos ultimos 70 anos sendo
em linhas gerais muito bem estabelecida. Algumas lacunas relativas a cinética desta 4-amino-
quinolina antimalarica, entretanto persistem para serem devidamente preenchidas por estudos
experimentais e clinicos. Entre estas, destacam-se afalta de investigacbes mais completas
sobre a farmacocinética na gravidez e transferéncia materno-fetal do medicamento e
metabolitos. A modulacdo dos parametros farmacocinéticos da cloroquina pela infeccéo
(maléria) e durante a evolucdo da gravidez é aspecto particularmente importante que néo foi
ainda abordado por estudos experimentais e clinicos. O objetivo do trabalho realizado no
ambito desta Dissertacdo foi desenvolver e validar método cromatogréafico para quantificagdo
da cloroquina no plasma, que possa ser empregado para estudo futuro das alteracGes
farmacocinéticas desta 4-aminoquinolina na gravidez, incluindo a transferéncia atraves da
placenta para o embrido-feto, e modulacdo destas alteracGes pela malaria. O método analitico
foi testado em diferentes colunas cromatograficas e composicdo de fase movel em
equipamento ShimadzuNexera XR. O sangue heparinizado foi submetido a separacdo do
plasma. Esse material bioldgico foi testado com diferentes métodos de precipitacdo de
proteinas para recuperacdo do analito no sobrenadante. A metodologia foi validada de acordo
com a RDC 166/ 2017 da ANVISA. Para testar o0 desempenho do método desenvolvido neste
trabalho, realizamos experimento preliminar sobre a passagem da cloroquina do sangue
(plasma) materno para o fetal na gravidez a termo de ratas (dia 21 de gravidez) apos
administracdo oral (canula gastrica) de dose unica de 50 mg/kg de peso. Os resultados
mostraram que as concentra¢fes da cloroquina no plasma fetal, 120 min apds o tratamento
materno, correspondem a aproximadamente 70% dos niveis que foram registrados no plasma
das maes. Essa extensa transferéncia materno-fetal é consistente com o que havia sido
observado em alguns poucos estudo clinicos usando o sangue de corddo umbilical por ocasido
do parto a termo. Em conclusdo, um método para quantificacdo da cloroquina no plasma,
sensivel, robusto, e de baixo custo foi desenvolvido e validado e podera ser empregado
futuramente para estudos das alteracGes da cinética desse farmaco antimalarico causadas pela
infeccdo e gravidez, incluindo a passagem atraves da placenta para o compartimento embrio-
fetal.

Palavras-chave: Cloroquina. Gravidez.Feto.Antimaléarico. Cromatografia. VValidacéo.



ABSTRACT

Chloroquine is a 4-aminoquinoline drug that has been used to prevent and treat
malaria since 1947. Although the extensive and irrational drug use had selected chloroquine-
resistant strains of Plasmodium falciparum, this quinoline-derived medication has still a
prominent place in the drug armamentarium available to tackle malaria infections, particularly
outside Africa, in countries where the disease is predominantly caused byP.vivax,
P.ovaleeP.malariae parasites.Chloroquine and its hydroxylated derivative
hydroxychloroquine are listed by WHO among the most essential medicines and were
repositioned to treat inflammatory and auto-immune conditions such as rheumatoid arthritis
and lupus erythematosus due to their mild to moderate immunosuppressive properties. Liver
amebiasis (but not the intestinal one) is another possible indication for chloroquine.The
pharmacokinetics of chloroquine, that is,the Absorption, Distribution, Metabolism, and
Elimination, was studied in the past 70 years and is generally well established. A few
knowledge and research gaps regarding chloroquine kinetics, however, remain to be fulfilled
by experimental and clinical studies. One of these research gaps refers to the
pharmacokinetics in pregnancy and the maternal-fetal transfer of the parent drug and its
metabolites. The modulation of chloroquine kinetic parameters by malaria infection and
pregnancy, for instance, is a relevant research question that has not yet been adequately
addressed by experimental and clinical studies.The main objective of this research work was
to develop and to validate a chromatographic method to quantify chloroguine in plasma
samples. The developed method should be suitable for studying changes of chloroquine
Kinetic in pregnancy, including the transfer across placenta to the embryo or fetus and the
modulation of these changes by maternal malaria. The analytical method was tested on
different chromatographic columns and mobile phases composition in Shimadzu Nexera XR
equipment. Heparinized blood was subjected to plasma separation. This biological material
was tested with different protein precipitation methods for analyte recovery in the supernatant.
The methodology was validated in accordance with ANVISA RDC 166/2017.To test the
performance of the method, we carried out a preliminary experiment on the transfer of
chloroquine from maternal to fetal blood plasma at term pregnancy (pregnancy day 21) in rats
treated orally (gavage) with a single dose of chloroquine (50 mg/kg bw). Results showed that
concentrations of chloroquine in fetal plasma were approximately 70% the levels found in the
maternal plasma 120 min after drug administration. The extensive mother-fetus transfer of
chloroquine noted in this study was consistente with findings from a few previous clinical
investigations that analyzed chloroquine in umbilical cord blood samples taken at
childbirth.In conclusion, a sensitive, robust and cost-effective chromatographic method for
quantification of chloroquine in the plasma was developed and validated. This method
proved to be suitable for further studies of alterations of chloroquine kinetics induced by
infection in pregnacy including the transfer across the placenta from the mother to the embryo
/ fetus.

Keywords: Chloroquine. Pregnancy. Fetus.Antimalarial.Chromatography.Validation.
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1. INTRODUCAO

A cloroquina (Figura 1) é um medicamento que tem sido amplamente utilizado no
tratamento e profilaxia da malaria, sendo frequentemente administrado apacientes gravidas
(WHITE et al., 2014; OLAFUYI; BADHAN, 2019). Além do uso como antimalarico, essa 4-
aminoquinolina foi reposicionada para o tratamento de condic¢@es inflamatdrias de etiologia
autoimune como ldpus eritematoso e artrite reumatoide (CHOPRA; SALUJA;
VENUGOPALAN, 2014). O emprego da cloroquina (e hidroxicloroquina) foi ampliado
também para quadros reumaticos secundarios asinfecgdes virais, como as causadas pelo
arbovirus chikungunya (USHIDA e TROLEZI, 2004; LOPES; NOZAWA; LINHARES,
2014; CAO, SHETH e MYSOREKAR, 2018). A suposta atividade antiviral da cloroguina e
hidroxicloroquina, evidenciada em alguns ensaios in vitro, ndo foi confirmada por estudos
clinicos randomizados e controlados que apontaram ser para esta 4-aminoquilonina ineficaz
para esta finalidade terapéutica.

Em 2020, a cloroquina ficou em evidéncia, quando pesquisadores franceses sugeriram,
a partir de estudos precarios e com Obvias limitacdes metodoldgicas, que este farmaco 4-
aminoquinolinico fosse util para o tratamento da infeccdo por SARS-CoV-2. Porém, estudos
posteriores adequadamente planejados ndo conseguiram comprovar o efeito terapéutico desse
farmaco para pacientes infectados com SARS-CoV-2 (COLSONet al, 2020;
PAUMGARTTEN et al2020). A cloroquina (CQ) é uma 4-aminoquinolina (figura 1), e seus
sais sdo soluveis em agua e rapidamente absorvidos no trato gastrointestinal (AUGUSTIINS e
VERBEKE, 1993).

Figura 1: (a) Férmulas estrutural plana (b) tridimensional da cloroquina.
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(PUBCHEM, [s.d.]), acesso em 04/12/19.
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Embora a farmacocinética da cloroquina tenha sido estudada nos Gltimos 70 anos,
algumas questdes ainda ndo foram suficientemente esclarecidas. Entre estas, destacam-se a
falta de investigacbes mais completas sobre a cinética da cloroquina na gravidez e
transferéncia materno-fetal do medicamento e metabolitos. A modulacdo dos parametros
farmacocinéticos da cloroquina pela infeccdo (malaria) e durante a evolucdo da gravidez é
aspecto particularmente importante que merece ser mais bem investigado por estudos
experimentais e clinicos.

Farmacocinética € a disciplina cientifica que estuda a movimentacdo (cinética) ou
transferéncia de um farmaco e seus produtos de biotransformagdo no organismo, incluindo a
absorcdo (entrada ou passagem para 0 compartimento central, ou circulacdo sistémica),
distribuicdo por diferentes tecidos ou compartimentos, metabolismo ou biotransformacéo e
eliminacdo ou excrecgdo,processos biologicos que de forma concisa sdo referidos pelo
acronimo ADME para Absorc¢éo, Distribuigdo, Metabolismo e Eliminacdo (GIBALDI, 1991;
STORPIRTIS et al., 2011).

A gravidez produz alteracGes fisioldgicas no organismo materno que podem
modificara farmacocinética (e.g., volume de distribuicdo, eliminacdo, ligacdo asproteinas
plasmaticas, “clearance” ou depuracdo metabolica e excrecdo renal, entre outras) e a
farmacodinamica e, portanto, os efeitos terapéuticos e adversos (toxicidade)do medicamento
que,em Ultima analise, dependem da concentracdo alcancada pelo fa&rmaco ou metabdlito
ativo no sitio de acdo. Em virtude das alteracGes farmacocinéticas, podem ser necessarios
ajustes do regime de doses quando 0s medicamentos sdo usados para tratar mulheres gravidas
(COSTANTINE, 2014; FEGHALI et al. 2015). Outra questdo de relevancia na clinica,
quando se trata da farmacoterapia de mulheres gravidas, é a eventual transferéncia do
medicamento ou metabolitos para o compartimento embrionario-fetal (passagem
transplacentaria) e suas consequéncias para o concepto.

Em que pese a relevancia da questdo para o uso de medicamentos durante a gestacao,
estudos da cinética de farmacos em mulheres gravidas,e da passagem através da placenta,sdo
relativamente pouco frequentes e/ou incompletos. Este € o caso de alguns medicamentos
antimalaricos entre os quais a cloroquina. Para realizar estudos com esse objetivo, quer
experimentais ou clinicos, é preciso, obviamente, dispor de métodos analiticos, sensiveis,
confiaveis e, se possivel, de baixo custo e viaveis na maioria dos laboratorios.

Métodos analiticos sensiveis, confidveis e robustos que permitam quantificar o
farmaco de interesse e seus metabolitos em matrizes bioldgicas, entre as quais 0 sangue,

plasma, soro, urina e tecidos, sdo fundamentais para realizacdo de estudos farmacocinéticos
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pré-clinicos e clinicos, determinacdo da biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia de
formulacGes e monitoramento terapéutico dos pacientes.

Situado neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal,desenvolver
método analitico a ser empregado no estudo da farmacocinética da cloroquina em animais e
seres humanos. Uma das questfes que necessita ser aprofundada é,até que ponto as alteraces
fisiologicas que ocorrem na gravidez afetam a cinética da cloroquina. Além disso, é
importante esclarecer,também,até que ponto a malaria em mulheres gravidas interfere com a
disposicdo do farmaco e a sua transferéncia atraves da placenta para o concepto. Para
contribuir para futuras investigacdes com esses objetivos, uma nova metodologia analitica foi
desenvolvida e validada, por Cromatografia em Fase Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE)
associada a Detector de Ultravioleta em Rede de Diodos (DAD-UV).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. CLOROQUINA

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina (figura 2) sintetizada pela primeira vez em 1934

que sucedeu a quinina, como medicamento antimalarico de escolha, reconhecidamente efetivo
e seguro, na segunda metade do século passado,uso esse que continua amplo até os dias
atuais.
Pode-se afirmar que nas primeiras décadas ap0s a segunda grande guerra, o eficiente controle
dos mosquitos transmissores (anofelinos), combinado ao tratamento em massa dos individuos
com maléria foi responsavel por um dos mais extraordinarios sucessos da saude publica,
reduzindo drasticamente a incidéncia e as mortes causadas por essa protozoose. Em algumas
regides do mundo a maléria praticamente deixou de existir como grave problema de salde
publica e a OMS, criada em 1946, passou a antever a erradicacdo da maléria atraves da
Campanha de Erradicacdo da Malaria (CEM). Os sérios problemas ambientais causados pelo
uso em larga escala e descuidado do DDT, ndo apenas em controle de vetores, mas também
na agricultura, aliado ao aparecimento de cepas de Plasmodium falciparum — parasita
responsavel pelas formas mais letais da doenca - resistentes a cloroquina, principalmente na
Africa, fez com que esse sonho fosse abandonado ainda na secunda metade do século XX
(COOPER E MAGWERE, 2007;JENSEN E MEHLHORN, 2009; WHITE et al., 2014;
OLAFUYI1 e BADHAN, 2019).

Figura 2: (a) Férmulas estruturais (a) 4-aminoquinolina, (b) cloroquina, (c) hidroxicloroquina
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O desenvolvimento de antimalaricos derivados da quinolina, composto organico
aromatico heterociclico cuja formula quimica é CsH-N, remonta ao uso tradicional pelos
indios Quechua dos Andes (Equador, Peru, Bolivia) da casca da arvore cinchona(Cinchona
officinalis) para diferentes fins medicinais, incluindo o tratamento de tremores e calafrios
(febre). Levada pelos jesuitas espanhdis para a Europa, a casca da cinchona passou a ser
utilizada neste continente como medicamento fitoterapico para tratar a febre e a malaria. No
século XI1X (1820) a quinina, alcaloide derivado da quinolina, foi extraida de extratos da
casca da cinchona passando a ser utilizada com as mesmas finalidades terapéuticas do
fitoterapico(SA, 2011; GOSS, 2014; GACHELIN, et al., 2017)

Apbs a sintese, na década de 1930, por quimicos da Bayer, a cloroquina (4-
aminoquinolina) foi usada pelos alemaes (“AfrikaKorps”) durante a guerra no norte da Africa
onde caiu em poder dos americanos gue,alguns anos mais tarde, a submeteram a ensaios
clinicos e constataram a sua notavel eficicia e seguranca para prevengdo e tratamento da
maléria. A cloroquina foi introduzida como medicamento antimalarico em 1947(SA, 2011).

Acredita-se que o principal mecanismo de acdo antimalarica da cloroquina e outros
derivados da quinolina (e.g., hidroxicloroquina, quinina, amodiaquina) envolva a inibicdo da
cristalizacdo do grupo heme § e a formacdo (por biomineralizacdo) do pigmento hemozoina
no interior dos vaclolos digestivos do parasita. Dentro das hemacias, os plasmodios
catabolizam a hemoglobina do hospedeiro para obter aminoacidos e energia. Enquanto o
heme liberado pela digestdo da hemoglobina é nocivo para o parasita, o produto da
cristalizacdo (hemozoina) ndo é toxico. Liberado, o heme-livre gera espécies reativas de
oxigénio e estresse oxidativo que resultam na morte do parasita. Estudos recentes revelaram
uma diversidade surpreendente de interacbes moleculares quinolina-heme e sugerem que
mesmo farmacos derivados da quinolina, estreitamente relacionados estruturalmente, podem
agir ao nivel da farmacodinamica molecular de modo diferente o que pode ter relevancia em
termos do desenvolvimento de resisténcia pelos parasitas (WOLFRAM, 2017).

Embora o uso intensivo e por vezes irracional tenha resultado na selecdo de cepas de
P.falciparum resistentes a cloroquina, e por conseguinte limitando a sua utilidade nos
cenarios onde isso ocorreu, ndo ha noticia do aparecimento de resisténcia a esta 4-
aminoquinolina entre outras espécies do género Plasmodium, incluindo o P.vivax, que € o
principal agente etioldgico da malaria no Brasil (DESAI et al., 2018; KATEERA et al., 2016;
SALMAN et al., 2017; OLAFUY1 e BADHAN, 2019).
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Pela inegavel importancia no tratamento da maléria, particularmente a doenca causada
por P.vivax, P.ovale e P.malariae, tanto a cloroquina quanto a hidroxicloroquina, molécula
derivada resultante da hidroxilacdo da cloroquina, integram a lista de medicamentos

essenciais da OMS.

e Propriedades fisico-quimicas:

A CQ (Nome IUPAC: (RS)-N'-(7-chloroquinolin-4-yl)-N,N-diethyl-pentane-1,4-
diamine; NUmero CAS: 54-05-7)¢ umasubstancia organicaheterociclico da classe das
quinolinas, ou seja € umaaminoguinolina, possuindo um grupo amino na posicao 4 no anel (4-
aminoquinolina, figura 2). Seus sais sdo solGveis em &gua, com pH variando de 5,2 a 5,6,
sendo praticamente insolivel em benzeno e em etanol (THE MERCK, 2006, DRUGBANK,
2020).

A formula estrutural & C1gH26CIN3, sendo opeso molecular319,872. O medicamento é
geralmente dispensado sob a forma de comprimidos de difosfato de cloroquina
(C18H26CIN3.2H3POs), e apresenta duas formas polimoérficas com pontos de fusdo variando
entre 193 e 218 °C,dependendo da sua forma polimérfica (DRUGBANK, 2020).

2.1.1. Farmacocinética da cloroquina

Em seres humanos, a CQ érapidamente e extensamente absorvida a partir da luz do
tubo gastrointestinal quando administrada por via oral, sendo alta a biodisponibilidade (70 a
80%) da dose ingerida.A absorcdo da CQ administrada por injecdo intramuscular ou
subcutanea também é muito répida e extensa. A distribuicdo do farmaco é ampla por
diferentes tecidos do organismo, sendo as maiores concentracfes encontradas no figado, baco,
rins, pulmao, células sanguineas. O volume aparente de distribui¢éo (Vd) é elevado, superior a
100L/kg, podendo chegar a 200 - 800 L/kg, quando calculado a partir de concentracfes
plasmaticas, e de 200 L/kg, quando estimado de niveis no sangue total (em que as
concentragdes sdo 5 a 10 vezes mais elevadas). (SWEETMAN, 2005)

Cerca de, 60% da cloroquina presente encontra-se ligada a proteinas plasmaticas no
sangue. A eliminacgéo ocorre tanto por via renal quanto hepatica. No figado a cloroquina sofre
oxidagdo (desalquilacdo) sendo rapidamente convertida em desetilcloroquina e

bisdesetilcloroquina, que sdo metabdlitos farmacologicamente ativos e atingem 40 e 10% das
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concentragdes de cloroquina, respectivamente. As reacOes de fase 1 de desalquilacdo da
cloroquina sédo catalisadas por enzimas do complexo citocromo P450, entre as quais as da
subfamilia CYP3A e a isoforma CYP2D6 (que exibe polimorfismo genético na populacéo).
As concentracdes plasmaticas de cloroquina e desetilcloroquina declinam lentamente ao longo
do tempo, com meias-vidas de eliminacdo da ordem de 20 a 60 dias, ou seja, tanto o farmaco
administrado (cloroquina) quanto o metabdlito podem ser detectados na urina meses apés a
administracdo de uma dose unica (LIMBRID, 2003; SWEETMAN, 2005; KRISHNA,
WHITE, 2008; WHO, 2010; DRUGBANK, 2020).

2.1.2. Efeitos adversos

Embora tenham o potencial de causar amplos efeitos adversos a cloroquina e a
hidroxicloroquina sdo consideradas seguras para tratamento da maléria, tendo em vista o
inegavel beneficio terapéutico, ouseja, o fato de que, para essa indicacdo, os beneficios
alcancados sobrepujam amplamente o0s riscos de eventos adversos. Entre os efeitos
indesejados mais comuns que tém sido associados aessas 4-aminoquinolinas antimalaricas,
podem ser citados, a ocorréncia de nauseas, vomitos, célicas abdominais, cefaleia, visdo
embacada, diarreia, zumbido (“tinnitus”), fraqueza muscular, falta de ar, coceira, gosto
metalico na boca, alterages mentais (confusdo mental, alucinacdes) e de humor ) e outros.
Os problemas mais graves e que podem resultar em morte e sequelas importantes, séo o
prolongamento do intervalo QT do eletrocardiograma, o bloqueio atrioventricular, as
arritmias, e parada cardiaca {;) e a retinopatia associada a cloroquina que pode ser irreversivel
e causar cegueira (SCHERBEL & SCHUCHTER, 1957; TANENBAUM & TUFFANELLI,
1980; LACAVA,2010; CABRAL et al., 2019).

A seguranca de qualquer medicamento depende da indicacdo terapéutica, frequéncia e
duragéo do uso, e no caso da cloroquina / hidroxicloroquina, pode-se afirmar que o risco de
uso para indicacbes ndo aprovadas (off label) é inaceitdvel e deve ser fortemente
desaconselhado (PAUMGARTTENEet al., 2020).
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2.1.3. Estudos da farmacocinética da cloroquina na gravidez e passagem

transplacentaria

No ambito deste trabalho, o0 método para quantificacdo de cloroquina no plasma foi
desenvolvido e validado para uso posterior em estudos das alteragdes da farmacocinética da
cloroquina ao longo da gravidez e investigacdo da passagem transplacentaria desta 4-
aminoquinolina. O objetivo maior a ser futuramente alcancado em investiga¢fes com o uso do
método descrito neste trabalho, serd ndo apenas verificar em que medida a cloroguina é
transferida do organismo materno para o embrido/feto, mas também esclarecer se a infeccéo
(maléria) afeta a eliminacgéo (clearance) do organismo materno e a passagem transplacentaria.

E conhecido que infeccBes virais, parasitarias e bacterianas podem modular a
expressao e atividade de enzimas de biotransformacéo de farmacos e outros xenobioticos. As
profundas modificacdes e adaptacdes fisioldgicas que o organismo materno sofre durante a
evolugdo da gravidez também tem reflexos em termos dos pardmetros farmacocinéticos, tais
como volume distribuicdo (Vd) e clearance de varios medicamentos e podem implicar na
necessidade de ajustes da posologia recomendada (PATIL, 2017)

Por outro lado, é imperioso tratar a malaria na gravidez. A maléria durante a gravidez,
principalmente em gestantes primiparas e secundiparas, evolui de forma muito mais grave do
gue em mulheres ndo gravidas, com elevada morbimortalidade materna e consequéncias
adversas para o feto. Além disso, a malaria € um fator de risco para desfechos adversos da
gravidez tais como prematuridade, baixo peso ao nascer para a idade gestacional, morbi-
mortalidade neonatal e até mesmo a transmissdo vertical mée-filho da infeccdo, embora a
infeccdo congénita seja rara (LLANOS et al., 2009; DESAI et al., 2018; KATEERA et al.,
2016; SCHREIBER, 2017, BELIZNA, 2015; LIMPER et al., 2018).

2.2. CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA E DE ULTRA EFICIENCIA

A Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das principais
ferramentas analiticas no desenvolvimento e producdo de medicamentos, sendo uma forma
adequada para separacdo de substdncias organicas neutras, espécies ibnicas e até
macromoléculas (ETTRE, 2000; KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007). Com alta
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seletividade, é uma técnica capaz de boa separacdo de componentes ndo volateis de misturas
complexas, sendo muito aplicada em industrias, sejam alimenticias ou farmacéuticas.

A técnica consiste na separacdo de misturas através de duas fases: estacionaria (FE) e
movel (FM) (figura3). A fase movel deve ser um liquidoinerte com alto grau de pureza no qual
deve ser capaz de dissolver o analito, enquanto a fase estacionaria deve ser, também, inerte,
no qual é constituida geralmente com silica (SiO2), podendo ser modificada ou néo,
resistentes a altas pressdes e temperaturas (ETTRE, 2000).

As colunas possuem diferentes tamanhos (centimetros), didmetros internos
(milimetro), e tamanhos de particula (micrometro), podendo estar acondicionadas, ou ndo, em
um forno para controle da temperatura durante a etapa de separacdo (DEGANI et al., 1998;
PERES, 2002). Os detectores devem apresentar uma faixa de aplicacdo ampla, sendo que 0s
modelos espectrais, como os de ultravioleta-visivel sdo os mais utilizados (PERES, 2002;
MALDANER & JARDIM, 2012).

Figura 3: Separacdo de misturas por cromatografia em coluna aberta
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Os principais componentes da CLAE sdo bomba, injetor, coluna, detector e

registrador.A figura4 apresenta um esquema com esses componentes:

a) bomba: responsavel por impulsionar a fase movel e amostra através da coluna para ser
analisada;

b) injetor: responsdvel por injetar a amostra no sistema de separacdo;
c) coluna cromatogréfica: responsavel por realizar a separacdo das substancias contidas na
amostra;

d) detector: responsavel pela deteccéo, pode ser de varios tipos como descritos no Quadro 1;

e) registrador: responsavel por registrar as substancias presentes eluidas.
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Figura 4: Componentes de um cromatografo em fase liquida de alta eficiéncia

Fase movel

\
Detector

O Autor (2021), adaptado de https://www.nacientifico.com.br/

Quadro 1: Possiveis detectores para CLAE

Detector Limite de deteccéo (ng)
Ultravioleta visivel (UV-vis) 0,1-1
Espectrometria de massas 0,1-1
Fluorescéncia 0,0001-0,01
Fotoionizagéo <0,0001
indice de refragdo 100-1000

Elaborado a partir de PERES, 2002 e MALDANER & JARDIM, 2012

A CLAE permite que se utilize até quatro eluentes como FM nos equipamentos
modernos, desde que sejam proprios para cromatografia. As FMs podem ser programadas em
dois modos diferentes: (1)isocratica ou (2)gradiente. Enguanto no modoisocratico a
composicdo das FMs permanece constante durante todo o tempo de analise, 0 modo gradiente
utiliza-se de proporcoes e porcentagens diferentes ao longo do tempo. Esse fato confere boas
vantagens, incluindo melhor separacéo e simetria dos sinais, porém pode diminuir a vida Gtil
da coluna e exige um tempo de reequilibrio na FM inicial ao final da corrida cromatografica.

Com a busca por separacfes cada vez mais rapidas e eficientes, com melhora da
resolucdo, particulas cada vez menorestém sido empregadas nas colunas cromatograficas que
também evoluiram para didmetros internos menores. Essas particulas, além de menores que 2
um, conservam também uma maior homogeneidade de distribuicdo de forma. Surge, entdo, a
Cromatografia em Fase Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE - portugués ou UPLC - inglés). Os
equipamentos passaram por uma reformulacdo no sistema de bombeamento, ja que colunas
com menor diametro e menor tamanho de particula requerem pressdes muito maiores para

impulsionarem a FM, em comparacdo aos sistemas de CLA Econvencionais (MALDANER,
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2009). O equipamento de CLUE (bombas, injetores e detectores) pode operar em pressoes
acima de 100 Mpa (o equivalente a 1 x 10 bar) (MALDANER & JARDIM, 2012). Portanto,
a cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia é uma das técnicas mais recentes de
separacao, e se baseia em principios semelhantes aos da cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia, porém, utiliza colunas com fases estacionarias que possuem particulas menores,
com menor didmetro interno e comprimento reduzido (5 a 10 cm de comprimento e diametros
internos de 1 a 2,1 mm e com particulas menores ou iguais a 2 um). O uso destas colunas,
juntamente com altas velocidades lineares da fase movel, proporcionam um aumento da
resolucdo e uma diminui¢do do tempo de anélise, o que é fundamental em quantificacéo
(figura 5).

Os equipamentos para realizacdo da CLUE possuem uma faixa de volume de injecao
de 0,1 - 50 uL. Teoricamente, a detec¢do desse sistema, comparada com a de um sistema que
opera em CLAE, é cerca de 2 - 3 vezes maior, dependendo do tipo de detector usado e do
didmetro das conexdes do sistema. Uma vez que as duas técnicas sdo sistemas de separacao
gue tem por base os mesmos principios, torna-se relevante a transferéncia de um método
desenvolvido e validado por CLAE para um de CLUE, o que permitira 0 emprego de uma
menor quantidade de amostra, um menor fluxo de FM, e um menor tempo de andlise
(MALDANER & JARDIM, 2012). Segundo os estudos de Veuthey e colaboradores (2007) a
transferéncia de um método de CLAE para CLUE é viavel, desde que determinados fatores
sejam considerados, como o modo de eluicdo empregado no método de separacao

desenvolvido, além da fase estacionaria, que deve ser similar a do método original.

Figura 5: colunas para aplicacdo em CLAE (a) e em CLUE (b), para efeitos de comparacéo.

A (B)

Imagens retiradas da cmscientifica.com, acessado em 04/04/2021
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Na transferéncia de um método de separagdo, o principal fator é a razdo entre o
volume extra-coluna (volume entre injetor/coluna, coluna/detector e dentro do detector) e o
volume total (o volume encontrado na extra-coluna e na coluna), que ndo pode ultrapassar
10%, em nenhuma das 2 técnicas cromatograficas (CLAE x CLUE). Quando os resultados
obtidos nas duas técnicas ndo sdo compativeis,obtém-se um alargamento do sinal
cromatografico. As modificacBes normalmente solicitadas sdo: (i) capacidade de trabalhar em
pressdes muito altas, (ii) volumes internos muito menores (conexdes, alca de amostragem,
cela do detector, bombas), (iii) celas do detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisicéo,
(iv) melhoramento no sistema de controle de dados, (v) colunas resistentes para trabalharem
em altas pressdes e com baixo volume morto, (vi) injetores com precisdo na faixa de volumes
pequenos. Os parametros a serem otimizados devem ser 0 volume de injecdo e a vazdo da FM
(MALDANER & JARDIM, 2012; VEUTHEY et al., 2007). No quadro a seguir (Quadro 2)
encontram-se as diferengas entre os métodos de separacao por CLAE e por CLUE:

Quadro 2: Principais diferencas entre separacédo analitica por CLAE e por CLUE.

CLAE CLUE
TAMANHO DA 10,5a3,5 pm <2pm
PARTICULA
FAIXA DE PRESSAQ < 6000 psi 9000 — 15000psi
FLUXO DE FASE >0,5 <3 mL/min <1pL
MOVEL
DIAMETRO COLUNA > 4,5mm 1-3mm

Elaborado a partir de Maldaner& Jardim (2012)

Atualmente, muitos trabalhos ja foram realizados empregando separagdo por CLUE,
com detectores dpticos (UV-Vis) e associado a espectrometria de massas (EM)(MALDANER
& JARDIM, 2012). Por exemplo, Dongre e colaboradores (2008) fizeram a validacdo de um
método para a determinacdo de primaquina e suas impurezas usando colunas com particulas
de 1,7 um em um sistema de CLUE-UV, e colunascom particulas de 5 um em um sistema de
CLAE-UV.

A validagdo de um método analitico é necessaria para garantir resultados confiaveis e
interpretaveis sendo, normalmente, padronizadas, tanto para separagdes por CLAE quanto por
CLUE.
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2.2.1.Validagdo de métodos analiticos

Todo método analitico deve ser avaliado segundo a sua eficiéncia, sendo de grande
importancia demonstrar que sdo confiaveis e que tenham precisdo, por testes de comparacao e
rastreabilidade. Uma boa metodologia analitica consegue produzir resultados reprodutiveis e
de qualidade. O processo de validacdo tem como objetivo demonstrar que um método é
adequado para uma determinada finalidade, seja ela em nivel industrial ou em laboratério de
pesquisa.

Validar um método é torné-lo confidvel, garantindo que o analito seja analisado da
mesma forma, com a mesma qualidade, e dentro dos parametros pré-estabelecidos. A
validacdo de um método cromatografico envolve diferentes etapas de execucdo, com o
proposito de avaliar todas as suas caracteristicas. E realizado um planejamento estratégico
analitico, quedeve atender a critérios compreendidos em legislacbes correspondentes a
validacdo de metodologias, com interpretacOes e variantes diversas. A legislacdo brasileira
para validacdo analitica de amostras bioldgicas preconiza as resolucdes da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atualmente em vigor a resolucdo 166 de 2017 que
preconiza a validacdo de métodos analiticos, que foram inspiradas em diretrizes internacionais
(SAKIYAMA, 2018).

A validacgéo deve ser realizadaem algumas circunstancias, como mostrado na figura 6.
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Figura 6: Esquema que representa quando validar um método analitico.

Transferéncia analitica
entre laboratérios.
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de um analito for alterado

v

Ocorrer desenvolvimento
de uma novasubstancia e/ou
método para um analito

O Autor, 2021 (elaborado a partir de RIBANI et al. (2004))

Uma validacdo deve apresentar uma variacao de faixa de concentracdo consideravel,
além de verificar qual o melhor tipo de amostra para o propdsito. A frequéncia com a qual o
método serd utilizado (um dia apenas de analise; analises muito demoradas; analises que
levam semanas) deve ser considerado, pois influencia o tipo de estudo de validacdo que sera
aplicado (RIBANI et al., 2004; SAKIYAMA, 2018).

Os parametros analiticos (SWARTZ, 1998) ou caracteristicas de desempenho
(THOMPSON, 2002; INMETRO, 2003; ANVISA, 2017) que devem ser avaliados durante
uma validacdo de um método analitico de separacdo, geralmente sdo compostos por:
seletividade; linearidade; precisdo; exatidao; limite de deteccdo; limite de quantificacdo e
robustez. Esses parametros séo definidos no quadro 3 (RIBANI et al, 2004).

A aplicabilidade da validagdo se d& em diversas areas, tais como as que envolvem
monitoramento e avaliacBes nas areas bioldgicas, area de engenharias, saide publica, satde
ambiental e no controle da qualidade para a producdo e avaliagdo de medicamentos,
alimentos, entre outros produtos (LA ROCA et al, 2007; ANVISA, 2017).

Diante de tais argumentos, conclui-se que uma validacdo analitica bem planejada e

executada ird gerar resultados confidveis e reprodutiveis.
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Quadro 3: Pardmetros necessarios para validar um método segundo a Resolucgdo 166 da

Anvisa de 2017

Parametros de

Validacdo Analitica

Definigéo
(RDC 166 de 2017, ANVISA)

Seletividade

Deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou
quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz. No caso de ensaios analiticos
relacionados a cromatografia, deve-se comprovar que o sinal se apresenta

puro, livre de contaminantes.

Linearidade

Mostra a capacidade do método de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentragdo de um analito. E preconizado que
se deve usar 5 concentra¢des, no minimo, diferentes da substancia quimica

de referéncia (SQR) para as solucdes preparadas de forma replicada (em 3

ou mais).

Limite de quantificacdo

(LQ)

Considerado a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢fes
experimentais estabelecidas. A determinacdo do LQ pode ser realizada por

meio de método visual da razéo sinal/ ruido, baseado na determinacéo do
branco ou em pardmetros da curva de calibragéo, considerando-se as
particularidades do método analitico utilizado. A razdo sinal/ ruido deve ser

no minimo de 10:1.

Limite de deteccéo
(LD):

Menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectada, porém, ndo quantificada, sob as condi¢Ges experimentais
estabelecidas. A determinacéo do LD pode ser realizada por meio de método
visual, da razdo sinal/ ruido, baseado na determinagdo do branco ou em
pardmetros da curva de calibragdo, considerando-se as particularidades do
método analitico utilizado. A razdo sinal/ ruido deve ser maior ou igual a
3:1.

Precisao

Avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico
validado. Deve ser expressa por meio da repetitividade, da preciséo
intermediaria ou da reprodutibilidade. A precisdo deve ser demonstrada pela
dispersdo dos resultados, calculando-se o desvio-padréo relativo (DPR) ou

coeficiente de variacdo (CV) da série de medices.

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do
grau de concordancia entre os resultados individuais do método em estudo
em relacdo a um valor aceito como verdadeiro. A exatidao deve ser

verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacdes, contemplando o




30

Exatidéo intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa,
média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel. As amostras para avaliacdo
da exatiddo devem ser preparadas de maneira independente, podendo ser

utilizadas solugdes diluidas de uma mesma solugdo mée.

Um par&metro tipicamente realizado no desenvolvimento do
Robustez método analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e

deliberadas variagGes das condicOes analiticas.

Reflete o quanto de um determinado analito é recuperado em
relacdo a quantidade real que esta presente na amostra. O estudo consiste na
Recuperacado “fortificacdo” da amostra, através de solucdes em diferentes concentracdes
da substancia de interesse seguida pela determinacéo da concentracdo do

analito adicionado.

RDC 166 de 2017 — ANVISA, com modificagdes.

2.2.2. Analises em matrizes bioldgicas

A CLAE tem a capacidade de analisar amostras com diversas substancias, como ja
dito anteriormente, e tem sido utilizada paradeterminar componentes presentes em matrizes
biolégicas como soro, plasma, sangue total, saliva e urina (de OLIVEIRA et al, 2008).

Geralmente, o plasma é a matriz mais utilizada para monitorizacdo terapéutica e
avaliacdo farmacoldgica, no qual a concentracdo do analito na matriz consegue prover a
informacdo da exposigdo direta dos tecidos de um farmaco em estudo. O plasma humano
corresponde a 55% da proteina albumina além ser composto de eletrolitos, hormdnios,
lipideos.Esses componentes podem dificultar a analise de farmacos visto que a grande maioria
se liga as proteinas plasmaticas, logo a remocao de interferentes é imprescindivel para uma
boa anélise.Para isso €& necessario a utilizacdo de técnicas para a remocdo de tais
interferentes(ABRAHAM &LUTY 2010; BORDIN et al., 2015).

Uma das técnicas mais comuns é a precipitacdo de proteinas por ser uma pratica
simples e rpida.Esta técnica consiste na desnaturagdo das proteinas pela adi¢cdo de um, ou
mais, agentes precipitantes (geralmente acidos ou bases fortes, solventes organicos,
temperatura), seguida de uma acdo mecénica (agitacdo, centrifugacdo) para separagédo
doprecipitado e do sobrenadante (fracdo a ser analisada). Um esquema exemplificando desse
processo é apresentado na figura7. E um método simples, ndo sendo utilizado processo de

extragdo ou pré-concentragdo da amostra, entretanto, por ser uma técnica realizada
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manualmente,requer um tempo de repouso para precipitacdo, e o tempo total é longo
(BORDIN et al., 2015).

Figura 7: Esquema de precipitacdo de proteinas de amostras bioldgicas para analise por
CLAE.
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Existem, ainda, outras técnicas de separacdo de analitos de amostras bioldgicas, como
a extracao liquido-liquido (ELL) e a microextracéo liquido-liquido (MELL), que se baseiam
na particdo de duas solucbes imisciveis e 0 analito ira se concentrar em uma delas que sera
levada a analise;extracdo liquido-liquido com salting out, na qual um sal € adicionado a uma
amostra aquosa junto a um solvente organico miscivel, tornando-o bifasico para auxilio de
separacdo desse solvente com o intuito de melhorar a extracdo de solventes apolares e,
consequente recuperacdo do analito;extracdo em fase solida(EFS) e microextracdo em fase
solida (MEFS) que se baseiam no principio de separagdo por afinidade, no qual empregam-se
materiais em colunas capazes de reter as substancias organicas (incluindo o analito) e
deixando eluir os inorganicos, dgua e proteinas;extracdode gases do espaco vazio(headspace)
acima de uma amostra liquida,que emprega sistemas aquecidos para volatilizacdo do analito
de matrizes bioldgicas, por exemplo, analise de alcool em amostras de sangue(BORDIN et al.,
2015).

Dentre alguns estudoscom matrizes bioldgicase andlises por CLAE estdo os de
separacgdo, determinacdo e quantificacdo de farmacos (PAOLETTI et al, 2017; YARIPOUR,
S. EBRAHIMI, A. MOHAMMADI, 2020;SIDDIQUI et al., 2019), determinacéo de produtos
quimicos, como parabenos (TARTAGLIA, et al, 2019), substancias como
micotoxinas(OSTERESCHet al., 2017), agrotoxicos como o glifosato (PIMENTAet al.,
2020), e vitaminas presentes no organismo humano (BARROSet al., 2010). Um estudo
interessante de matrizes biologicas com CLAE é a avaliagdo da peroxidacao lipidica em
pacientes com cancer de mama, no qual € realizada uma dosagem plasmatica em diversos
estagios da doenca (CARNEIRO et al, 2010).
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Uma éarea que utiliza muito a CLAE para avaliagio em matrizes bioldgicas é a
Toxicologia Forense, na qual o0 método é utilizado para identificar drogas ilicitas e determinar
se acausa mortistem relacdo com o consumo dessas drogas (CHINCHOLE et al., 2012). As
matrizes mais comuns utilizadas nessa area sao a urina, cabelo e o sangue (ABRAHAM &
LUTY, 2010; CASTRO et al., 2012).

A validacdo de métodos analiticos em matrizes bioldgicas segue 0S mesmos
parametros estabelecidos pela ANVISA na RDC 166 de 2017, na qual a avaliacdo do
parametro da recuperacao € feita na matriz. Esse parametro € importantissimo, pois recuperar
com eficiéncia o analito da matriz complexa é fundamental. O calculo de recuperacgdo é feito
por comparacdo das &reas cromatograficas obtidas na amostra dopada com o analito de
interesse (por exemplo, plasma) e submetido ao procedimento de extracdo e das areas
cromatograficas do analito numa amostra sem passar pela extracdo (branco). Por exemplo,
numa analise de recuperacdo de CQ, avalia-se o farmaco numa matriz, como o plasma, e 0
farmaco adicionado a um branco (substanciasusadas na precipitacdo do analito, somente, além
da mesma quantidade de agua em detrimento de plasma). As areas obtidas sdo relacionadas,
sendo a area do analito no branco igual a 100% e a area obtida da analise pos precipitacdo
X%.Se a recuperacgdo estiver proxima a 100% (podendo ter uma variacdo de 15%) o método
pode ser aplicado para a quantificacdo do farmaco na matriz biolégica (CASSIANOet
al.,2009; CARMOet al, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

Como anteriormente comentado, a farmacocinética (i.e., farmaco + cinética) estuda a
movimentacdo de farmacos e metabolitos em sistemas bioldgicos. Em outraspalavras,
enquanto a farmacodindmica é a vertente da farmacologia que se volta para as a¢des do
medicamento no organismo, a farmacocinética investiga o que o organismo faz com ele, como
ele se movimenta e é biotransformado para ser eliminado. E claro que a farmacocinética é
aspecto critico tanto para a resposta terapéutica quanto para a ocorréncia de eventos adversos
(KATZUNG, 2014; ARANCIBIA, 1992; STORPIRTIS et al., 2011; WAGNER, 1975;
RANG&DALE, 2011).

O sangue, o plasma e o soro e, também, a urina sdo as principais matrizes biologicas
utilizadas para estudos farmacocinéticos experimentais e clinicos e monitoramento de
medicamentos na pratica clinica. A concentragdo do farmaco no sangue (compartimento
central) apds a administracdo ao paciente depende de vérios processos que tem lugar no
organismo desde a entrada na circulacdo sistémica até a eliminacdo pelo metabolismo
(clearance metabdlico) e excrecdo renal ou biliar. O grafico das alteragdes da concentracdo
no sangue, plasma ou soro, versus tempo pds administracdo, € uma das formas mais comuns
de representar o comportamento cinético de farmacos. Essa representacdo grafica das
alteracdes de concentracdo ao longo do tempo ilustra o resultado dos processos de ADME
(figura 8). (RANG&DALE, 2011, REMINGTON, 2014)

Figura 8: Curva tipica relacionando concentracdes plasmaticas versus tempo apos
administracao oral do farmaco

Co Pico do efeito

Concentragio terapéutica
Término do elfeito

---------------- b ccccacdrcccwaax Concentragiio minima eficaz

Concentragéo plasmatica
3
()
S
e
/&
2
o

Duragdlo do efeto !
¢——>)

v

Tempo (h)

Fonte: STORPIRTS, 2011



34

Na figura 8 estdo assinalados alguns pardmetros farmacocinético relevantes como
Cmax = concentracdo maxima do farmaco; tmax = laténcia ou tempo para que 0 Cmax seja
atingido. Na fase ascendente da curva a velocidade do processo de absorcdo a partir da luz do
trato gastrointestinal € maior do que a do processo de eliminacdo, a igualdade da velocidade
dos dois processos é alcangada no pico (Cmax) e a partir deste, ou fase descendente da curva,
a velocidade de eliminag&o supera a de absor¢do do farmaco do organismo.

O detalhamento desses processos dindmicos ao nivel, ndo s6 do compartimento central
(intravascular), mas também dos demais compartimentos pelos quais se distribui no
organismo (que geralmente correspondem a tecidos e 0Orgdos), sdo feitas em modelos
farmacocinéticos preditivos complexos.

Estudos farmacocinéticos sdo Uteis para:

o Pesquisa & Desenvolvimento de novos farmacos, orientando 0s
esquemas de posologia nos estudos clinicos e uso pos-aprovacdo regulatoria;

o Extrapolacdo entre espécies ou de dados de estudos de seguranga em
animais (fase pré-clinica) para o homem (ensaios clinicos).

o Desenvolvimento de modelos farmacocinéticos preditivos baseados na
fisiologia (PBPK: PhysiologicallybasedPharmacokineticModels).

o Estudos de biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia de diferentes
formulagdes do mesmo farmaco.

o Ajustes racionais de esquemas de doses para pacientes que realizam o
uso concomitante de 2 ou mais farmacos que interagem entre si;

o Individualizacdo da posologia para pacientes que apresentam
metabolismo diferenciado do farmaco (como deficientes hepéticos e renais); e
pertencentes a grupos de metabolizadores rapidos ou lentos (farmaco-genética,
ou polimorfismo genético de enzimas de biotransformacéo)

o Conhecimento do tempo de meia vida(tl/2) de um farmaco e
interpretacdo de efeitos adversos que ocorrem ap0s certo tempo a partir da

administracdo e inicio do tratamento.
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Estudos farmacocinéticos pré-clinicos e clinicos, assim como exames Uteis para a
pratica clinica e monitoramento pds comercializagdo, dependem de métodos analiticos
seletivos, sensiveis, robustos, confiaveis e acessiveis para quantificacdo de farmacos e de seus
metabolitos baseados em metodologias, tais como a Cromatografia em Fase Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (STORPIRTIS, 2011). A CLAE é a base de muitos métodos amplamente
empregados para quantificar farmacos e metabolitos em matrizes biologicas e,
consequentemente, determinar os parametros ADME. Além de desempenhar importante papel
no desenvolvimento de novos farmacos, méetodos baseados na CLAE possibilitam também
aprofundar o conhecimento da cinética daqueles que j& estdo no mercado.

Diante do exposto e sabendo que a cloroquina (CQ) € um farmaco desenvolvido
primariamente como antimalarico, mas que também tem sido redirecionado para o tratamento
de doencas inflamatdrias e auto-imunes, como lUpus eritematoso sistémico (LES) e artrite
reumatoide. Além disso, recentemente, a cloroquina e seu derivado hidroxilado,
hidroxicloroquina, foram amplamente prescritos (off label) e para tratamento das infecgdes
pelo SARS-CoV-2 (Covid 19), indicacdo esta ndo aprovada pelos orgdos regulatorios.
Embora testes in vitro em cultura de células tenham sugerido potencial atividade antiviral,
repetidos estudos clinicos randomizados e controlados mostraram que a cloroquina e a
hidroxicloroquina sdo ineficazes para o tratamento do Covid-19 (PAMGARTTEN et al.
2020). Néo ha também qualquer comprovacdo clinica de que a cloroquina e hidroxicloroquina
sejam Uteis para o tratamento de outras infec¢Bes virais como as arboviroses dengue e zika.
Portanto, em virtude da ampla utilizacdo da cloroquina para indicacfes aprovadas como a
maléria e doencas autoimunes, e, também, do amplo uso irracional desse farmaco, ambos
envolvendo grande numero de mulheres gravidas e/ou em idade reprodutiva, € importante
aprofundar o conhecimento sobre a sua farmacocinética na gravidez e passagem da gestante
para o0 concepto. Este estudo é necessario para desenvolver modelos preditivos e estabelecer
ajustes dos regimes de doses de modo que os niveis do farmaco e/ou metabdlitos ativos
alcancados no sangue (soro ou plasma) permaneca no intervalo terapéutico - ou seja
concentragOes eficazes e seguras, quando o farmaco for usado como medicamento

antimalarico ao longo da gravidez.
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4. OBJETIVOS

4.1. GERAL

Desenvolver e validar um método analitico por CromatografiaLiquida de Ultra
Eficiénciapara quantificar a cloroquina em plasma de roedores para utilizacdo em
investigacdo da farmacocinética desta 4-aminoquinolina na gravidez, incluindo a passagem

transplacentaria.

4.2. ESPECIFICOS

=>» Desenvolver e validar um método analitico por CLUE, seguindo recomendacdo de
normas analiticas estabelecidas pela ANVISA,

=>» Quantificar a concentracdo de cloroquina no plasma de rata ndo gravida, de rata
gravidae de feto apds administracdo de dose Unica por via oral;

=>» Determinar a concentracdo plasmatica da cloroquina concomitantemente na mae e no

feto nos tempos 60 e 120 min apds administracao oral do farmaco.
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5. METODOLOGIA

5.1. PADRAO CLOROQUINA

Difosfato de cloroquina (CQDP, peso molecular 515,86), codigo de registro 61023,
(figura 9) foi cedido pelo Instituto de Tecnologia em Farmacos da Fiocruz
(Farmanguinhos) e utilizado para o desenvolvimento e validacdo do método, assim como para
o tratamento dos animais. O calculo da quantidade usada em todos os experimentos levou em
consideracdo a base livre CQ (peso molecular 319,87) e, portanto, todos os resultados véo ser
expressos como concentracdo da base livreCQ. Por exemplo, para preparo de uma solugéo
aquosa de 10 mg/ mL de CQ expressa em termos de base livre e ndo do sal, deve-se pesar
16,13 mg do CQDP e diluir em 1 mL de agua. Assim, 16,13 mg do sal sdo equivalentes a 10
mg de CQ base.

Figura 9: Frasco de difosfato de cloroquina usado como padréo, cedido por

Farmanguinhos.

5.2. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.2.1. Solucéo padréo

Uma solucéo estoque (SE) em concentracdo de 200 pug/ mL de CQ foi preparada por
pesagem em balanca analitica de precisdo e, em seguida, diluida em &gua ultrapura milliQ
(Milipore®), para a obtencdo de um volume final de 100 mL, em um bal&o volumétrico. A SE

foi mantida sob refrigeracdo a -5 °C e ao abrigo da luz. As solucdes utilizadas para o
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desenvolvimento e validagdo do método analitico, para a quantificagdo do farmaco CQ
(solugdes de trabalho, ST), foram obtidas a partir de dilui¢cdes seriadas da SE.

5.2.2. Desenvolvimento do método analitico

O desenvolvimento, validacdo e analises foram realizadas em cromatégrafo em fase
liquida ShimadzuNexera®, equipado com bomba binaria LC-20AD, injetor automatico SIL-
20AF, forno CTO-20A, detector DAD-UV-VIS APD-20MA, desgaseificador DGU20A e
controlador CBM-20A. A manipulacdo dos cromatogramas é feita com uso do programa
ShimadzulLabSolutions (figura 10).

A primeira etapa do desenvolvimento do método analitico foi determinar o espectro de
absorcéo da CQ na regido do Ultravioleta-Visivel e verificar o comprimento de onda de maior
absorcéo.

Os testes iniciais de fase movel e fase estacionéria foram feitos com base em
experiéncia do laboratério em analisar farmacos antimalaricos, e, principalmente, tendo como
referéncia o artigo de Carmo et al., 2017, que desenvolveu e validou um método para analise

de primaquina por CLAE.

Figura 10: Equipamento ShimadzuNexera®, Laboratdrio de Toxicologia Ambiental, ENSP-
FIOCRUZ
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5.2.3. Validagé@o do método analitico

A validacdo do método de anéalise da CQ em plasma por CLUE foi realizada conforme
a Resolucéo da Diretoria Colegiada da ANVISA n. 166 de 24 de maio de 2017, incluindo os
seguintes parametros de desempenho analitico:

Seletividade: Avaliacdo da existéncia de sinais interferentes na janela cromatografica
do analito;

Linearidade: obtencdo da curva analitica em grafico de dispersdo nas concentragdes
150; 25; 12,5; 6,25; 3,00; 1,56 e 0,78 pg/ mL;

Precisdo: realizada em 3 concentracdes diferentes: alta (150 pg/ mL), média (18,75
pg/ mL) e baixa (4,69 ug/ mL), no mesmo dia e em dias diferentes;

Exatiddo: realizada nas mesmas concentracGes da curva analitica;

Limites de deteccdo e quantificacéo: realizados por dilui¢do seriada a partir da solugéo
de trabalho de CQ;

Recuperacdo: obtido por adicdo do farmaco em plasma e do farmaco em agua, a partir
de solugéo de trabalho em alta concentragdo (200 ug/ mL) e em concentragdo média (50 ug/
mL);

Robustez: obtida por variacdo dos parametros molaridade do tampé&o, concentracéo de
acetonitrila da fase movel, absorbancia, marca da ACN, temperatura do forno e fluxo da fase

movel.

5.3. ANIMAIS

5.3.1. Procedéncia do animal

Ratos (fémeas e machos) foram utilizados originérios da coldnia de animais nédo
consanguineos (outbred) Wistar mantida na FIOCRUZ. Os animais foram fornecidos pelo
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fiocruz com idades entre 8 a
10 semanas. As experiéncias e 0 manuseio dos animais foram realizados de acordo com o
disposto nas diretrizes éticas internacionalmente aceitas e na legislacao brasileira de protecao
ao bem-estar de animais. Os procedimentos e experiéncias deste estudo sdo consistentes com
protocolos aprovados pelo Comisséo de ética para Utilizacdo de Animais em Pesquisas da
Instituicio (CEUA-FIOCRUZ).
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5.3.2. Acasalamento dos animais

Duas ratas virgens foram alojadas em gaiola com um rato macho por um periodo de 3-
4 h. Apos este periodo, as fémeas foram examinadas para confirmacdo da copula, através da
verificacdo da presenca de plug vaginal (massa de espermatozoide) e/ou visualizagdo de
espermatozoides no lavado vaginal. As fémeas que copularam (i.e., que apresentavam plug
ou espermatozoides no lavado vaginal) foram consideradas gravidas, alojadas em gaiolas
individuais e acompanhadas diariamente até o dia 21 de gravidez (DG21) para observacdode
eventuais alteragdes comportamentais e clinicas, e evolu¢do ponderal. O dia da copula é
considerado o dia zero (0) da gestacdo (DG 0). Para realizacdo deste estudo preliminar da

passagem transplacentéria da CQ foram usadas 5 ratas gravidas.

5.3.3. Tratamento

As solucbes de CQ em agua ultrapura milliQ (Milipore®) foram preparadas no dia do
tratamento. As ratas gravidas utilizadas nos estudos foram tratadas por via oral (gavagem)
com 50 mg CQ/kg de peso corporal no dia 21 (DG21) de gestagdo. Digno de nota a respeito
da estabilidade da cloroquina é a observacdo de Zulluagae colaboradores(2014). Esses
pesquisadores testaram 3 concentrac6es de cloroquina (20, 800 e 2000 nM) e verificaram que

decorridos 90 dias, os niveis de precisao deste farmaco foram 13, 7 e 6 %, respectivamente.

5.3.4. Cesariana

No DG21, as ratas gravidas foram eutanasiadas (leve anestesia seguida por
decapitacdo) e submetidas a cesariana 60 e 120 min apds o tratamento com CQ. Ainda no
DG21, apos a eutanésia seguida da laparatomia, o Utero com todo seu conteudo foi pesado, e
os fetos e respectivas placentas foram retirados e pesados.

Os fetos foram identificados individualmente usando uma caneta dermatdgrafica,
examinados, e o numero de reabsorcOes visiveis foi registrado (perdas gestacionais). As
placentas foram identificadas, pesadas e armazenadas em congelador (-20°C) para anélise

posterior se necessario.
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5.3.5. Coleta das amostras de sangue e obten¢do do plasma

No DG21, 60 e 120 min ap6s administracdo de CQ, amostras de sangue das ratas
gravidas foram retiradas da veia lateral da cauda e dos respectivos fetos, por gotejamento
gravitacional logo ap6s a eutanasia dos conceptos por decapitacdo, e transferidas para frascos
heparinizados. As amostras de sangue foram entdo centrifugadas a 12.000 rcf por 15 min para
obtencdo do plasma, que foi congelado e mantido em freezer a -20°C, até ser submetido a

analise, dentro de um prazo maximo de 30 dias.

5.4. FARMACOCINETICA: AVALIACAO PRELIMINAR DA PASSAGEM
TRANSPLACENTARIA NA GRAVIDEZ A TERMO (DG21)

A avaliacdo preliminar da passagem da CQ através da placenta se deu pela
guantificacdo concomitante dos niveis plasmaticos de CQ nas mdes e respectivosfetos
(ninhadas), empregando o método por CLUE desenvolvido e validado para esse proposito.
Cabe destacar que essa Dissertacdo apresenta a validacdo do método no plasma de roedores
(ratos) mas é plausivel supor que possa ser usado também para plasma humano (mées e
sangue do corddo umbilical) no ambito de um possivel desdobramento dessa pesquisa. A
validacdo do método para as demais matrizes bioldgicas de interesse ndo pode ser realizada
em funcdo da interrup¢do dos trabalhos devido pandemia de COVID. O material esta

devidamente acondicionado para que este trabalho possa ser executado no futuro.



42

6. RESULTADOS

6.1. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO ANALITICA

Para o desenvolvimento da metodologia de analise foram realizados testes com
solucdo aquosa do padrdo CQ a 50 pg/mL; coluna cromatogréfica de silica modificada com
propilciano ou silica modificada C18; fases moveis compostas de tampdo acetato de amonio
ou fostato de potassio dibasico (pH 3,0 ou 3,5)/acetonitrila grau HPLC (Tedia, Brasil) em
diferentes proporc¢des e em modo isocratico (CARMO et al., 2017). A melhor condicdo para
analise de CQ em solucdo aquosa, considerando-se simetria de sinal e fator de retencdo esta

descrita na tabela 1:

Tabela 1: Pardmetros definidos para analise de Cloroquina no plasma

Coluna Silica Ascentis Express propilciano ES-CN (75 mm x
2.1 mm i.d. x 2,7 um tamanho de particula)
Fase movel Mistura de tampé&o fosfato dibasico (K:HPO.) (pH

3,4 com &cido fosforico 80%)/ acetonitrila 95:5, em
modo isocratico de eluicdo

Temperatura do forno ' 50°C

Fluxo de fase movel 0,25 mL/ min
Deteccéo 330 nm
Volume de injecéo lulL

Nessas condicBes de analise o tempo de retencdo (tR) da CQ variou de 2,99 a 3,20 min
(Figura 11) e a presséo do equipamento foi registrada em torno de 75 bar. O tempo total de

anélise foi de 5 min.

Figura 11. Cromatograma do padrao cloroquina em agua na concentracao de 50 pg/mL.
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6.1.1. Seletividade

O método se apresentou seletivo para quantificacdo de CQ, no qual pode-se observar
que na janela de eluicdo do analito ndo foram registradas outras substancias (figura 12, A e
B). O parametro da seletividade foi confirmado pelo pardmetro da recuperagdo, tendo esse
ficado entre 96 e 101%. Caso outras substancias co-eluissem com a CQ, a recuperagéo seria

muito maior. Dessa forma, o método é seletivo.

Figura 12: (A) Cromatograma do extrato de plasma (branco); (B) Sobreposicéo do
cromatograma do padrdo cloroquina 50 pug/ mL em agua com o cromatograma do extrato de
plasma (branco).
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6.1.2. Limites de detec¢édo (LD) e de quantificagdo (LQ)

O LQ e LD foram estabelecidos a partir de dilui¢cdes sucessivas com a observacao da
relacdo sinal/ ruido 10/1 e 3/1, respectivamente (RDC 166/2017). O LQ foi determinado em
250 ng/ mL e o LD em 125 ng/ mL (figuras 13 e 14). Esses limites demonstram que o método

é bastante sensivel para deteccdo e quantificacdo da CQ na escala de nanograma.

Figura 13. Cromatograma de solugdo aquosa de cloroquina a 250 ng/ mL = limite de
quantificagéo.
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Figura 14. Cromatograma de solu¢do aquosa de cloroquina a 125 ng/ mL = limite de
identificacao.
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6.1.3. Linearidade (curva analitica)

As curvas analiticas foram feitas em 3 dias diferentes comsextuplicatapara cada
concentracdo, conforme o preconizado pela RDC 166/2017. A partir das trés curvas analiticas
obteve-se a equacdo para quantificacdo da CQ, onde: Concentracdo = (ABS + 11508,66) /
2186,42. As trés curvas analiticas apresentam excelente linearidade, com um r = 0,9990 *
0,0005 (figura 15).

Figura 15. Curvas analiticas obtidas para a cloroquina em trés dias diferentes.
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6.1.4. Robustez

A robustez do método foi verificada por mudancas minimas em alguns parametros
analiticos, descritos na tabela 2. Cada parametro foi alterado por vez (variagdo) e as areas do
sinal da CQ foram comparadas com as areas do sinal obtidas com o metodo desenvolvido
(nominal).

Os resultados da robustez, em termos de areas do sinal da CQ se encontram na tabela
3. E possivel notar que ndo ha variagdo discrepante das médias em relagdo a condigdo
nominal (desenvolvida e validada) com as suas variages. Os valores de coeficiente de

variagdo (CV) mostram uma preciséo aceitavel, onde os valores se encontram abaixo de 5%.
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Portanto, pode-se concluir que o método consegue suportar as pequenas variagdes que possam

vir a ocorrer durante a corrida cromatogréafica, sendo assim, o0 método € robusto.

Tabela 2: pardmetros avaliados para obtencdo da robustez.

Parametros Analiticos Nominal Variagao

Molaridade do tampé&o (mM) 10 A 11 a

Concentracédo de acetonitrila na 5 B 4 b

FM %

Fluxo FM (mL) 0,25 C 0,23 c

Absorbancia (nm) 330 D 331 d

Temperatura do forno (°C) 50 E 48 e

Marca da acetonitrila Merck F Fluka f

FM = fase movel
Tabela 3: resultados do teste de robustez para cloroguina

Parémetros 0 1 2 3 4 5 6
Molaridade do tampéao A a A A A A A
(mM)
Concentracdo de ACN na B A b B B B B
FM %
Fluxo FM (mL) C B C c C C C
Absorbéancia (nm) D C D D d D D
Temperatura forno (°C) E D E E E e E
Marca ACN F F F F F F f
Concentracéo 150 pg/mL
Média 251235 275687 252921 258007 254823 254525 255390
DP 9403,2 3059,53 3953,4 589,8 206,9 269,4 7219
CV% 3,64 2,97 2,48 4,52 3,27 3,23 2,36
Concentracéo 4,69 pg/mL
Média 7100 8027 7412 7272 7310 7192 7117
DP 328,7 269,4 3059,5 269,58 1526,5 698,606 168,8
CV% 4,45 0,92 4,73 4,54 2,34 2,72 2,34

FM = fase mdvel; ACN = acetonitrila; DP = desvio-padréo; CV = coeficiente de variag&o.



47

6.1.5. Precisdo e exatidao

e Preciséo:

A precisao foi realizada pelo método da repetibilidade com analise em triplicata no
mesmo dia (intra-dia) e em dias subsequentes (entre dias), nas concentrac¢fes de 150, 18,75 e
4,69 ug/ mL.

Como pode ser observado nas tabelas 4 e 5, ndo houve diferenca entre as médias das

areas do sinal, com coeficiente de variacdo inferior a 5%, portanto 0 método é preciso para a

anélise da CQ.
Tabela 4: precisao inter-dia
Concentracio pg/ mL Precisdo interdia Média Desvio-padrao (DP) CV %
150 \ 262350 278027 281081 273820 10049,35 3,67
18,75 \ 33973 34353 34163 34163 190,1667 0,56
4,69 \ 7162 7454 7308 7308 146 2,00

CV% = coeficiente de variagdo

Tabela 5: precisao intra-dia

Concentracio pg/ mL Precisdo intra dia Média Desvio-padrao CV %
(DP)

150 | 258713 262728 265610 262350 3463,97 1,32

18,75 ‘ 30328 30442 30879 30550 290,85 0,95

4,69 ‘ 7268 7187 7031 7162 120,46 1,68

CV% = coeficiente de variacdo

o Exatidao:

A exatiddo foi determinada através das 6 concentragdes provenientes da curva
analitica, feita em triplicata por 3 dias consecutivos. Obteve-se a média das areas das
concentragOes testadas e com essa média a concentracdo experimental, usando a equagéo para
calculo de concentracdo (ABS + 11508,66) / 2186,42). A concentracdo experimental assim
obtida foi comparada com a concentracdo nominal (teorica) (tabela 6). Os resultados
demonstram as maiores variacbes de 89,65 a 107,35 % para 250 e 3,0 pg/ mL,
respectivamente, portanto dentro das especificagfes da RDC 166/ 2017, que preconiza que a

exatiddo deve estar entre 85 - 115%.



Tabela 6: exatiddo da cloroquina em 6 concentracdes diferentes
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Concentragéo Abs 1 Abs2  Abs3 AbsM Conc Aug Apg% A%

Nominal (ng/mL)
25,0 288026 \ 284416 \ 285805 286083 22,414 -26  -10,35 89,65
12,5 134285 = 143264 145463 141004 11,485 @ -102 -812 @ 9188
6,25 66732 \ 71123 \ 76399 71418 6,243 -0,01 -0,11 99,89
3,0 30666 = 33401 = 35154 | 33074 3,355 @ 023 7,35 107,35
1,56 14851 \ 15973 \ 16288 15704 1500 -0,06 -3,85 = 96,15
0,78 7132 7796 7530 7486 0,700 -0,08 -10,26 = 89,74

Abs = absorbancia; M = média; conc = concentracdo

6.1.6. Recuperacgéo

A recuperacdo do método foi realizada em duas concentragdes diferentes do padréo de

CQ (50 e 200 ug/ mL), conforme experimental. A taxa de recuperagdo ficou entre 96,40 e
101,24%, considerada dentro das normas da ANVISA (85 — 115%) (tabela 7).

Tabela 7: recuperacgéo da cloroquina em duas concentracOes diferentes

50 pg/mL

Area 1l

Area 2

Area 3 M DP CV% Rec %
Solucéo aquosa 39968 38282 38866 39038,67 @ 856,15 2,19
96
Extrato de plasma 36116 36948 39841 37635 1955,2 5,20 96,40
19
200 pg/mL Area 1 Area 2 Area 3 M DP CV% Rec %
Solucéo aquosa 161278 165296 163559 | 163377,7 @ 2015,1 1,23
28
Extrato de plasma 164390 159514 172296 165400 = 6450,5 3,90 101,237
78 8

M = média; DP = desvio-padrdo; CV = coeficiente de variacdo; Rec = recuperacao.
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6.2. AVALIACAO PRELIMINAR DA TRANSFERENCIA CLOROQUINA DO PLASMA
DAS MAES PARA O PLASMA FETAL AO FINAL DA GRAVIDEZ (GD 21)

A tabela 8 apresenta as concentracbes plasmatica de CQ em ratas gravidase
respectivos fetos apoOs tratamento materno com dose Unica desta 4-aminoquinolina

antimalérica ao final da gravidez (GD 21).

Tabela 8: Concentragdes (ug/mL) de cloroquina (50 mg/kg peso corporal, po) determinadas no plasma
das ratas gravidas e no plasma de seus fetos a termo (GD21)

RATAS TEMPO APOS Plasma Plasma FETAL
(NINHADAS) | TRATAMENTO MATERNO
(MIN) GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO GRUPO Média
3 4 (xDP)

1 120 9,3 6,4 6,1 6,3 6,3 6,3 (x0,13)
2 120 6,8 5,8 5,6 - 5.7 5,7 (x0,06)
3 120 7.2 55 5.5 5,5 (x0)
4 60 6,5 5,9 5,9 5,7 5.8 5,8 (x0,10)
5 60 5,9 - - - - -

Grupos 1 a 4: pools de diferentes fetos de uma mesma ninhada. (-) ndo foi possivel quantificar.

Os dados que constam da Tabela 8 mostram que o método analitico permitiu
guantificar a CQ no plasma de maes e respectivos fetos. Esses resultados preliminares
sugerem que, ao final da gravidez, a cloroquina atravessa com facilidade a placenta, atingindo
nos fetos concentracdes plasmaticas correspondentes a =89% da concentracdo plasmatica
materna. Duas horas (120 min) ap6s o tratamento, a concentracdo plasméatica materna é
ligeiramente superior ao observado 60 min depois da administracdo oral do farmaco, e as
concentragdes no plasma fetal corresponderam a niveis =~ 68%, ~83% e =76% aos niveis

encontrados na mae.
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7. DISCUSSAO

7.1. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO

Na tabela 9 encontram-se métodos de quantificacdo da CQ em algumas matrizes,
como comprimidos, sangue (plasma ou soro) e urina.

E possivel observar que o tempo de analise em sua maioria néo ultrapassa os 20 min,
exceto 0 método de Projean e colaboradores (2003). E visto que a maioria dos métodos é
relativo ao emprego de CLAE, sendo que Kurawattima (2013) emprega CLUE, contudo €
utilizado um equipamento associado a a técnica de Espectrometria de Massas (CLUE-EM).
Armstrong (2017) também faz a utilizacdo de CLUE para suas quantificacdes, porém a matriz
utilizada em seu estudo é o soro, logo pode-se dizer que o método desenvolvido e validado
para esta Dissertacdo € um método inédito para a quantificacdo da CQ na matriz bioldgica
plasma.

Outro ponto a se destacar é a utilizacdo, no método da Dissertacdo, de uma coluna de
silica modificada com grupos ciano. A fase mdvel é composta por &gua ultrapura e

acetonitrila (ACN) o que torna o método menos agressivo a coluna e menos custoso.
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Tabela 9: Métodos de quantificacdo da Cloroquina (em diversas matrizes) por CLAE/CLUE

na literatura

Autor Matriz Coluna Fase Isocratico/ Tempode Tempo Comprimento
mével Gradiente Retencéo de de onda (nm)
(min) analise
(min)
Zuluaga- Plasma C18 metanol/ Gradiente 6.0 24 331
Idarraga et (humano) tampéo de acido
al. (2014) ortofosforico
(gradiente)
Cheomung e Sangue C18 dietilamina/ACN Isocratico 6.4 10 NI
Bangchang / metanol
(2011) (isocratico)
Khalil et al. Plasma Zorbax acetonitrila: NI NI NI 237
(2011) (humano)  SB-CN tampéo fosfato:
(com perclorato de
pré- sodio
coluna)
Mirandaet | Comprimi C18 acetonitrila e Gradiente 2.58 5 260
al. (2015) do Trietilamina
aquosa
Mirandaet | Comprimi C18 acetonitrila e Gradiente 1.00 4 260
al. (2015) do (UPLC) Trietilamina
aquosa
Moore et al. Plasma C6- Tampao fosfato e Isocratico 5.2 7 343
(2011) phenyl acetonitrila
(com
pré-
coluna)
Karunajeewa Plasma  Chromo Acetonitrila:Tam NI 6.7 NI 340
HA et al lith péo fosfato
(2008) Perform
ance
Cardoso etal | Comprimi  Chirobi metanol: &cido Gradiente 10 15 258
(2019) do otic V acético:
trietilamina
Armstrong Soro Fenil Acido oxalico: Gradiente 1.3 4 343
(2017) (humano) (fase Agua acidificada:
reversa) Metanol
Charlier Sangue C18 Agua: Metanol: Isocratico 16 20 370
(2019) Acetonitrila
Samanidou et Soro e C18 Metanol:Acetonit  Isocrético 35 N.1 375
al (2005) Urina rila: Acetato de (fluorimetro)
amonio (método
reverso)
Projean etal. | Incubacde C1 Metanol: Agua Isocrético 11 30 380
(2003) S acidificada
microssém
icas de CQ
Muga et al Nanoparti C18 Acetonitrila - Isocratico NI 5 260
(2018) - cula de
adapta CQ
método de

Miranda
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Kurawattima Plasma C18 NI NI NI NI NI
th (2012) -
acoplado a
massas
Brown-Awala Plasma Ciano Acetonitrila:Met Isocratico NI NI 343
et Al (1989) Saliva anol: Dietilamina
Okonkwo e Sangue Altex Agua:Acetonitril Isocratico 8.5 10 344
Ekong (1988) Urina 466mm a
X 5mm
Estadieu, Sangue C18 Dihidrogeniofosf Isocratico 5.35 20 343/242
Durand, (plasma) ato:Acetonitrila
Durand
(1989)
Obua et al Plasma Ciano  Acetonitrila:Perc Isocréatico 4.65 10 343
(2006) lorato de Sodio
Sena et al Plasma C18 Diclorometano: NI NI NI 380
(2019) Metanol
Coelhoetal | Comprimi C18 Tampao Isocratico 9.2 12 250
(2017) do Fosfato:Metanol

NI = nédo informado

7.2. FARMACOCINETICA: AVALIACAO PRELIMINAR DA PASSAGEM
TRANSPLACENTARIA

Como salientado na introducdo e justificativa deste trabalho, o objetivo priméario foi o
desenvolvimento e validacdo de método analiticopara uso posterior em estudos voltados para
esclarecimento de questdes ainda em aberto acerca da farmacocinética da cloroquina,
medicamento que ainda tem papel importante como antimalarico e adjuvante em condi¢6es
como artrite reumatoide, lUpus eritematoso, amebiase extra-hepatica e alguns outros.

Para testar o desempenho do método, realizou-se uma experiéncia preliminar
abordando uma dessas questdes, ou seja, a passagem da cloroquina através da placenta.

Meio Século ou mais ap0s ter sido introduzida como medicamento revolucionério para
tratamento da maléaria, aCQcontinua a desempenhar papel essencial no arsenal de
medicamentos disponiveis para combater essa doenca parasitaria, sendo eficaz, segura para
essa indicacao terapéutica e,também, de baixo custo. O uso em larga escala e irracional deste
farmaco, assim como ocorre com muitos outros, resultou no aparecimento de resisténcia, em
decorréncia da selecdo de cepas Plasmodium falciparum resistentes a esta 4-aminoquinolina,
particularmente no continente africano. Ela permanece Util como medicamento de primeira

linha para a maléria causada pelo P. vivax, a infeccdo predominante no Brasil. A interrupcéao
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do uso indiscriminado da CQ, com a substituicdo dela por outros antimal&ricos com modo de
acdo distinto, entretanto, diminui a pressdo seletiva e pode resultar em progressivo
desaparecimento das cepas de plasmadio resistentes a este farmaco.

Alguns poucos estudos ao longo dos anos confirmaram a passagem da cloroquinada
mée para o feto ao final da gravidez. Os resultados, ainda que preliminares, obtidos neste
estudo em ratos sdo consistentes com a interpretacdo de que a cloroguina usada para tratar a
mée ¢ eficientemente transferida para o compartimento embrionario-fetal atingindo, ao final
da gravidez, niveis no plasma fetal que correspondem a valores entre 67% e 89% das
concentragOes determinadas no plasma materno.

Akintowae colaboradores (1988) investigaram em um grupo pequeno de mulheres a
transferéncia placentaria da cloroguina da mae para o feto ao final da gravidez (gravidez a
termo). Sete mulheres gravidas receberam antes do parto uma injecdo intramuscular de
fosfato de cloroquina (5mg/kg de peso corporal) enquanto outras 6 mulheres gravidas nédo
tratadas constituiram o grupo controle. Por ocasido do parto, amostras de sangue venoso
materno e sangue venoso e arterial do corddo umbilical (sangue fetal) foram coletadas. As
concentragOes de cloroquina no sangue materno variaram de 0,438 a 1,1193 pg/mL enquanto
0s niveis no sangue venoso fetal variaram de 0,607 a 0,869 pg/mL e no arterial de 0,480 to
0,905 pg/ml; resultados estes que indicam a eficiente transferéncia materno fetal da
cloroquina ao final da gravidez.

Estes achados também sdo consistentes com os resultados de um estudo posterior
relatados por Law e colaboradores (2008). Os autores constataram em um grupo de 19
mulheres melanésias (Papua Nova Guiné) gravidas tratadas profilaticamente com CQ (oral;
25 mg/kg de peso dividido por trés dias), a mediana (e intervalo interquartil) das razdes entre
as concentracdes plasmaticas no corddo umbilical (i.e., sangue fetal) e sangue materno foi 1.1
(0.9, 1.6) para cloroquina e 1.2 (0.5, 1.8) para o seu principal metabdlito bioativo, a
desetilcloroquina. Law e colaboradores (2008) também observaram em 169 filhos de maes
tratadas profilaticamente com CQ, um caso de hipertireoidismo congénito e outro de defeitos
cardiacos (tetralogia de Fallot). Embora ndo haja evidéncia de relagdo desses defeitos
congénitos com o tratamento materno: anomalias detectadas ao nascimento foram registradas
em 1,2% dos recém-natos expostos no Utero a CQ, e em 4 neonatos (0,9%) do grupo controle
nédo expostos. Ou seja, embora passe eficientemente atraves da placenta, a CQ ndo parece ter

afetado adversamente o desenvolvimento do embrido humano.
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Como vimos, a passagem transplacentaria da CQ e metabdlitos tem sido pouco
explorada na literatura, mas outras questdes relativas a alteraces da farmacocinética desta 4-
aminoquinolina na gravidez e durante o desenvolvimento pds-natal foram relatadas.

Por exemplo, Chukwuanie colaboladores (2004), comparando, em mulheres
nigerianas, a taxa de conversdo da cloroquina (CQ) em seu metabdlito
desetilcloroquina(DECQ),em voluntarias no primeiro trimestre de gravidez e voluntarias ndo
gravidas, verificaram que a gravidezinduziu a depuracdo (clearance) metabolica desta 4-
aminoquinolina. Segundo os autores, 0 Cmax € @ AUC o4g nh da desetilcloroquina foram
claramentemais elevados nas gravidas do que no grupo (controle) de ndo gravidas variando a
razdo AUC (CQ) / AUC (DECQ) de 0,09 a 0,35 entre as gravidas e de 1,70 a 4,81 entre as
ndo gravidas.

Outro estudo realizado por Sena et al. (2019) examinou os regimes de tratamentos
usados para criancas entre 02 e 14 anos para tratar a malaria causada por P.vivax em varias
regides endémicas da Amazonia brasileira. Esse estudo constatou o generalizado emprego de
dosagens sub 6timas em criancas e adolescentes, chamando a atencdo para a necessidade de
estudos farmacocinéticos visando a otimizacao de recomendacdes posologicas para essa faixa
etaria.

Os parametros farmacocinéticos da cloroquina foram estudados por Karunajeewaet al.
(2008) em um grupo de criancas melanésias de 5 a 10 anos da Papua Nova— Guiné com
malaria ndo complicada. As medianas (intervalo interquartil) foram volume de distribuicdo
no estado estacionario (steadystae) relativo a biodisponibilidade (Vss/F); 154 I/kg (100 a 210
I/kg); depuracdo (CI/F): 0.8 I/h/kg (0,52 a 0,96 I/h/kg); meia-vida (t12) 233 h (206 a 298 h). A
meia-vida (t12) para a desetilcloroquina (modelo ndo compartimental) foi 290 h (236 a 368 h).

Em relacdo aos estudos da farmacocinética da cloroquina em animais de laboratorio,
merece destaque a investigacdo de Moore e colaboradores (2011) sobre a disposicdo e
farmacodindmica desta 4-aminoquinolina em camundongos BALB/c infectados com
P.berghei. Os resultados mostraram que neste modelo murino a meia vida de eliminacéo (ti/),
clearance (Cl) e volume distribuicdo (\d) foram 46,6 h, 9,9 I/h/kg de peso e 667 I/kg de peso,
e 93,3 h, 7,9 I/h/kg de peso, e 1222 I/kg de peso, para camundongos sadios e infectados,
respectivamente. Esses resultados demonstram que a maléria torna a eliminagéo da cloroquina
mais lenta, reduz o clearance (reflexo da regulacdo negativa da expressdo de enzimas de
biotransformacdo de xenobidticos)e, também, aumenta o volume aparente de distribuicdo. A
detalhada relagdo de escala (alometria) para pardmetros farmacocinéticos da cloroquina entre

espeécies, incluindo o homem, também é apresentada pelos autores, o que é util para desenho
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de estudos experimentais e relevante para extrapolagdes entre espécies em ensaios da
cloroquina e, também, quanto este farmaco antimalarico € usado como medicamento
comparador.

Como demonstrado pelos dados apresentados na Tabela 8, o emprego do método
desenvolvido e validado neste estudo para quantificagdo da cloroquina em plasma
evidenciaram que, ao final da gravidez de ratos, a cloroquina atravessa com facilidade a
placenta alcancando, nos fetos a termo,60 minutos ap6s a administracdo oral do farmaco,
concentracdes plasmaticas equivalentes a cerca de 89% os niveis maternos. Duas horas ap0s o
tratamento das maes com cloroquina, 0s niveis no plasma fetal permaneceram altos
correspondendo a 70% ou mais das concentracdes plasmaticas registradas no plasma materno
(figura 16).

Esses resultados preliminares sdo consistentes com os que foram relatados na escassa
literatura disponivel sobre a passagem transplacentaria da cloroquina em humanos. Estudos
mais completos serdo futuramente realizados com o emprego deste método para investigar a
transferéncia da cloroquina da mée para o concepto em roedores (ratos e camundongos)
saudaveis e infectados com P.berghei e/ou P.chabaudi.

E plausivel supor que esse método podera — com minimos ajustes - ser futuramente
utilizado para realizar estudos, mais abrangentes do que os publicados na literatura, para

confirmar a passagem transplacentéria da cloroquina em gestantes saudaveis e com maléria.

Figura 16: Relacdo entre a concentracdo de CQ de no plasma materno e no plasma dos fetos da
respectiva ninhada (cada grupo ou pool contém o sangue 2 a 4de uma mesma ninhada).
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8. CONCLUSAO

A cloroquina ¢ um farmaco antimalarico desenvolvido hd mais de 50 anos, que foi
reposicionado para uso como imunomodulador no tratamento de algumas doencas
inflamatorias de etiologia autoimune como o LUpus Eritematoso Sistémico e a artrite
reumatoide. Em ambos os casos, tanto na malaria, como nas doencas cronicas para a qual €
indicada na bula aprovada pela ANVISA, a cloroquina pode eventualmente vir a ser utilizada
em mulheres gravidas. Dispor de método analitico, sensivel, confiavel, robusto de custo
relativamente baixo contribui para estudos pré-clinicos e clinicos da farmacocinética da
cloroquina, entre os quais os da cinética na gravidez e passagem transplacentario sao
particularmente importantes para preencher lacunas na base de dados disponivel sobre a
eficacia e seguranca deste farmaco antimalarico.

Nesse estudo, foi possivel estabelecer um metodo simples e inovador para quantificar a
cloroguina no plasma usando CLUE-DAD-UV. Acreditamos que adaptagdes possam ser
feitas no método para que 0 mesmo possa ser usado para quantificacdo do farmaco em outras
matrizes bioldgicas, como soro, liquido amniotico e placenta, propostas iniciais do trabalho
que ndo puderam ser desenvolvidas. O método serviu para verificar, preliminarmente, a
eficiente passagem placentdria da cloroquina em ratos confirmando os escassos dados

publicados a esse respeito fornecidos por investigacoes clinicas.
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