PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Leticia de S& Fernandes Vallim da Silva

DETERMINACAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE UM NOVO
FARMACO CANDIDATO AO TRATAMENTO DA MALARIA

Rio de Janeiro
2017



Leticia de Sa Fernandes Vallim da Silva

DETERMINACAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE UM NOVO
FARMACO CANDIDATO AO TRATAMENTO DA MALARIA

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de
P6s-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria,
do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, da Fundacédo
Oswaldo Cruz, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Orientadores: Dr. Fabio Coelho Amendoeira
Dra. Lais Bastos da Fonseca

Rio de Janeiro
2017



Catalogacéo na Fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Biblioteca

Silva, Leticia de S& Fernandes Vallim da

Determinacdo de parametros farmacocinéticos de um novo farmaco candidato ao
tratamento da malaria. / Leticia de Sa Fernandes Vallim da Silva. - Rio de Janeiro:
INCQS/FIOCRUZ, 2017.

177 f.:il.; tab.

Dissertacdo (Mestrado Académico em Vigilancia Sanitaria) - Programa de Pos-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2017.

Orientadores: Fabio Coelho Amendoeira, Lais Bastos da Fonseca

1. Maléria - terapia. 2. Antimalaricos Maléria - andlise. 3. Antimalaricos Malaria —
farmacocinética. 1. Titulo.

Determination of pharmacokinetic parameters of a new drug candidate for the treatment of
malaria.

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.”

"This study was financed in part by the Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001."



Leticia de S& Fernandes Vallim da Silva

DETERMINACAO DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE UM NOVO
FARMACO CANDIDATO AO TRATAMENTO DA MALARIA

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado Académico do Programa de
P6s-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria,
do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, da Fundacédo
Oswaldo Cruz, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Aprovadoem: /|

BANCA EXAMINADORA

Dra. Bernardete Ferraz Spisso
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Dra. Nubia Boechat
Farmanguinhos - Fundac&o Oswaldo Cruz

Dra. Sabrina Calil Elias
Universidade Federal Fluminense

ORIENTADORES

Dr. Fabio Coelho Amendoeira
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Dra. Lais Bastos da Fonseca
Fundacao Oswaldo Cruz






AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais e irmaos Barbara e Victinho por sempre me incentivarem e mostrarem
que tudo é possivel, pelo grande amor e afago de todos os dias. Aos meus avos pela
grande preocupacdo comigo e por serem sempre minha maior torcida. Sem vocés

todos eu nada seria.

A minha irm&, Mariana, que dividimos juntas sonhos, brigas (rs), mas também muito
amor, e por estar sempre — da sua maneira - me apoiando nos dias dificeis.

“Florescer”!

Ao meu namorado, Heitor, por me dar seu amor tao leve. Por ser meu companheiro,
minha fortaleza, por acreditar muitas vezes mais em mim do que eu mesma. O mundo
€ pequeno demais para 0 que a gente ainda tem para viver! Nao poderia esquecer a

sua familia que me acolhe e faz eu me sentir tdo bem.

Ao meu orientador Fabio, por toda sua disponibilidade, confianca e seu grande humor

gue deixaram essa etapa muito mais leve.

A minha orientadora, Lais, por acreditar, apoiar e confiar em mim desde minha época

como sua estagiaria. Sem vocé, nada disso seria possivel, sou eternamente grata.

Ao Douglas pela troca diaria de conhecimentos, por me ensinar tanto e por ter me

ajudado a fazer tudo isso dar certo. Essa vitoria também é sual!

Ao Gabriel pela enorme disponibilidade e troca de conhecimentos ao longo do

trabalho.

A todo mundo do SEFAR, principalmente ao pessoal do laboratério: Aline, Joéo,
Estephane, Thayane que dividiram comigo cada momento de frustracdo e alegria
durante esses dois anos. Um agradecimento especial ao Diego pela ajuda e parceria
no mestrado. Ao Leandro pelo apoio, ajuda e risadas. A Vivi e Karen por me ajudarem

tanto em momentos dificeis, por me tranquilizarem e me deram tanto carinho.



A toda equipe do LABFAR e do biotério pelas grandes risadas, conversas e ajudas.
Um agradecimento especial para Nath que se tornou uma grande amiga que O

mestrado me deu e sem ela meus dias no biotério ndo seria tdo faceis e menos
doloroso.

Ao apoio financeiro SEFAR e CAPES.



RESUMO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a maléria ainda permanece
sendo um grande problema de saude publica. Atualmente o tratamento mais
recomendavel € a combinacdo terapéutica com derivados de artemisinina (ACTS),
sendo um dos farmacos mais utilizados a associacao de artesunato + mefloquina (AS
+ MQ) produzida por Farmanguinhos/ Fiocruz. Em vista da melhoria e simplicidade do
tratamento da doenca, Farmanguinhos hoje desenvolve um sal hibrido, contendo
artesunato e mefloquina, denominado MEFAS. Este estudo teve como principal
objetivo desenvolver um método bioanalitico por CLAE-EM/EM para avaliar o perfil
farmacocinético do MEFAS. O estudo foi realizado na etapa pré-clinica, no qual foram
utilizados ratos Wistar, machos, com peso entre 230 a 330 g. A administracado dos
farmacos foi realizada pela técnica de gavagem em regime de dose Unica de 50 mg/kg
de MEFAS e AS + MQ. A coleta de sangue foi feita em diferentes tempos para anélises
das trés substancias. O estudo foi dividido em trés grupos: grupo controle, grupo
MEFAS e o grupo AS + MQ. AS, DHA e MQ foram extraidos do plasma animal e essas
amostras foram analisadas por CLAE-EM/EM com um método bioanalitico
desenvolvido e validado de acordo com a legislacéo vigente no pais. Os parametros
farmacocinéticos para o artesunato e a dihidroartemisinina mostraram que no Grupo
AS+MQ os valores da Area sob a Curva (ASCO-t) e a concentracdo méaxima (Cmax.)
em relacdo ao grupo MEFAS foram significantemente maiores. J4 para a MQ
aconteceu o inverso. Com essas analises pode-se concluir que os dois grupos nao
apresentaram bioequivaléncia e que mais estudos talvez sejam necessarios para

avaliar a absorcao do ativo MEFAS.

Palavras-chave: Malaria. MEFAS. AS + MQ. CLAE-EM/EM. perfil farmacocinético.



ABSTRACT

Malaria remains a major public health problem to WHO. Nowadays, the most
recommended treatment is a combination therapy with artemisinina derivates (ACTS),
and the one of most used in Brazil is the artesunate and mefloquine (AS + MQ)
produced by Farmanguinhos/ Fiocruz. In order to improve and simplify the treatment,
Farmanguinhos develops a hybrid salt, containing artesunate and mefloquine, MEFAS.
The main aim of this study was to develop a bioanalytical method by HPLC-MS/MS
evaluate the pharmacokinetics (PK) profile of MEFAS. It was performed a pre-clinical
study, in which male wistar rats weighing between 230 and 330 g were used. The drugs
were administered in single doses of 50 mg/ kg MEFAS and AS + MQ by gavage.
Blood samples were collected in different times for analysis of three compounds. The
study was divided in three groups: control group, the MEFAS and the AS + MQ group.
AS, DHA and MQ were extracted from animal plasma, and the samples were analyzed
by a HPLC-MS/MS bioanalytical method developed and validated in accordance with
current legislation The pharmacokinetic parameters obtained for artesunate and
dihidroartemisinine showed that the AS + MQ group had significantly greater area
under curve (AUCO-t) and maximum concentration (Cmax) in relation to the MEFAS
group. For MQ the reverse occurred, so it can be concluded that the two groups were
not bioequivalent and that more studies may be necessary to evaluate the absorption
of MEFAS.

Keywords: Malaria. MEFAS. AS + MQ. HPLC-MS/MS. Pharmacokinetics profile.
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1 INTRODUCAO

A maléaria ou paludismo é uma doenca infecciosa causada pelo parasito do
género Plasmodium, tendo como sua principal fonte de transmissdo ao homem a
picada do mosquito fémea do género Anopheles sp. previamente infectado com o
parasito. No entanto, a transmissao da malaria também pode ocorrer através do
compartilhamento de seringas, transfusées sanguineas, transplantes de 6rgaos, ou
até mesmo durante o periodo gestacional, no qual a mée transmite para o feto
(BRASIL, 2014).

A malaria humana pode ser causada por cinco espécies do género de
protozoario Plasmodium, sdo eles: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P.
knowlesi. No Brasil somente as espécies P. falciparum, P. vivax e P. malariae estao
associadas a infeccdo em humanos, sendo a espécie P. falciparum a mais agressiva
e a P. vivax a mais prevalente. A espécie P. falciparum € capaz de se reproduzir mais
rapido que as outras, além de se multiplicar drasticamente na corrente sanguinea,
destruindo em torno de 2 a 25 % dos glébulos vermelhos, o que pode acarretar casos
mais graves da doenca (CUNICO et al., 2008; FIOCRUZ, 2013).

A infecc@o pelas diferentes espécies do género Plasmodium pode acarretar na
manifestacdo de sintomas diversos, no entanto, os principais sintomas para todas as
espécies sao caracterizados por cefaleia intensa, cansaco, mal-estar, mialgia,
nauseas, vomitos e anorexia, além de o individuo infectado apresentar quadros de
calafrios e febre igual ou superior a 41°C (BRASIL, 2008; OMS, 2015). Em casos onde
ha uma ineficacia na qualidade do tratamento da malaria ou até mesmo o tratamento
tardio, a carga parasitaria continua a se desenvolver, havendo a progressao para
malaria complicada/grave dentro de poucas horas (BRASIL, 2008; OMS, 2015).
Dentre os sintomas da malaria complicada estdo: quadros de coma (malaria cerebral),
acidose metabdlica, anemia grave, disfuncdo renal e pulmonar, hipoglicemia - e
quando ndo tratada — a malaria é fatal. Como toda a doenca infecciosa a maléaria
também possui seu grupo de risco, em que pertencem mulheres no 1° trimestre de
gestacao, idosos, criangas com peso menor que 5 kg, pacientes imunocomprometidos

e turistas sem tratamento profilatico (OMS, 2015).
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1.1 CICLO BIOLOGICO DO PLASMODIUM

ApGs a picada do mosquito fémea Anopheles, os esporozoitas séo inoculados
na corrente sanguinea do homem no momento do repasto sanguineo do mosquito.
Os esporozoitas migram rapidamente para o figado, infectando os hepatdcitos, onde
passam pelo estagio pré-eritrocitico. Para todas as espécies de Plasmodium ocorre o
desenvolvimento do esporozoita para esquizontes tissulares e através da reproducéo
assexuada sdo produzidos milhares de merozoitos. O estagio tissular priméario é
assintomatico, pois é adotada a forma exoeritrocitica e dependendo da espécie do
plasmaddio a infeccdo ocorre durante 5 a 15 dias. Cabe ressaltar que nas espécies P.
vivax e P. ovale alguns esporozoitas - nos hepatdcitos — séo capazes de evoluir para
uma forma latente denominada de hipnozoitos. Os hipnozoitos sao responséaveis pela
recidiva da doenca, caracterizada como estagio exoeritrocitico (CUNICO et al., 2008;
TIMOTHY et al., 2009).

Estes milhares de merozoitos ocasionam a ruptura dos hepatocitos, penetrando
na circulacdo e invadindo os eritrocitos para perpetuacao do ciclo, chamado de estagio
eritrocitico. Nos glébulos vermelhos, os merozoitos comegcam a se desenvolver para
forma trofozoita (forma movel e anelar), estes crescem e dividem-se em novos
merozoitos. Os novos merozoitos reproduzem-se assexuadamente no interior dos
eritrocitos, que se rompem e originam NoOvoS merozoitos na corrente sanguinea,
continuando a reproducdo assexuada. Neste momento, 0s sintomas clinicos
comecgam a se manifestar (CUNICO et al, 2008; TIMOTHY et al., 2009).

Dos merozoitos que infectam os eritrécitos, alguns se diferenciam em
gametoécitos masculinos e femininos, eles sdo aspirados por outro mosquito
Anopheles durante seu repasto sanguineo e continuam o seu desenvolvimento dentro
do estdmago do mosquito fémea (BRASIL, 2006; TIMOTHY et al., 2009).

Os gametdcitos masculinos fecundam os gametécitos femininos, dando origem
ao ovo ou zigoto diploide que se transformam em oocisto. Esses oocistos migram para
0 meio do estbmago do mosquito. Sucessivas divisbes meidticas ocorrem, e 0S
esporozoitos gerados migram para as glandulas salivares do mosquito, lugar no qual
ficam alojados. Por fim, as fémeas se tornam infectantes, ou seja, aptas a transmitirem
a doenca para outro individuo, recomecgando o ciclo (Figura 1) (BRASIL, 2006;
FLANNERY et al., 2013).
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Figura 1 - Ciclo biolégico do parasito Plasmodium sp.
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Fonte: (CDC, 2012)

Cada espécie do parasito possui uma durabilidade diferente em relacdo ao ciclo
assexual até ruptura das hemécias: P. falciparum, P. ovale e P. vivax possuem um
ciclo de 48 horas, P. malariae tem o ciclo de 72 horas e o P. knowlesi tem o ciclo mais
curto de 24 horas (OMS, 2015). Como ja citado anteriormente, o parasito P. falciparum
€ a espécie que mais acomete os humanos, sendo a mais grave e de mais rigoroso
controle. Embora essa espécie nao possua o ciclo biolégico mais curto, em seu ciclo
reprodutivo, ele é capaz de gerar um nimero superior aos demais parasitos, chegando
a aproximadamente 40.000 merozoitos ao passo que as outras espécies produzem
por volta de 20.000 merozoitos (CUNICO et al., 2008; OMS, 2015).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a malaria esta entre as
enfermidades caracterizadas como doenca negligenciada, que tem por definicdo ser
uma doencga que prevalece em condi¢cdes de pobreza e desigualdade social presentes
em paises subdesenvolvidos, sendo um alarmante problema de saude publica.
Segundo o Relatério Mundial sobre a Malaria, publicado em 2013 e fornecido pela
OMS, embora se tenha observado um progresso no combate a maléria, 0 niumero de
Obitos ainda continua expressivo (OMS, 2013).

As areas endémicas se distribuem geograficamente em regifes tropicais e
subtropicais da Africa, Asia e Américas. Estima-se que mais de 40 % da populacéo
mundial esta propensa a adquirir malaria. E considerada uma doenca tropical, tendo
como maior foco o continente africano, onde apresenta os maiores indices de
morbidade e mortalidade, principalmente em criancas (OMS, 2008).

No Brasil os casos de malaria estdo concentrados na Regido Amazonica, por
ser a area endémica da doenca. A maioria dos casos notificados foram nos estados
do Para, Amazonas, Rondbnia, Acre, Amapa e Roraima, conforme mostrado no mapa
abaixo (Figura 2) (FIOCRUZ, 2013). Em 2014, de acordo com o Ministério da Saude
e o Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiolégica (SIVEP — Malaria) foram
notificados 40.893 casos positivos da doenga (BRASIL, 2014).

Figura 2 - Mapa de risco da malaria por municipio de infeccdo em 2013
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Fonte: (SIPAV - Malaria/ SVS)
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De acordo com o ultimo relatério gerado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), é estimado que 3,3 bilhdes de pessoas em 97 paises correm 0 risco de
contrairem maléaria e desenvolverem a doenca. Desses 3,3 bilhdes de pessoas, 1,2
bilhdes estdo na area de alto risco (> 1 em 1000 chances de contrairem malaria em
um ano). No ano de 2013, foram relatados 584000 6bitos causados pela doenca,
sendo 90 % na regido africana, acometendo inclusive criangas abaixo de cinco anos
(Figura 3) (OMS, 2014).

Figura 3 - Incidéncia de malaria no mundo em 2013

Confirmed malaria cases per 1000 population

100 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
B 50100 1-10 001 Not applicable Source: National malaria confs prograrmme reports

Fonte: (National malaria control programme reports apud OMS, 2014)

1.3 DIAGNOSTICOS DA MALARIA

A malaria ndo possui sintomas especificos e caracteristicos da doenca, seus
sinais podem ser facilmente confundidos com outras enfermidades. Quando um
individuo apresenta quadro de febre e vive em regifes onde a doenca é endémica, o
ideal é procurar o atendimento médico adequado. Todos 0s pacientes com suspeita
de maléaria precisam passar por testes parasitologicos, sendo por microscopia ou
pelos testes rapidos imunocromatograficos para assim confirmar o quadro infeccioso
(OMS, 2015).
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O diagn6stico por microscopia por Gota Espessal é uma técnica padréo-ouro
na deteccao e identificacdo dos parasitos da maléria no sangue, além de conseguir
identificar o estagio evolutivo do parasito no sangue. O método é relativamente rapido,
demorando aproximadamente 60 minutos, e ainda pode ser armazenado por tempo
indeterminado para que comparacdes futuras sejam realizadas (BRASIL, 2010).

Ja os testes rapidos imunocromatograficos? sdo baseados na deteccdo de
antigenos dos parasitos por anticorpos monoclonais, sendo revelados através do
método imunocromatografico. Esse teste é comercialmente disponivel e revela o
resultado mais rapido que o teste citado anteriormente, demorando apenas cerca de
15 a 20 minutos. No entanto, apresenta algumas desvantagens em relacdo a Gota
Espessa, pois ele ndo consegue distinguir as espécies P. vivax, P. ovale e P. malariae,
nao é capaz de mensurar o nivel de parasitemia e ndo detecta infecgcdes mistas,
inclusive com o P. falciparum (BRASIL, 2010).

O diagndstico precoce da doenca e o seu tratamento imediato séo estratégias
fundamentais e eficazes para o combate da malaria. A disponibilizacdo de
antimalaricos a custo acessivel e aceitavel para populacdo de risco é uma das
intervengbes mais eficientes. Atrelado a isso, 0 uso racional do medicamento é
indispensavel para o tratamento seguro, reduzindo o risco de agravo da doenca e até
mesmo o 6bito, podendo contribuir até mesmo com a diminuigdo do desenvolvimento

da resisténcia do falciparum as terapias (BRASIL, 2001).

1.4 TRATAMENTO DA MALARIA

A quinina é um produto natural do tipo alcaloide, extraida a partir da casca da
arvore Cinchona calisaya. Até o inicio do século XX foi a primeira e Unica alternativa
no tratamento da maléaria, sendo amplamente utilizada por soldados durante a | Guerra
Mundial (CUNICO et al., 2008; TIMOTHY et al., 2009).

! Na Gota Espessa, 0 sangue é colhido por puncéo digital, colocado em uma lamina e corado pelo
método de Walker. Quando feito com reagentes de boa qualidade e equipe bem treinada, pode-se
detectar ate 5-10 parasitos por pL de sangue (BRASIL, 2010).

2 No teste rapido imunocromatografico, sdo disponibilizados kits que possuem um cassette (filamento)
com antigeno dos parasitos e que séo coloridos quando ha a presenca do Plasmodium no sangue do
individuo. E um diagndstico de facil execugéo, porém de custo ainda elevado (BRASIL, 2010; OMS,
2015).
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A partir de 1944, pesquisadores nos Estados Unidos comecgaram a desenvolver
novos farmacos, devido a dificuldade na producdo da quinina em larga escala. Em
vista disso, surgiram os novos derivados quinolinicos, tais como: cloroquina,
amodiaquina e primaquina (Figura 4). Essa classe de medicamentos induz a morte do
Plasmodium através do bloqueio da polimerizacdo de produtos toxicos provenientes
da degradacdo da hemoglobina, resultando na lise das células do parasito durante a
etapa eritrocitica do ciclo biolégico do Plasmodium (CUNICO et al., 2008; TIMOTHY
et al., 2009).

Figura 4 - Estrutura das moléculas amodiaquina, primaquina e cloroquina
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Fonte: (CUNICO et al., 2008)

Até a metade do século XX, a cloroquina era o tratamento de primeira linha
para os casos de malaria ndo complicada causada pelas quatro espécies do parasito
(TIMOTHY et al.,, 2009). A cloroquina teve grande importancia e foi pioneira no
tratamento da malaria no continente africano. Durante cinquenta anos ela era a
terapia de forma oral mais barata, segura e eficaz contra a doenca (DUFFY et al.,
2004). No entanto, com o passar do tempo o parasito comecou a apresentar
resisténcia a cloroquina, havendo como estratégia principal a modificacdo estrutural
da molécula. Estudos de modificacdo da cloroquina levaram a descoberta de outros
farmacos no final dos anos 60, tais como: lumefantrina, pirimetamina, dapsona,
halofantrina e mefloquina (Figura 5), todos com acéo de esquizonticida sanguineo, na
etapa eritrocitica do ciclo biolégico do parasito, sendo utilizados contra cepas de P.

falciparum resistentes a cloroquina (TIMOTHY et al., 2009).
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Figura 5 - Estrutura molecular da dapsona, pirimetamina, mefloquina, halofantrina e
lumefantrina
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Fonte: (CUNICO et al., 2008)

Em 1971, uma nova classe terapéutica comecou a ser isolada por quimicos
chineses. A molécula era uma lactona sesquiterpénica com um grupo peroxido — a
artemisinina. A artemisinina e seus derivados sao antimalaricos extraidos da semente
Artemesia annua, denominada de absinto doce, que ha séculos tém sido usada na
medicina chinesa na cura de quadros febris (Figura 6). Tanto artemisinina como 0s
seus derivados tém como principal funcao a rapida reducéo da biomassa do parasito
gquando comparada a outras drogas (DUFFY et al.,, 2004). Entretanto, sua maior
limitacdo € o fato de apresentar uma meia vida muito curta, por isso essa droga é
associada a farmacos de meia vida mais longa, como por exemplo, mefloquina,

cloroquina e lumefantrina, para atuarem de forma profilatica (FLANNERY et al., 2013).
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Figura 6 - Estrutura das moléculas artemisinina, artemeter, arteeter, artesunato, acido
artelinico e dihidroartemisinina
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Fonte: (CUNICO et al., 2008)

Apo6s a OMS lancar o Guia de Tratamento da Malaria em 2006, até os dias de
hoje, a melhor alternativa para o tratamento da malaria causada pelo P. falciparum
tem sido a terapia combinada com derivados de artemisinina (ACTs). Os ACTs
normalmente possuem alta eficacia e sdo muito bem tolerados, além de possuirem
facil adesdo pelos pacientes. Essa combinacdo tem tido bastante éxito, pois vem
contribuindo fortemente na reducdo da morbidade e mortalidade da doenca em nivel
global (OMS, 2015; DUFFY et al., 2004).

Os ACTs atuam da seguinte maneira: a artemisinina e seus derivados reduzem
a carga parasitaria no estagio eritrocitico do ciclo do Plasmodium. Além disso, também
atuam contra o estagio sexual dos parasitos (gametdécitos), evitando a transmissao
pelo mosquito e diminuindo o reservatério humano. Ja os farmacos de atuagdo mais
longa agem reduzindo a carga parasitaria restante e desenvolvem a protecdo contra
a resisténcia dos derivados de artemisinina além de atuarem no periodo pos-
tratamento como agente profilatico (OMS, 2015).

Para o tratamento da malaria ndo complicada causada pelo P. falciparum os
cinco ACTs associados a outros antimalaricos mais recomendados sdo: artemeter +
lumefantrina, artesunato + amodiaquina, artesunato + mefloquina, artesunato +

sulfadoxina-pirimetamina e dihidroartemisinina + piperaquina. Ja no Brasil, a terapia
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mais indicada em casos de maléaria ndo complicada causada pelo P. vivax, P. ovale,
P. malariae ou P. knowlesi € a primaquina ou os ACTSs, principalmente quando as
cepas sao resistentes a cloroquina (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Cabe ressaltar que para cada combinacdo terapéutica existe uma dosagem
indicada que esta estritamente relacionada a idade e peso do paciente. A dose dos
antimalaricos para melhor entendimento relacionam-se também com o perfil

farmacocinético e com a farmacodinamica de cada farmaco (OMS, 2015).

1.4.1 Atividade dos antimalaricos

O ciclo bioldgico do Plasmodium é considerado um ciclo complexo devido ao
fato de possuir diferentes estagios de replicacdo do parasito. Com isso, cada classe
terapéutica atua em diferentes formas do Plasmodium e da doencga.

A maioria dos farmacos sao utilizados para o tratamento da forma aguda da
doenca. Os derivados de artemisinina, cloroquina, mefloquina, piremetamina e
proguanil agem na forma eritrocitica do parasito, ou seja, atuam no momento em que
o Plasmodium esta alocado nas hemécias do individuo. Essa classe de medicamento
evita a manifestacdo dos sintomas da doenca, e nas infec¢cdes causadas pelo P.
falciparum ou pelo P. malariae podem efetuar a cura total da doenca, uma vez que
essas duas espécies ndo possuem ciclo exoeritrocitico (GOODMAN & GILMAN, 2012;
CUNICO et al., 2008).

As espécies P. vivax e P. ovale possuem o ciclo exoeritrocitico, no qual o
parasito esta na forma hipnozoita, podendo se manifestar apenas meses depois. Para
que ndo ocorra a recidiva da doenga alguns farmacos atuam promovendo a cura
radical da malaria, sendo caracterizados como agentes esquizonticidas teciduais ou
tissulares, agindo nos parasitos alocados nos hepatdcitos. Alguns medicamentos que
possuem essa atividade sdo a primaquina e tafenoquina (KATZUNG, 2010; RANG &
DALE, 2004; CUNICO et al., 2008).

Farmacos que possuem atividade e meia vida de eliminacdo longa como
lumefantrina, mefloquina e cloroquina podem ser utilizadas no tratamento profilatico e
sdo comumente indicados para turistas que vao a regides onde a malaria é endémica.
Esses profilaticos causais sdo capazes de destruir os parasitos nos hepatdcitos, logo
depois do ciclo pré-eritrocitico (GOODMAN & GILMAN, 2012; CUNICO et al., 2008).

No entanto, para que a transmissdo da malaria seja controlada € necessério o uso de
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farmacos com acdo gametocida, ou seja, que destruam 0s parasitos em seu estagio

sexual a fim de evitar o aumento do reservatério humano da doenca. Dessa forma, as

terapias mais indicadas sdo a primaquina, proguanil e pirimetamina. Na tabela 1 é

possivel observar qual antimalarico atua em determinado estagio do parasito

(GOODMAN & GILMAN, 2012; CUNICO et al., 2008).

Tabela 1 - FArmacos antimalaricos dirigidos contra os estagios de desenvolvimento do parasito

EFEITO DO FARMACO SOBRE A VIABILIDADE DO PARASITO

Estagios Hepaticos

Estdgios Sanguineos

Farmacos
Esporozoito Primério Hipnozoito Assexuado Gametdécito

Artemisinina - - - + +
Cloroquina - - - + +/-
Mefloquina - - - + -
Quinina/ Quinidina - - - + +/-
Pirimetamina - - - + -
Sulfadoxina - - - + .
Tetraciclina - - - + .
Atovaquo_na/ ) N ] R ol

Proguanila
Primaquina - + + - +

Legenda: -: Auséncia de atividade; +/-: Atividade baixa ou moderada; +: Atividade importante.
Fonte: (GOODMAN & GILMAN, 2012)

Muitos dos medicamentos j& citados ndo possuem claramente uma atuacao

farmacodinamica bem definida, mas diante de todas as pesquisas ja realizadas

algumas ac¢des farmacologicas ja tém sido elucidadas conforme tabela 2.
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Tabela 2 - Mecanismos de acao dos principais antimalaricos
Farmacos Mecanismo de agédo

A maioria dos farmacos antimaléaricos se aloca no
vacuolo alimentar do parasito e atuam inibindo a
enzima heme polimerase responsavel pela
producdo da hemozoina. Fazendo com que o
grupamento heme seja toxico ao parasito.

Cloroquina, primaquina,
halofantrina, lumefantrina,
mefloquina e derivados de

artemisinina

Esses farmacos inibem as enzimas responsaveis

pela biossintese do &cido félico (diidropteroato

sintase e diidrofolato redutase), vitamina

essencial para o metabolismo do parasito.

Esses antibidticos atuam inibindo a sintese de

Sulfonamidas, teraciclinas e proteinas indispensaveis para a realizacdo da
doxiciclina transcricdo procariota e podem agir contra a

mitocdndria do parasito.

Alguns antimalaricos atuam competitivamente

com as proteinas mitocondriais responséaveis pelo

transporte de elétrons, interrompendo o0 processo

de producdo de ATP do pelo Plasmodium.

Fonte: (GOODMAN & GILMAN, 2012; CUNICO et al., 2008)

Proguanil, pirimetamina,
sulfadoxina e dapsona

Atavaguona e Tafenoquina

1.4.2 Cloridrato de mefloguina

O cloridrato de mefloquina (MQ), (aS)-rel-a-(2R)-2-piperidinil-2,8-bis-
(trifluormetil)-4-quinolinametanol, é apresentado na forma de um pé cristalino, branco
ou amarelado, apresentando polimorfismo. Sua massa molar na forma de cloridrato €
de 414,77 g/mol, sendo pouco soluvel em agua e facilmente solavel em metanol,
acetato de etila e etanol (FARMACOPEIA, 2010).

Desde 1985, a MQ esta disponivel para o tratamento da malaria como uma
quimioprofilaxia, a droga € um eficaz esquizonticida e atua contra os estagios
sanguineos de todas as espécies da malaria (SCHLAGENHAUF et al., 2010).

Atualmente é usada na forma de mistura racémica (50:50) de eritro-isbmeros,
e ultimamente todos os estudos clinicos tém adotado a droga nessa mistura (GEDITZ
et al.,, 2014; SCHLAGENHAUF et al., 2010). Existem estudos recentes que
demonstraram as atividades de cada um dos dois enantibmeros, o ( - )-enantibmero
esta relacionado com os efeitos adversos do farmaco, ja o ( + )-enatibmero é o que
possui a atividade antimalarica com poucas manifestacbes de efeitos adversos
(GOODMAN & GILMAN, 2012).

A mefloquina possui uma boa adesdo no tratamento da maléria, pois é

administrada oralmente uma vez por semana e possui acesso gratuito a populacao.
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Bastante recomendada para viajantes que irdo para locais endémicos da doenca,
inclusive ja foi utilizada por mais de 35 milhdes de viajantes. Além disso, a mefloquina
também pode ser recomendada para gestantes ou mulheres que ainda estdo no
periodo de amamentacdo e para criancas com peso superior a 5 Kkg
(SCHLAGENHAUF et al., 2010).

Sua posologia para adultos é de aproximadamente 250 mg em dose Unica
durante trés dias de tratamento. Ja para adultos que possuem peso corporal inferior a
45 kg e para criancas com peso superior a 5 kg recomenda-se a dose semanal de 5
mg de mefloquina base/kg (SCHLAGENHAUF et al., 2010).

Jullien e colaboradores (2014) realizaram estudos farmacocinéticos com a
mefloquina, evidenciando sua longa meia vida de aproximadamente 14 dias tanto na
administracdo profilatica quanto para o tratamento da malaria ndo complicada
transmitida pelo Plasmodium falciparum.

Como mencionado anteriormente, a MQ tem um prolongado efeito
esquizonticida sanguineo altamente eficaz, e isso pode ser explicado pelo fato de sua
longa meia vida de aproximadamente duas semanas. No entanto, até o0 momento a
atividade nao foi descrita contra os estagios hepaticos iniciais ou gametocitos maduros
do P. falciparum e contra os hipnozoitos do P. vivax e P. ovale (GOODMAN &
GILMAN, 2012).

A acdo farmacolégica da MQ ainda ndo esta claramente elucidada, mas sabe-
se que ela atua na inibicdo da hemozoina, tornando o grupamento heme téxico ao
parasito (OMS, 2015).

Quando administrada por via oral apresenta boa tolerabilidade em doses
profilaticas e divididas ao longo dos dias de tratamento. Sua longa acédo pode trazer
alguns efeitos indesejaveis como nauseas, vOmitos, intensas dores de cabeca,
distarbios no sono e problemas gastrintestinais (GOODMAN & GILMAN, 2012).

A MQ possui uma farmacocinética diferenciada, em pacientes com malaria ela
atinge uma concentracdo plasmética mais elevada e € eliminada mais rapidamente
do que em voluntérios sadios. Entretanto, ndo apresenta diferencgas significativas em
relacdo a criancgas e adultos (OMS, 2015).

Ela € amplamente distribuida pelo corpo onde aproximadamente 98 % se liga
as proteinas plasmaticas. Como a grande maioria dos farmacos, ela é metabolizada
no figado através da enzima CYP3A4, gerando metabdlitos inativos. A excre¢do de

seus metabolitos € mais comumente realizada pela via fecal e uma pequena porcéo
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da mefloquina (~ 10 %) é excretada pela urina (GOODMAN & GILMAN, 2012; OMS,
2015).

Na tabela 3 é apresentada a diferenca dos parametros farmacocinéticos entre
individuos ja portadores de malaria e individuos que fazem uso do medicamento como
medida profilatica. A dose utilizada nos dois regimes € de 400 mg/dia para individuos
acima de 30 kg, sendo administrada quando em combinacdo com derivados de
artemisinina durantes trés dias seguidos. Ja para turistas que fazem administracao
profilatica, a mefloquina é administrada somente uma vez por semana durante duas

semanas antes da viagem até quatro semanas depois (OMS, 2015).

Tabela 3 - Par&Gmetros farmacocinéticos da mefloquina quando usada como quimioprofilaxia ou em
tratamento da malaria por via oral

Parametros Quimioprofilaxia Tratamento
Cmax. (ng/mL) 722-2259 1000-3279
Tmax (h) 4,5-31 15-72
T1/2 (dias) 1,03-19,1 8,1-15,2
AUC 0-« (ug/mL.dias) 15,6-48,0 12,8-63,6
CL/f (L/h por kg) 0,016-0,095 0,016-0,174

Fonte: (OMS, 2015)

1.4.3 Derivados de artemisinina; artesunato e dihidroartemisinina

O artesunato (AS), é um éster 1-[(3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-
decaidro-3,6,9-trimetil-3,12-epoxi-12H-pirano[4,3-j]-1-2benzodioxepina-10-ilico]  do
acido butanodioico, apresentado na forma de p6 fino, cristalino, branco ou quase
branco de massa molar de 384,42 g/mol (FARMACOPEIA, 2010).

O AS atua como um pré-farmaco no qual possui uma excelente solubilidade
principalmente em &agua e estd disponivel nas formas de administracdo oral,
intravenosa, intramuscular e retal (TIMOTHY et al., 2009; OMS, 2015). Sua
farmacocinética ja foi testada no estudo de Balint (2001) onde o artesunato se mostrou
rapidamente absorvido e com meia vida de eliminacdo de aproximadamente uma

hora.
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Devido a caracteristica de pré-farmaco, o artesunato € rapidamente hidrolisado
e convertido para dihidroartemisina (DHA) através do processo de biotransformacéo
com atuacédo da enzima CYP2A6 (OLLIARO et al., 2010; OMS, 2015).

A dihidroartemisinina € o maior metabdlito ativo gerado a partir dos derivados
de artemisinina, conferindo uma potente atividade antimalarica comprovada em
estudos in vitro e in vivo (XING et al., 2007).

Os derivados de artemisinina sdo normalmente aconselhados para o
tratamento da maléria grave por P. falciparum e também muito eficaz contra os
estagios eritrociticos assexuados do P. vivax (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Seu mecanismo de acao ainda néo é totalmente elucidado, porém sabe-se que
ela é bastante potente e possui rapida acdo na reducdo do parasito logo apos sua
administracdo, devido a interacdo do grupamento heme com os radicais livres que
fazem a alquilacdo e oxidagdo das proteinas, destruindo as membranas e
microorganelas do parasito no estagio eritrocitico. Além disso, todos os derivados da
artemisinina possuem um oOtimo quadro de resolucdo febril (BALINT, 2001,
GOODMAN & GILMAN, 2012).

A dihidroartemisinina confere maior acao farmacoldgica que o artesunato
quando administrado por via oral, estando aproximadamente 93 % ligada as proteinas
plasmaticas. Sua metabolizacéo é realizada no figado e no intestino, sendo excretada
pela urina (OMS, 2015).

Os parametros farmacocinéticos do artesunato e da dihidroartemisinina
referentes a via oral de administracdo do artesunato, em uma dose de 200 mg/ dia
para individuos com peso corpéreo acima de 30 kg encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros farmacocinéticos do artesunato e do seu metabolito ativo (DHA) por via oral

Parametros Artesunato Dihidroartemisinnina
Cmax. (ng/mL) 34-451 900-2043
Tmax (min) 30-84 54-120
T1/2 (dias) 0,113-0,419 1,217-3,745
AUC 0-= (ug/mL.dias) 54 48-150
CL/f (L/h por kg) 0,61-15,4 0,63-1,66

Fonte: (OMS, 2015)
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1.4.4 Associacao de artesunato e mefloquina

O grande desafio para o tratamento da malaria é a resisténcia do parasito as
multidrogas disponiveis para terapia, por essa razdo a combinacgdo de antimalaricos
€ a melhor alternativa para o aumento da eficacia terapéutica (KREMSNER &
KRISHNA, 2004).

No ano de 2006, a OMS lancou a primeira edicdo do guia para o tratamento da
malaria ndo complicada transmitida pelas cepas do Plasmodium. O tratamento de
primeira-linha escolhido é a combinagdo de dois ou mais antimalaricos com
mecanismos de acdo e parametros farmacocinéticos distintos. O padrdo ouro de
tratamento é a combinacéao terapéutica com artemisinina (ACTs) — ou seus derivados
- que possuem alta e rapida eficacia combinado com antimalaricos de eliminacao mais
lenta (exemplo: amodiaquina, primaquina e mefloquina) (OLLIARO et al., 2010).

Desde 1996 o tratamento combinado de artesunato e mefloquina tem sido
adotado com grande sucesso nos paises do sudoeste asiatico e no Brasil com estudos
realizados em &reas endémicas (tais como: o Mianmar, Tailandia e a regido
amazonica), tendo como tratamento a combinagdo em dose néo fixa. Os individuos
receberam oralmente durante trés dias 8 mg/kg/dia de mefloquina e 4 mg/kg/dia de
artesunato, apresentando uma eficacia de aproximadamente 95 % (ASHLEY et al.,
2006). Tal regime foi considerado altamente seguro, bem tolerado e eficaz
(KREMSNER & KRISHNA, 2004; ASHLEY et al., 2006).

Com o objetivo de simplificar os regimes de tratamento e melhorar ainda mais
a aderéncia dos pacientes, foi desenvolvida uma coformulacdo de dose fixa
combinada® de artesunato e mefloquina, através de um projeto colaborativo
coordenado pela Iniciativa de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDi) e o
Instituto de Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos (industria de medicamentos da
Fundacdo Oswaldo Cruz) (OLLIARO et al., 2010).

O artesunato + mefloquina em associacdo ASMQ comecou a ser
disponibilizado para outras areas endémicas de malaria na América Latina e no
Sudoeste asiatico durante o final do ano de 2008 e 2009 (DNDi, 2012). Seu registro
foi concedido pela ANVISA no mesmo ano de sua distribuicdo em 2008, e j& possui
registro em demais paises do sudoeste asiatico, tais como: India, Malasia, Tanzania,
Vietnd, e em 2015 foi aprovado pelo 6rgao regulador da Tailandia e Camboja (DNDi,
2015).
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De acordo com o guia para tratamento da malaria fornecido pela OMS em 2006,
a formulacdo do ASMQ respeitou a posologia recomendada pela OMS para as
terapias combinadas, no qual o esquema de dosagem estipulado é de 4 mg/kg/dia de
artesunato e 8 mg/kg/dia de mefloquina durante trés dias de tratamento (Olliaro et al.,
2010).

Visando a praticidade, conveniéncia e melhor adesdo ao tratamento, as
combinacdes de dose fixa3, como é o caso do ASMQ, sdo mais simples de serem
administradas ao paciente quando comparado ao esquema de doses separadas,
devido a quantidade de comprimidos a ser ingerido (Figura 7). Tal facilidade é
explicada pelo fato dos dois farmacos presentes no comprimido de ASMQ serem
seguramente administrados ao mesmo tempo e em corretas proporcdes de dosagem,

sendo sua prescri¢cdo de acordo com a faixa etaria e peso do paciente (DNDi, 2012).

Figura 7 - Comprimido a ser administrado no regime de dose fixa (a esquerda) e
comprimidos do regime terapéutico de dose nao-fixa (a direita)

e’ =

Fonte: (DNDi, 2012)

Em 2006 foi realizado um estudo comparativo entre a combinacdo de
artesunato e mefloquina no regime de doses separadas com os comprimidos de
ASMQ em pacientes com maléria ndao complicada, a fim de observar a eficacia e

seguranca do regime de dose fixa combinada. Os resultados mostraram que 0S

3 De acordo com a terceira edicdo do Guia de tratamento da maléaria, dose fixa combinada € a
combinacéo de dois farmacos com agéo antimalarica que sao formulados juntos no mesmo comprimido
(OMS, 2015).
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comprimidos de dose fixa combinada apresentaram o6tima eficacia no qual
corresponderam as mesmas drogas administradas no regime de doses separadas. A
combinacéo ainda mostrou-se ser segura com perfis de toxicidade semelhantes aos
das drogas separadas, além de nao terem apresentado evidéncias clinicamente
significativas de toxicidade hematologica e bioquimica (ASHLEY et al., 2006).
Smithuis e colaboradores (2010) compararam a eficacia do ASMQ com o0s
outros quatro regimes de tratamento ACT e com o regime de dose separada de
artesunato e mefloquina. O ASMQ obteve resultados satisfatorios no que diz repeito
a cura da maléria ndo complicada transmitida por P. falciparum e P. vivax, além de
apresentar menor recorréncia da doenca. Com os resultados obtidos no estudo
mencionado, o0 ASMQ é considerado o tratamento de melhor adesdo e mais eficaz

guando comparado aos outros regimes de dose fixa e ao de dose separada de AS e

MQ.

1.4.5 Artesunato de mefloquina (MEFAS)

Diversas estratégias estao sendo utilizadas para o desenvolvimento de novas
drogas antimalaricas e pesquisas tém sido feitas para melhorar as moléculas ja
existentes no tratamento contra a resisténcia adquirida pelas cepas do plasmddio
(FLANNERY et al., 2013).

O grande desafio hoje no desenvolvimento de novas terapias para malaria é a
unido de duas drogas em um s6 medicamento denominado de molécula hibrida. Isto
se faz indispensavel na selecao de dois insumos farmacéuticos ativos com acdes
farmacoldgicas distintas que possuam sinergismo terapéutico sem que um interfira na
absorc¢ao, distribuicdo e seguranca do outro (TIMOTHY et al., 2009).

Em vista de todos os desafios mencionados acima, o Instituto de Tecnologia
em Farmacos - Farmanguinhos vem desenvolvendo a sintese de um novo sal hibrido
contendo duas funcionalidades antimalaricas: o anel quinolinico da mefloquina e um
anel endoperoxido proveniente do artesunato. Estudos ja realizados demonstram o
sucesso da atividade farmacoldgica deste novo sal (VAROTTI et al., 2008). A rota
sintética do artesunato de mefloquina encontra-se esquematizada na figura 8.

O artesunato de mefloquina (MEFAS) tem como principal proposito ser um
antimalarico de alta eficacia, curta meia-vida e com baixos niveis de toxicidade. A

toxicidade do MEFAS foi previamente testada, sendo trés vezes menor do que a
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combinacgao de artesunato e mefloquina em dose fixa (ASMQ) e cinco vezes menor
que a mefloquina (VAROTTI et al., 2008).

O MEFAS em doses de 10 mg/kg/dia administrados em camundongos foi capaz
de reduzir a carga parasitaria de Plasmodium berghei além de manter os animais vivos
até o final do experimento. Ao passo que os camundongos tratados somente com
mefloquina ou com artesunato + mefloquina nas doses de 5 mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia
respectivamente, ndo conseguiram sobreviver até o trigésimo dia de tratamento
(VAROTTI et al., 2008).

Recentemente, um estudo realizado por Coutinho e colaboradores (2016)
mostrou que o MEFAS pode ser bastante eficaz na inibicdo do desenvolvimento de
gametqcitos tanto masculino quanto feminino do P. falciparum. Tal resultado merece
relevancia, pois atualmente s6 a primaquina é capaz de atuar inibindo o
desenvolvimento dos gametocitos maduros do plasmédio. Além disso, o custo de sua
producédo é reduzido por possuir somente um processo de purificacdo para que seja
alcancado o seu padrdo farmacéutico. Em vista disso, o0 medicamento pode ser
inserido no mercado com preco acessivel para que a populacdo menos favorecida
possa usufruir do tratamento (VAROTTI et al., 2008).

Por ser uma molécula na forma de sal, acredita-se que em contato com agua e
fluidos corporais, como por exemplo, o plasma, o MEFAS é dissociado dando origem
a mefloguina e artesunato livres. Sua alta eficacia € intensificada pelo fato do
artesunato sofrer rapidamente o processo de metabolizacdo hepética, gerando um
metabolito ativo in vivo, a dihidroartemisinina (DHA) (NAIK et al., 2005).

O MEFAS é um grande candidato a farmaco inovador para o tratamento da
malaria, pois ele contém dois ativos que j4 sao utilizados separadamente e em
associacdo de dose fixa. Diante disso, pode-se diminuir a toxicidade associada a
mefloquina, pelo fato de possuir uma dose menor do que a administrada no
comprimido de dose fixa (VAROTTI et al., 2008).
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Figura 8 - Rota sintética e a formula estrutural do MEFAS
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Uma etapa importante e ndo excludente no desenvolvimento e planejamento
de um candidato a farmaco é a etapa nao clinica. Nesta etapa séo realizados ensaios
in vivo, tendo como finalidade principal a investigacdo das propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas em animais (NUNES, 2015).

Modelos animais sdo largamente utilizados para realizacdo de estudos de
farmacocinética durante a investigacdo do novo farmaco. Rotineiramente animais
roedores sdo os escolhidos para determinacdo da biodisponibilidade* oral e das
propriedades ADME (absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo), pois além
de serem mamiferos também possuem ciclo de vida menor quando comparado a
humanos, o que permite o crescimento de uma grande quantidade de animais em um
curto espaco de tempo, sendo Uteis para realizacdo de testes piloto de
farmacocinética e fornecendo resultados com maior rapidez (SINGH, 2006).

Apesar de alguns estudos apresentarem divergéncias quanto a absorcédo do
farmaco e seu metabolismo em roedores e humanos, o uso de modelos experimentais
em roedores & uma ferramenta muito util para predizer problemas que podem vir a
ocorrer com a absorcéo do farmaco, metabolismo e parametros farmacocinéticos, e
podem sim apresentar resultados fidedignos utilizados para uma projecdo da
farmacocinética em humanos (HURST et al., 2007; NUNES, 2015).

4 Segundo o manual de Biodisponibilidade e Bioequivaléncia fornecido pela ANVISA em 2002,
biodisponibilidade é a taxa e a extenséo na qual a molécula ativa é absorvida e torna-se disponivel no
sitio de acdo da droga. A biodisponibilidade é determinada através da medida da concentracdo do
farmaco em sangue total, plasma ou outro fluido biologico apropriado, em fungdo do tempo (ANVISA,
2002).
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Em relagdo a conducdo de estudos de biodisponibilidade, bioequivaléncia e
determinacdo de parametros farmacocinéticos, faz-se imprescindivel o
desenvolvimento de um método bioanalitico capaz de fornecer confiabilidade nos
resultados gerados. Compreende-se como método bioanalitico, aquele método capaz
de determinar quantitativamente os farmacos presentes em uma matriz biolégica
(ANVISA, 2012).

A quantificacdo dos analitos é feita por métodos cromatograficos capazes de
apresentar sensibilidade, seletividade, especificidade, preciséo e exatidao para cada
substancia analisada afim de que erros sejam minimizados. No Brasil os parametros
seguidos para a conducéo da validacdo do método bioanalitico séo regidos pela RDC
N° 27 de 17 de maio de 2012, criada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a
ANVISA.

Na literatura sdo encontrados variados métodos bioanaliticos ja desenvolvidos
para o artesunato, dihidroartemisinina e mefloquina. Alguns como o Xing e
colaboradores (2007) e Li e colaboradores (2015) foram fundamentais na elaboracgéo
de um método inédito para andlise das amostras, contendo o MEFAS no que se diz
respeito ao tipo de fase movel, quantidade e tipo de matriz biol6gica a ser analisado e
método cromatogréfico utilizado.

Na tabela 5 é possivel observar as principais caracteristicas dos métodos

bioanaliticos encontrados no levantamento bibliografico.
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Tabela 5 - Métodos analiticos presentes na literatura sobre artesunato, dihidroartemisinina e

mefloguina
Matriz
Técnica  Farmacos Procedimento Bl e . Aplicacédo do
o . ~ /volume Fase movel Autor
utilizada analisados de extracéo ; estudo
de matriz
biolégica
H20 + Acido  Desenvolvimento
Artesunato; = Plasma acético (0,1%)/  do método para .
Igl\l;l’/AEEl\;l Dihidroartemi EXtrag%ﬂdd; fase humano; MeOH/ ACN aplicacdo em Naélgggal.,
sinina. 500pL (38:46,5:15,5 estudo de ’
v/v) farmacocinética
CLAE-DE . AC.:N/ HZ,O. * Desenvolvimento
(ARS e A_rt_esunato, . - Plasma Acido acético do método para .
) Dihidroartemi  Extrac&o de fase . (0,05M) com pH S Lai et al.,
DHA); sinina; solida humano; 5,2 ajustado aplicacdo em 2007
CLAELV o ina 1000pL c,oijaOH estudo de :
(MFQ). 0.1M (42:58) farmacocinética
ACN/ H20 + Desenvolvimento
CLAE- Dihidroartemi  Extrag&o liquido- Plasma de arﬁgﬁ}gtggﬁ,\ﬂ dgp'ﬂg;ggg Eﬁqra Xing et al.,
EM/EM sinina liquido rato; 100uL com 0,1% de estudo de 2007.
AFO (85:15v/v)  farmacocinética
Desenvolvimento
CLAE- Mefloquina Extrac&o liquido- H20 + 10 mM do metodo para Magalhédes
EM/EM: quina. ﬁ ¥ dg 100pL HClO4/ EtOH aplicagioem a? 2008
q (90/10 vIv) estudo de . '
farmacocinética
H20 + formiato  Desenvolvimento
Artesunato; = Plasma de aménio 10 do método para .
I(EZI\I;I'IAEEI\;I Dihidroartemi EXtraz%(lJi dd; fase humano; mM/ ACN + aplicacéo em Gecggzlit al,
sinina 50pL 0,1% de AFO estudo de '
(gradiente) farmacocinética
Desenvolvimen
Artesunato; Plasma H20 + 0,1% de d?)srenétgdo pzrgo
CLAE- Amodia uin:':l Extracdo de fase humano: acetato de aplicacio em Makula et
EM/EM q sélida ' amoénia/ MeOH plicac al., 2015.
100puL . estudo de
(20:90 viv) s
farmacocinética
Artesunato;
Sulfadoxina; Tampéo de Desenvolvimento
Pirimetamina = . = iauido- Plasma ortofosfato dometodo para 0 oo
CLAE-DAD ; ﬁ uidg humano; dipotassio/ aplicacdo em etal 2015
Mefloquina; q 230uL ACN/ MeOH estudo de v '
Lumefantrina (20:38:42 viv) farmacocinética
Desenvolvimento
CLAE-  ANeSUnalo - gyraca tiquido-  PoSMAe MeOH) Hao dgpr};f;ggg Para Lietal,
EM/EM sinina. liquido 100pL (60:40 viv) estudo de 2015.
farmacocinética
Arteméter; Plasma H20 + formiato
CLAE- Dihidroarter’ni Extracéo liquido- humano: de amdnia Estudo de Yadav et al.,
EM/EM sinina liquido 50uL ’ 2mM/ MeOH farmacocinética 2015.

(15:85 v/v)
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Por fim, o principal objetivo desse estudo foi criar um modelo experimental
animal que possa predizer a biodisponibilidade do MEFAS como uma nova entidade
quimica e, se possivel, comparar a biodisponibilidade do MEFAS com a associacéo
dos Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs) de artesunato e mefloquina, ambos ja

utilizados no tratamento da malaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a farmacocinética do novo produto (MEFAS), através de testes pré-

clinicos e a biodisponibilidade relativa, obedecendo as normas vigentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desenvolver um método bioanalitico por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial para a determinacdo simultanea e
guantificacdo dos constituintes presentes no sal MEFAS: mefloquina, artesunato e
seu metabdlito ativo, dihidroartemisinina, em plasma de rato;

v' Validar o método bioanalitico desenvolvido em plasma de rato de acordo com
a RDC N° 27 de 17 de maio de 2012;

v' Conduzir estudo de farmacocinética em ratos a fim de estipular os parametros
farmacocinéticos do MEFAS;

v Comparar a farmacocinética do sal MEFAS frente aos Insumos farmacéuticos
ativos (IFAs) de Artesunato e Mefloquina (AS + MQ), dentro dos preceitos da

bioequivaléncia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS

3.1.1 Equipamentos

Durante a conducédo do estudo foram utilizados os seguintes equipamentos:
agitador do tipo vortex para microtubos (Labnet®), micro centrifuga refrigerada
(Thermo®), micro centrifuga refrigerada (Hettich®), evaporador sob fluxo de N2
(TECHNE®), balanca analitica eletrénica (SHIMADZU®), ultrafreezer -70 °C
(SANYQOP).

3.1.2 Utensilios

Para a conducéo do estudo foram utilizados os seguintes materiais: microtubos
de 2,0 mL (Eppendorf®), microtubos de 200 pL (Eppendorf®), pipetas automaticas
P200 yL e P1000 pL (GILSON®), ponteiras para pipetas P200 yL e P1000 pL
(Microbac®), contensor de acrilico para ratos (fabricacéo propria), canula de gavagem
para ratos, seringas hipodérmicas descartaveis de 1 mL e 5 mL (SR®) e agulhas
hipodérmicas descartaveis (NIPRO®).

3.1.3 Para a analise e identificacdo das amostras

Os equipamentos e componentes utilizados para a andlise e identificacdo das
amostras foram: espectrometro de massas APl 4000 (ABSCIEX®), Software
(ABSCIEX®), cromatografo liquido de alta eficiéncia (NEXERA XR - SHIMADZU®),
coluna analitica C18 100 x 4,6 mm, 5 ym (PHENOMENEX®), injetor automatico CT
Analysis (HTS-PAL®).

3.1.4 Padrdes analiticos

As substéncias quimicas de referéncia utilizadas na validag&o bioanalitica e na
analise farmacocinética foram: Cloridrato de mefloquina (Farmacopeia Europeia/
LOTE: 2.0), Artesunato (USP/ LOTE: F1L256), Dihidroartemisinina (SIGMA ALDRICH/
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LOTE: SLBG8320V) e Carbamazepina (INCQS/ LOTE: 2038). Os certificados de
todos os padrdes utilizados estdo em anexo (Anexo I, Anexo Il, Anexo Il e Anexo V).

3.1.5 Insumos Farmacéuticos Ativos e o MEFAS

O MEFAS (LOTE: 004/15) foi sintetizado pelo grupo de sintese organica do
Instituto de Tecnologia em Farmacos/ Farmanguinhos, e posteriormente fornecido
para a realizagdo do projeto. Para a administragdo animal foram utilizados também
Cloridrato de Mefloquina (Farmanguinhos/Lote: 67275) e Artesunato SQR
(INCQS/Lote:1085).

3.1.6 Solventes, reagentes e solugdes

Os reagentes, solventes e solucdes utilizadas no projeto foram: acetonitrila
(ACN) grau HPLC (J.T. BAKER®), metanol (MeOH) grau HPLC (J.T. BAKER®), &cido
formico 99% P.A (J.T. BAKER®), agua tipo | (Milli-Q), acetato de etila (TEDIA®), metil-
t-butil-éter (TBME) grau HPLC (TEDIA®), heparina sédica 5.000 U. L/ mL (Blau®),

tiopental (Cristalia®) e 6leo de girassol (LISA®).

3.2 ANIMAIS

Os estudos foram realizados em ratos da linhagem Wistar machos adultos entre
14 a 17 semanas, pesando entre 230 a 330 g, fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundagcdo Oswaldo Cruz. Todos os testes
experimentais que exigiam a manipulagdo dos ratos estiveram de acordo com 0s
principios éticos preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FIOCRUZ, através do protocolo N° P-49/ 13-3.

Os ratos foram mantidos no biotério do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), tendo livre acesso a agua e racéo, sendo mantidos em
um ambiente climatizado com temperatura controlada de aproximadamente 25°C e
com ciclo alternado entre claro-escuro a cada 12 horas. Antes da manipulagcdo os

animais foram mantidos em jejum de 12 horas com livre acesso a agua imediatamente



42

antes da administragdo dos medicamentos. Os animais permaneceram em jejum

durante todo o periodo de coleta sanguinea.

3.2.1 Distribui¢cao dos animais em grupos

Os animais foram distribuidos em trés grupos da seguinte forma:

(1) Grupo controle — animais que s6 receberam o veiculo, o 6leo de girassol (n
(i) Grupo de tratamento com o MEFAS (n=12);
(i)  Grupo de tratamento com AS + MQ (n=12).

3.3 DOSE E ESQUEMA DE ADMINISTRACAO

A administracédo foi feita via oral pela técnica de gavagem, de acordo com o
estipulado por cada grupo. Os animais do grupo controle receberam somente o
veiculo, o 6leo de girassol e o volume administrado foi em relacdo ao peso de cada
animal, para uma dose de 1 mL/ kg.

Os animais do grupo MEFAS receberam uma dose Unica de 50 mg/ Kg,
suspendido em 1 mL do veiculo. Ja os animais do grupo da associacao do artesunato
e mefloguina (AS+MQ) também receberam uma dose Unica de 50 mg/ Kg, sendo 25
mg/ Kg de artesunato e os outros 25 mg/ kg de mefloquina. O volume administrado foi
em relacdo ao peso de cada animal.

As manipula¢des dos medicamentos foram feitas da seguinte forma; tanto o
MEFAS quanto o AS+MQ foram pesados e transferidos para um gral — previamente
limpo e seco — em seguida, foi adicionado o volume de 6leo de girassol. Para cada 50
mg do insumo farmacéutico, 1 mL de 0leo era adicionado. O conteudo presente no
gral foi macerado até formacédo de uma suspensdo. A dose para cada animal foi
ajustada por uma seringa descartavel de 1 mL, em seguida a canula de gavagem foi

acoplada para imediata administracdo aos animais.
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3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

No dia da realizacdo da coleta sanguinea, os animais foram pesados a fim de
se ajustar o esquema de doses do medicamento. A primeira coleta sanguinea foi feita
antes da administracdo do medicamento, sendo este o tempo de 0 minutos. Apos isso,
administrou-se o medicamento por via oral através da técnica de gavagem.

Uma leve incisdo na ponta da cauda do animal foi feita com uma tesoura
cirirgica, e as amostras de sangue coletadas (120 pL) com o auxilio de uma pipeta
com ponteiras descartaveis e devidamente heparinizadas, nos tempos: 10; 15; 20; 30;
45; 60; 240; 360; 420 minutos, e a partir do dia seguinte da gavagem, nos tempos de
24; 32; 48; 56; 72; 96 e 168 horas. No final de cada dia de coleta, a reposicao do
volume coletado foi feita com administragdo de agua filtrada, indispenséavel para
manter a volemia dos ratos.

Imediatamente apoOs a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a
4000 rpm a 4 °C por 10 minutos para obtencdo da amostra de plasma (~ 60 pyL). Em
seguida transferiu-se o plasma para outro microtubo que foi armazenado em um

ultrafreezer a -70 °C até a realizacé@o da etapa analitica.

3.5 COLETA DE BRANCO DE PLASMA NORMAL (BPN)

Para a conducado dos ensaios de validacao bioanalitica e para as analises de
farmacocinética, foi necessario o uso de plasma branco, que € a matriz limpa — sem a
contaminacgao dos analitos do estudo.

Dessa forma, cerca de dez animais foram sacrificados com uma overdose de
tiopental, sendo a coleta sanguinea feita por puncao intracardiaca. Foram coletados
cerca de 10 mL de sangue de cada animal em um tubo do tipo falcon contendo 1 mL
de heparina sédica 5.000 U. L/ mL. Em seguida, o material foi centrifugado durante 10
minutos por 7000 rpm. O plasma obtido foi transferido para microtubos e

posteriormente armazenado no ultrafreezer a — 70 °C até analise do material.
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3.6 EUTANASIA

Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados através da camara
de gas carbonico (CO2). As carcacgas foram armazenadas no refrigerador, dentro de
sacos pléasticos de risco biolégico e posteriormente recolhidas pela equipe do biotério

do INCQS para incineracéao.

3.7 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO

O método bioanalitico foi executado no Servico de Equivaléncia e
Farmacocinética (SEFAR/ FIOCRUZ) e recebeu uma codificacdo, denominada como
70. MEFASO07-11PQ.24 com o objetivo de facilitar a rastreabilidade documental da
pesquisa.

Mediante uma pesquisa bibliogréfica efetuada anteriormente, o
desenvolvimento do método bioanalitico foi referendado e prosseguiu de forma

satisfatoria para realizacdo do estudo.

3.7.1 Preparo das Solugcdes Estoque e das Solugdes de trabalho

Os padrdes analiticos utilizados para o preparo das solu¢cbes estoque (SME)
foram Cloridrato de mefloquina, artesunato e dihidroartemisinina. Apds a pesagem
individual, a massa foi transferida para bal6es volumétricos de 5 mL. Em cada baldo
foi adicionado uma quantidade g.s de metanol grau HPLC/Espectro, seguida de uma
agitacado vigorosa no agitador tipo vortex até completa dissolucdo do padréo. O
volume foi completado com metanol grau HPLC/Espectro até a marca de referéncia
do baléo volumétrico, sendo obtidas solu¢cdes estoque de concentracdes equivalentes
a 1 mg/mL (1.000.000 ng/mL). Logo apds o preparo das solucbes estoque foram
preparadas solugdes de trabalho (STB) a partir de sucessivas diluicdes em agua tipo
I/ Metanol (80:20, v/v), até preparacao das soluc¢des da curva de calibracdo conforme

apresentado nas tabelas 6, 7 e 8.
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Tabela 6 - Guia de preparo das solu¢des para o artesunato

Preparo das solucdes estogue e de trabalho para o Artesunato (ng/ mL)

Solucéo de Concentracéo da Volumg Volume S-II-B %ser
trabalho - STB STB (ng/ mL) pre([;r?[z);l 0 pipetado (mL) gilelpf:ra?;gg
SME - ARS 1.000.000 2 e Padréo

STB12 10.000 10 0,100 SME - ARS
STB11 1.000 10 1,000 STB12
STB10 100 10 1,000 STB11
STB09 (CQD) 400 10 0,400 STB12
STBO08 (LSQ) 250 10 0,250 STB12
STBO7 (CQA) 200 10 0,200 STB12
STB06 (CQM) 100 10 0,100 STB12
STBO05 50 10 0,500 STB11
STB04 (CQC) 25 10 0,250 STB11
STBO3 5 10 0,500 STB10
STB02 (CQB) 2,50 10 0,250 STB10
STBO1 (LIQ) 1,25 10 0,125 STB10

Fonte: (proprio autor).

Tabela 7 - Guia de preparo das solu¢des para a dihidroartemisinina

Preparo de Solugcdes mestre e de trabalho para a Dihidroartemisinina (ng/ mL)

Solugcdo de  Concentragao Volume o
trabalho - da STB (ng/ preparado : Volgme SUIE & s utlll%ada
STB mL) (mL) pipetado (mL) na preparacao
SME - ARS 1.000.000 2 e Padrdo
STB12 10.000 10 0,100 SME - ARS
STB11 1.000 10 1,000 STB12
STB10 100 10 1,000 STB11
STB09 (CQD) 500 10 0,500 STB12
STBO08 (LSQ) 325 10 0,325 STB12
STBO7 (CQA) 250 10 0,250 STB12
STB06 (CQM) 125 10 0,125 STB12
STBO5 75 10 0,750 STB11
STB04 (CQC) 37,50 10 0,375 STB11
STBO3 25 10 0,250 STB11
STB02 (CQB) 12,50 10 0,125 STB11
STBO1 (LIQ) 5 10 0,500 STB10

Fonte: (proprio autor).
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Tabela 8 - Guia de preparo das solucdes para a mefloquina
Preparo de Solu¢cdes mestre e de trabalho para a Mefloquina (ng/ mL)

Solucéo de Concentracéo da Volumg Volume S-II-B %ser
trabalho - STB STB (ng/ mL) pre(?ﬁ[")" 0 pipetado (mL) gtrlelpf:raigg
SME - ARS 1.000.000 2 e Padréo

STB12 10.000 10 0,100 SME - ARS
STB11 1.000 10 1,000 STB12
STB10 100 10 1,000 STB11
STB09 (CQD) 800 10 0,800 STB12
STBO08 (LSQ) 500 10 0,500 STB12
STBO7 (CQA) 400 10 0,400 STB12
STB06 (CQM) 200 10 0,200 STB12
STBO5 100 10 0,100 STB12
STB04 (CQC) 50 10 0,500 STB11
STBO03 25 10 0,250 STB11
STB02 (CQB) 12,50 10 0,125 STB11
STBO1 (LIQ) 5 10 0,500 STB10

Fonte: (proprio autor).

A Carbamazepina foi escolhida como padrédo interno para as andlises e o
preparo de sua solucéo estoque foi similar ao preparo das solu¢des dos outros analitos
do estudo. O certificado do padréo encontra-se no Anexo V.

ApoOs a pesagem de carbamazepina, a massa foi transferida para um baldo
volumétrico de 5 mL e dissolvida em metanol, avolumando-se até a afericao do baléo,
obtendo-se uma concentragéo de 1 mg/mL (1.000.000 ng/mL).

A solucdo estoque de padrdo interno foi diluida em uma solucéo de Agua tipo
I/ Metanol (80:20, v/v) até a concentracdo final de 2.000 ng/mL para utilizacdo no

preparo das amostras.
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3.7.2 Método de Extracao Bioanalitico

Durante o desenvolvimento do método bioanalitico, diversos solventes de

extracdo em diferentes proporc¢des foram testados (tabela 9).

Tabela 9 - Solventes de extracéo testados durante o desenvolvimento do método
Tipo de método de

Tipo de Solvente Proporcgéo utilizada 9
extragcao
Metanol (MeOH) 100% Extracdo por precipitacdo de
Acetonitrila (ACN) 100% proteinas
MeOH/ ACN 50%/ 50%
Acetato de etila 100%
Acetato de etila/ Hexano 80%/ 20% Extracéo liquido-liquido
Terc-butil-metil éter (TBME) 100%
TBME/ Acetato de etila 70%/ 30%

Fonte: (proprio autor).

Apbs a escolha do solvente de extracdo, o protocolo de extracdo do AS, DHA,
MQ e CBZ no plasma do animal foi executado da seguinte maneira: em um microtubo
de 2 mL foram adicionados 25 pL de plasma e 50 yL da solucao de trabalho de padréo
interno (Carbamazepina - 2.000 ng/mL). Em seguida 100 pL de uma solugcdo de
acetato de aménio 1 mol/L foram adicionados as amostras. Apds a agitacao durante
30 segundos no vértex, adicionou-se 1500 pL da solucdo de terc metil butil éter
(TBME)/ acetato de etila (70:30, v/v).

As amostras entdo sofreram uma agitacdo vigorosa durante 10 minutos no
vortex e foram centrifugadas a 14440 rpm a -10 °C. Apés a centrifugacdo, 1000 pL da
fase organica (sobrenadante) foram transferidas para outros microtubos de
polipropileno, e colocados sob fluxo de nitrogénio para evaporagdo das amostras. Por
fim, todas as amostras foram resuspendidas com 200 pL de fase movel
(acetonitrila:metanol (80:20, v/v) / agua tipo | + acido formico 0,2 % - 70:30, v/v), em
seguida agitou-se por 30 segundos novamente no voértex. Foram transferidos para o
vial com insert de vidro os 200 pL da amostra, sendo 20 pL injetados e analisados no
CLAE-EM/EM.

A preparacao da curva de calibracdo, dos controles de qualidade e brancos de

plasma com e sem padrdo interno seguiram o método acima descrito, porém foram
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acrescidos aos 25 pL de plasma branco 50 pL de solucéo de trabalho contendo os
analitos em estudo (ARS, DHA e MFQ).

3.7.3 Condic¢bes cromatograficas

O método cromatografico também foi desenvolvido com base na pesquisa
literéria, a fim de se encontrar a melhor forma de andlise das trés substancias
simultaneamente. O método utilizado por CLAE-EM/EM foi com ionizagdo positiva,
sendo utilizado o modo de MRM (Monitoramento de Reac¢des Mdltiplas).

Algumas colunas cromatogréaficas também foram testadas no momento do

desenvolvimento do método e sao encontradas na tabela 10.

Tabela 10 - Colunas cromatograficas testadas no desenvolvimento do método bioanalitico

Coluna e - Tamanho Tipo de Tamanho
e Especificagdes de
cromatografica . empacotamento de poro
particula
OMNISPHER C18 150 x 4,6 mm 100 A
ACE C8 150 x 4,6 mm
ACE C8 100 x 3,0 mm Particulas 200 A
ACE C8 100 X 4,6 mm 5um esféricas -
SUNFIRE C18 50 X 4,6 mm endcapping 100 A
Pursuit C18 150 x 3,0 mm 90 A
GEMINI-NX C18 100 X 4,6 mm 110 A

Fonte: (proprio autor).
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As condi¢cbes cromatograficas que melhor se adequaram aos trés analitos
foram empregadas nas andlises e estao discriminadas na tabela 11.

Tabela 11 - Condi¢6es cromatograficas

Modelo (CLAE/EM-EM) API 4000 LC/MS/MS System
Coluna analitica GEMINI-NX® (5u C18 100 X 4,6 MM)
Tempo de corrida 4 minutos
Fluxo 0,800 mL/ min
Pressé&o do sistema 42 — 49 bar
Temperatura do autosampler 10 °C
Temperatura do forno de coluna 40 °C
Volume de injecéo 20 pL
Fase A H20 tipo | + AFO 0,2 %
Fase B ACN/ MeOH (80:20, v/v)
Fase movel Fase A/ Fase B (30:70, v/v)

Fonte: (préprio autor).

3.7.4 Tempos de retencdo dos farmacos

Os tempos de retencdo dos analitos AS, DHA, MQ e do padrao interno CBZ

estao detalhados na tabela 12.

Tabela 12 - Tempos de retencdo do artesunato, dihidroartemisinina, mefloguina e carbamazepina

Substéncia Tempo de retengdo (min)
Artesunato 2,68
Dihidroartemisinina 2,43
Mefloguina 0,92
Carbamazepina 1,68

Fonte: (proprio autor)

3.7.5 Condic¢bes do espectrometro de massas

O equipamento foi utilizado em modo eletrospray positivo (ESI). Para cada
analito foi selecionado um par de ion precursor/ produto através do modo de MRM,
como também seus parametros individuais, tais como: potencial de desagregacéao
(DP), energia de colisdo (CE), potencial da célula de saida (CXP) e tempo de
varredura dos compostos. Os ions com resposta mais intensa e suas respectivas

condig¢Oes utilizadas no equipamento séo informadas na tabela 13.
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Tabela 13 - Pardmetros individuais dos fons monitorados

I It CXP Scan
Substancias precursor produto DP (V) CE (V)
V) (ms)
(m/ 2) (m/ 2)
Artesunato (ARS) 402,300 267,000 31 13 10 350
Dihidroartemisinina
(DHA) 302,200 163,100 46 19 10 350
Mefloquina (MFQ) 379,200 321,00 91 43 10 350
Carbamazepina (CBZ) 237,100 194,000 71 29 6 250

Fonte: (préprio autor).

3.8 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

Apos o desenvolvimento e otimizacdo do método, foi realizada a validacéo
bioanalitica conforme as diretrizes da ANVISA presentes na RDC N°. 27, de 17 de

maio de 2012, sendo realizados todos 0s ensaios preconizados por tal resolucao.

3.8.1 Teste de Quantificacdo Inicial (TQI)

As amostras nesse teste foram quantificadas para que os ensaios de
estabilidade pudessem ser realizados. Foram preparados junto a curva de calibracao
(em duplicata), oito amostras de CQB e oito amostras de CQA em plasma. As
amostras foram preparadas de acordo com o método de extracdo jA& mencionado,

processadas e analisadas de acordo com a metodologia ja explicitada.

3.8.2 Estabilidade

Foram realizados testes de estabilidade apés ciclos de congelamento e
descongelamento, estabilidade de curta duracédo, estabilidade de pds-processamento
e de longa duracdo das amostras, além de terem sido realizados também teste de

estabilidade para as soluc¢des de trabalho.
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3.8.2.1 Teste de Estabilidade de Curta duracdo de solucdes de trabalho (TEBSCA)

Para o TEBSCA, foram preparadas solucdes e mantidas a temperatura
ambiente durante seu repouso na bancada até o término do preparo das solugdes

recém-preparadas para serem comparadas.

3.8.2.2 Teste de Estabilidade de Longa duracéo de solucdes de trabalho (TEBSTA)

Neste ensaio as mesmas solucdes que foram utilizadas no TEBSCA foram
preparadas e armazenadas no ultrafreezer -70 °C. O periodo de estabilidade e a
validade foram estipulados pelo tempo decorrido entre o preparo das solu¢cdes em
estabilidade armazenadas até o término do preparo das solucdes recém preparadas,
gue para este estudo ocorreu apds a conclusdo de todos os demais testes da
validacao bioanalitica.

A avaliacao das solu¢cBes em estabilidade com as solucdes recém preparadas

obedeceu aos mesmo critérios que o teste TEBSCA.

3.8.2.3 Teste de Estabilidade de curta duracdo em plasma (TEBCA)

Foram preparadas oito amostras de CQB e de CQA e todas permaneceram na
bancada a temperatura ambiente com base no periodo de adi¢cdo das solucdes de
trabalho dos controles de qualidade no plasma até o momento da adicdo do padréo.
Apos esse periodo de estabilidade dos controles, foi preparada a curva de calibracéo
em duplicata, duas amostras de branco de plasma sem adi¢cado de padrao interno e
duas amostras de branco de plasma com adicdo de padréo interno. Essas amostras
foram analisadas junto as amostras da estabilidade. Um fato importante € adicdo do
padrao interno e do solvente de extracdo. Os mesmos solventes foram adicionados
as amostras de estabilidade no momento do preparo da curva calibracao,

assegurando que todas as amostras sofreram as mesmas condic¢des.
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3.8.2.4 Teste de Estabilidade de pds-processamento (TEBPP)

No TEBPP foram preparadas amostras de controle de qualidade de baixa e alta
concentracdo, deixadas em repouso no rack do injetor do cromatografo durante 66
horas e 35 minutos. Apés esse periodo foram preparadas duas amostras de branco
de plasma sem padréo interno, duas amostras de branco de plasma com padrdo
interno, juntamente com a curva de calibracdo em duplicata, sendo injetadas junto
com as amostras ja presentes no rack, garantindo que todas as amostras foram

submetidas as mesmas condic¢des.

3.8.2.5 Teste de estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento
(TEBCD)

Para este ensaio 16 amostras de plasma foram fortificadas com as soluc¢des de
trabalho dos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo e foram submetidas
a 3 ciclos de congelamento e descongelamento, ou seja, foram congeladas no mesmo
ultrafreezer onde sédo armazenadas a — 70 °C por no minimo 12 horas e
descongeladas a temperatura ambiente do laboratério, aproximadamente 22 °C.
Apods o término do dltimo ciclo de descongelamento, essas amostras sofreram o
processo de extracdo junto com as amostras recém-preparadas de branco de plasma
com e sem padréo interno, juntamente com a curva de calibracdo em duplicata, e
injetadas no mesmo momento.

A estabilidade dessas amostras foi determinada pelo tempo decorrido entre o
inicio do primeiro ciclo de congelamento até o final do Ultimo ciclo de
descongelamento. O critério de aceitacdo para esse teste foi definido pelo desvio dos

controles sendo iguais ou menores que 15%.

3.8.3 Precisao e Exatidao

A preciséo e exatiddo do método bioanalitico foi determinada através de intra e
intercorridas analiticas para cada um dos compostos em analise. Juntamente com a
curva de calibracdo, amostras de controle de qualidade de alta (CQA), controle de
qualidade de média (CQM), controle de qualidade de baixa (CQB) concentracdo e o
limite inferior de quantificacao (LIQ) foram preparadas, onde a precisdo e exatidao

foram analisadas no mesmo dia (intracorrida). Ja para a analise de preciséo e exatidao
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intercorridas, as mesmas amostras ja citadas tiveram que ser preparadas em trés dias

distintos.

3.8.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi determinado a fim de se avaliar possiveis interferéncias
geradas pelas substancias que constituem a matriz biolodgica. No caso desse estudo
o plasma de animal foi a matriz a ser utilizada, podendo provocar a diminui¢cao ou
ampliacdo na resposta dos compostos em analise. Para esta analise, oito fontes
distintas de plasma foram utilizadas, sendo quatro fontes de plasma normal, duas
fontes de plasma coletado de animal em jejum e duas fontes hemolisadas.

Para cada amostra analisada foi obtido um fator de matriz normalizado (FMN),

conforme a férmula a seguir:

FMN = razéo da area do analito/ area do padréo interno (matriz)

razdo da area do analito/area do padrédo interno (solugéo)

Para que o teste de efeito matriz fosse aceito foi necesséario que o coeficiente
de variagdo dos FMNs fosse superior a 15 %.

3.8.5 Seletividade (TSE)

No TSE foram analisadas seis fontes distintas, quatro amostras normais, uma
amostra lipémica, uma amostra hemolisada e uma amostra LIQ, para avaliar o tempo
de retencéo do analito e do padréo interno no teste. O teste comparou o LIQ com os
brancos das fontes distintas e sua aprovacdo é confirmada com os picos dos
interferentes préximos ao tempo de retengdo dos analitos, sendo inferiores a 20 % da

area do LIQ e inferiores a 5 % para a area do padréo interno.

3.8.6 Efeito residual (TER)

Nesse teste foram realizadas injecbes de uma amostra de plasma branco antes
e depois da injecdo de amostras do limite inferior e superior de quantificagdo, em

plasma. Caso houvesse 0 aparecimento de picos perto do tempo de retencdo dos
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compostos em andlise os resultados obtidos deveriam ser inferiores a 20 % da
resposta do LIQ e a 5 % da resposta do padréo interno.

3.9 PERFIL FARMACOCINETICO

Os parametros farmacocinéticos das amostras dos animais dos grupos MEFAS
e AS+MQ foram calculados através do software Phoenix WinNolin versdo 6.3

(Pharmasight®, USA) e baseado na analise ndo-compartimental.

Os parametros farmacocinéticos determinados foram:

(i) Cmax. (concentragdo maxima) e Tmax. (tempo em que ocorre 0 Cmax.) — S80
calculados pela andlise da curva de concentracao do analito versus tempo;

(i) ASCo-t (&rea sob a curva de zero até a ultima concentracéo quantificavel —
calculada pelo método dos trapezdides;

(iii) ASCo-- (area sob a curva do tempo zero ao tempo infinito) — calculada a
partir de ASCo-- = ASCo-t + Ct/Ke;

(iv) Ct (ultima concentracdo determinada experimentalmente);

(v) Ke (constante de eliminag&o) — calculada através da regresséo linear das
trés Ultimas concentracbes mensuraveis da curva;

(vi) T12g (tempo de meia vida de eliminagéo) — T1/2g = 0,63/ Ke.

3.10 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

Toda a estatistica descritiva do projeto foi calculada através do software
Phoenix WinNolin versdo 6.3 (Pharmasight®, USA). Em relacédo a andlise de pontos
discrepantes entre os animais envolvidos no estudo, foram utilizados os testes de

Dixon, de Grubbs e Chauvenet.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doencas negligenciadas acometem mais de um bilhdo de pessoas, ou seja,
um sexto da populacdo mundial (BRASIL, 2010). Atrelado a isso, observa-se que a
tecnologia empregada no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
tais enfermidades ndo sdo prioridade para as industrias farmacéuticas, pois a
populacdo acometida geralmente € de baixa renda e esses tratamentos ndo possuem
perspectiva de retorno lucrativo (BRASIL, 2010).

Devido a esse entrave, em 2006 foi lancado no Brasil o Programa de Pesquisa
e Desenvolvimento em Doencas Negligenciadas. Tal programa é do Ministério da
Saude, através da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), e conta com a parceria
do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), tendo como principal finalidade a
execucao de pesquisas financiadas para o combate a essas doencas e melhoria das
condicBes de vida da populacédo (BRASIL, 2010).

A Politica Nacional de Medicamentos do Ministério da Saude, estritamente
alinhada com os preceitos do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitéria, dispde de
acOes a fim de promover melhores condicbes de saude para populagdo, prezando
acima de tudo pela qualidade, seguranca e efichcia do medicamento, além de
promover o uso racional e acesso de todos aos farmacos considerados essenciais
(BRASIL, 2001).

Associado ao fato de que a malaria € um grande problema de saude publica,
se fez indispensavel que o MEFAS, por ser um farmaco promissor e ainda em
aprimoramento, fosse submetido a testes de modelo animal que pudessem conferir
um melhor entendimento do panorama farmacocinético inicial em mamiferos. Tal fato
assegura que o novo candidato a farmaco nao falhe na fase de testes clinicos.

Além disso, o desenvolvimento e aplicacdo do método bioanalitico se faz
fundamental para que no futuro, testes de biodisponibilidade e bioequivaléncia em
humanos sejam realizados, atrelado ao monitoramento de adesdo e eficacia do
tratamento para o posterior registro do medicamento.

Um dos principais objetivos deste projeto consistia em desenvolver uma
metodologia bioanalitica que fosse capaz de identificar e quantificar os analitos
presentes no sal MEFAS, utilizando um dnico método de extragcdo e andlise

cromatografica.
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4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO

O método de CLAE-EM/EM tem como grande vantagem ser bastante seletivo,
sensivel e especifico na identificacdo de substancias pela relacdo massa/ carga (m/z).
Para que isso ocorra, a deteccao dos ions € realizada pelo monitoramento de reacdo
multipla (MRM), que monitora a transicdo dos ions através do modo de eletrospray
positivo (ESI*) (CIOLA, 2006).

Li e colaboradores (2015) e Geditz e colaboradores (2014) conseguiram
monitorar as transicdes de artesunato e dihidroartemisinina através dos ions m/z
407,2 > 261,10 e m/z 307,2 > 163,0 m/z, respectivamente. Hodel e colaboradores
(2009) monitoraram as transi¢cdes m/z 221,0 > 163,0 tanto para o artesunato quanto
para a dihidroartemisinina.

No entanto, o método proposto neste projeto seguiu os parametros de
transicao iguais aos de Makula e colaboradores (2015) e de Nogueira (2013), no qual
a deteccao dos ions de artesunato e dihidroartemisinina estdo na faixa de transicao
de m/z 402,30 > 267,03 para o artesunato e de m/z 302,20 > 163,0 para a
dihidroartemisina.

Para que fossem monitorados o0s ions mais abundantes e estaveis do
artesunato e da dihidroartemisinina foi imprescindivel a presenca de amdnia, quer seja
nas amostras quer seja na fase mével. Ambos analitos fazem aduto de amonio
([M+NHA4]*), sendo assim 384 g/ mol sdo provenientes da massa molar do artesunato
e 18 g/ mol provenientes do ion amonio presentes na amostra preparada, de acordo
com a figura 9. Na dihidroartemisinina, 284 g/ mol sdo provenientes de sua massa
molar e os 18 g/mol provenientes do ion aménio, conforme mostrado a figura 10
(MAKULA et al., 2015; LI et al., 2015; GEDITZ et al., 2014; NOGUEIRA, 2013).



Figura 9 - Espectro da transicdo de ions do artesunato em m/z 402,0 > 267,0
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Figura 10 - Espectro da transicao de ions da dihidroartemisinina em m/z 302,2 > 163,2
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A formacao de adutos, incluindo os de amonio depende da afinidade ibnica e
da estrutura molecular do composto, bem como das condi¢des utilizadas como
solventes e pH (MAKULA et al., 2015). A Mefloquina ndo precisou se combinar com a
amonia, seu ion mais estavel e abundante foi na faixa de transicdo de m/z 379,32 >

321,00, mostrado na figura 11.

Figura 11 - Espectro da transicao de ions da mefloquina em m/z 379,0 > 321,2
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ApOs estabelecida a transicao idnica que seria trabalhada, o desenvolvimento
de um método cromatografico e de extracdo foram essenciais na criagdo de um
método eficiente e inédito para o projeto.

As condicbes cromatograficas, como tipo de coluna analitica e o tipo de fase
movel foram cruciais para se obter uma excelente resolucdo, sensibilidade e curto
tempo de corrida.

A fim de se ter melhor simetria e forma de pico, melhor separacao dos analitos
de possiveis interferentes que aparecem juntos na cromatografia, de uma melhor
sensibilidade e sinal foram testadas as seguintes colunas cromatograficas:
OMNISPHER (C18 5um 150 x 4,6 mm), ACE (C8 150 x 4,6 mm), (C8 100 x 3,0 mm)
e (C8 100 x 4,6 mm), Sunfire (C18 50 X 4,6 mm), Pursuit (C18 150 x 3,0 mm) e
GEMINI-NX® (5um C18 100 X 4,6 mm).
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As colunas testadas possuiam em seu empacotamento particulas esféricas, o
que confere maior uniformidade na distribuicdo das particulas e consequentemente
maior eficiéncia em seus resultados, pois permite maior acessibilidade do analito aos
sitios ativos da coluna. Além disso, colunas com tamanho de particulas menores,
normalmente possuem particulas de poro menores o que se torna bastante positivo
uma vez que diminui o alargamento dos picos e aumenta a eficiéncia das respostas
(CIOLA, 2006).

As colunas OMNISPHER e Pursuit embora tenham apresentado uma simetria
e forma de pico satisfatorias para o artesunato e para a dihidroartemisinina, mostraram
sinais de intensidade muito baixas para os trés analitos, além da mefloquina ter
apresentado pico bipartido e uma cauda em seu final. A formacdo de cauda para a
mefloquina no caso dessas colunas pode ser devido a presenca de muitos sitios ativos
nas colunas o que fez com que a molécula ficasse retida por mais tempo (CIOLA,
2006).

A coluna Sunfire foi a que obteve a pior resposta dentre as colunas testadas.
Além de a dihidroartemisinina ndo ter obtido resposta, o artesunato apresentou um
sinal muito baixo e a mefloquina apresentou um interferente bem proximo ao seu pico,
como mostrado na figura 12. Com isso, a mesma também foi descartada do

desenvolvimento do método.

Figura 12 - Cromatograma de ions totais de uma amostra LIQ na coluna
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Entre os trés tipos de coluna da marca ACE a que melhor se enquadrou no
desenvolvimento do método foi a coluna de menor comprimento e didmetro (100 x 3,0
mm), ela conseguiu melhorar a forma do pico da mefloquina e apresentar sinais altos

para o artesunato e a dihidroartemisinina (figura 13).

Figura 13 - Cromatograma de ions totais de uma amostra LIQ na coluna
ACE (100 x 3,0 mm)
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No entanto, a coluna escolhida para a andlise das amostras foi a GEMINI, a
mesma utilizada por Mannemala e colaboradores (2015) em seu estudo de
desenvolvimento e validag&do bioanalitica para cinco antimaléricos. A coluna GEMINI
apresentou 6timos picos para os trés analitos, com excelente simetria e formato, além
de apresentar respostas com sinais satisfatorios até para os Limites de Quantificacéo
Iniciais (LIQs) e com um tempo de corrida analitica de 4 minutos, como mostrado na
figura 14. A excelente resposta obtida nessa coluna pode ser atribuida pela sua
eficiéncia devido ao niumero de pratos tedricos da fase estacionaria (expresso pelo

equilibrio dos solutos com a fase estacionaria e a fase movel) (CIOLA, 2006).



Figura 14 - Cromatograma de ions totais de uma amostra LIQ na coluna
GEMINI (100 x 4,6 mm)

1950

0s

Intensidade, Cps

——

Dihidroartemisinina

16802 214

Mefloguina

Mefloguina

v ==

Tempo, min

s

61

Em relacdo a fase movel a ser utilizada, foram testados inUmeros tipos de

composicado das fases A e B. Em relacao a fase A (fase aquosa), alguns aditivos como

acido férmico, acido acético e acetato de amoénio foram testados. Ja para fase B (fase

organica) a proporc¢ao dos solventes acetonitrila e metanol foram avaliados. Conforme

o cromatograma da figura 15 pode-se observar que a acetonitrila em propor¢cdes

maiores que 0 metanol suprimia 0s sinais tanto do artesunato quanto da

dihidroartemisinina, e que dessa forma, era necessario o0 aumento da proporcao de

metanol na fase organica.
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Figura 15 - Cromatograma de ions totais de uma amostra LIQ em
uma fase mével de 80% de acetonitrila e 20% de metanol
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Por fim, os melhores resultados alcancados em termos de sinal, simetria e
forma dos picos e curto tempo de retencao foi a seguinte composicdo de fase mével:
Fase A — H20 + &cido férmico 0,2 % e Fase B — ACN/ MeOH (80:20) (30:70 — v/v), no
modo isocratico.

Em termos de eluicdo o que se pode observar foi que a mefloquina por ser uma
molécula de carater mais polar que o artesunato e a dihidroartemisinina teve maior
interacao com a fase mével (predominantemente polar) em relacdo a fase estacionaria
(coluna predominantemente apolar), o que explica seu tempo de retencéo ter sido em
0,92 minutos. Os outros dois compostos por terem um carater um pouco mais apolar
interagiram mais com a coluna analitica, o que explica os tempos de retencdo mais
tardios.

Uma vez que as condi¢cdes cromatograficas foram concluidas, foi-se otimizando
0 processo de extracdo de amostras. Muitos dos trabalhos como os de Makula e
colaboradores (2015), Geditz e colaboradores (2014), Lai e colaboradores (2007) e
Naik e colaboradores (2005) utilizaram como método a extracao por fase solida.

No entanto, mesmo esta técnica sendo a mais popular, tendo 6timos resultados
quanto a recuperacao dos analitos e apresentando extratos mais limpos, existe uma

certa inviabilidade para a dinamica desse projeto, pois além do alto custo dos
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cartuchos utilizados no processo de fase solida, seria necessario um volume maior de
plasma de animal, pois h4 sempre uma perda de material por ficar retida no cartucho.

Por essa razdo, os métodos testados foram o de precipitacdo de proteinas e o
de extracdo liquido-liquido. Com relacdo ao método de precipitacdo de proteinas
foram testados como solventes de extracdo metanol e acetonitrila em variadas
proporc¢des, porém a mefloquina ndo apresentou uma boa recuperacgéo, obtendo um
sinal cromatografico muito baixo. Essa intercorréncia pode ser devido a mefloquina
estar ligada cerca de 98 % das proteinas plasmaticas, o que torna dificil a inibicdo da
ligag&o farmaco-proteina em alguns casos (MAGALHAES et al., 2008).

Além disso, a escolha do método de precipitacdo por proteinas foi descartada
por apresentar uma supressdo dos ions maior do que 0s outros dois métodos de
extracdo, pois apresentam extratos impuros devido a falha nas remocées de alguns
compostos presentes no plasma, como: lipideos, fosfolipideos e acidos graxos
conforme relatos na literatura, conforme mostrado na figura 16 (MAKULA et al., 2015).

Figura 16 - Cromatograma de uma amostra LIQ em acetonitrila
como solvente de extragéo
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A extracdo liquido-liquido foi a melhor opcao para otimiza¢do do processo de
extracdo das amostras, uma vez que € um método pelo qual o laboratério possui
expertise, considerado simples, menos custoso e ndo demorado.

Foram testados alguns solventes de extracao indicados na literatura, um deles
foi 0o acetato de etila também utilizado por Li e colaboradores (2015) e Yadav e
colaboradores (2015). O acetato de etila mostrou-se ser um bom solvente de extracao,
tendo recuperacdes boas para o artesunato e mefloquina, porém observou-se que 0
cromatograma do DHA apresentou bastantes interferentes em sua linha de base e
muito préximos ao pico do analito, o que poderia dificultar a quantificacdo do mesmo,

conforme observado na figura 17.

Figura 17 - Cromatograma de ions totais de uma amostra LIQ em
acetato de etila como solvente de extragédo
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Outra combinagéo de solventes testado por Yadav e colaboradores (2015) foi
o acetato de etila/ hexano (80:20 — v/v), onde a recuperacdo também foi bastante
satisfatoria, porém continuou apresentando muitos interferentes agarrados ao pico do
DHA.

Em alguns trabalhos como os de Magalhdes e colaboradores (2008) e o de

Xing e colaboradores (2007) foram utilizados alguns tipos de éter como o dietil-éter e
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o dihexil-éter, respectivamente, para os trés analitos do estudo. Diante disso, e pela
disponibilidade imediata de terc-butil-metil éter (TBME), algumas amostras foram
extraidas com esse solvente em combinacdo com o0 acetato de etila de etila. A
combinacdo de TBME/ acetato de etila (70:30 — v/v) foi a melhor escolha dentre as
testadas, pois além de apresentar a melhor recuperacdo e resposta para os trés
analitos, as linhas de base ficaram mais limpas e conseguiu separar os interferentes
gue estavam proximos ao pico do DHA, podendo ser quantificado sem nenhum
problema.

O método cromatografico também desenvolvido permitiu que 0s
cromatogramas de todos os analitos apresentassem boa resolugéo e separacdo dos
picos em um tempo total de corrida de 4 minutos. As figuras abaixo sdo exemplos de
uma amostra de BPN e LIQ extraidas em plasma do animal, evidenciando a boa

resposta do método (figuras 18 e 19)

Figura 18 - Cromatograma de ions totais da amostra de BPN
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Figura 19 - Cromatograma de ions totais da amostra de LIQ
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Outro fator importante a ser levado em considera¢do no desenvolvimento do
método bioanalitico foi a escolha do padrdo interno. O padrdo interno tem como
objetivo corrigir possiveis erros ocorridos durante o processo de extracdo da amostra.
Sua escolha bem sucedida é de extrema relevancia no alcance de uma boa
recuperacédo dos analitos, reduzindo os problemas de efeito matriz e garantindo bons
resultados as analises.

A carbamazepina foi escolhida como o padrao interno do estudo, pois além de
ser uma substancia de facil acesso no laboratério, sua estrutura molecular permite ser
extraida por inUmeros métodos de extracdo. A estrutura da carbamazepina pode ser

observada na figura 20.
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Figura 20 - Estrutura molecular da
Carbamazepina

HzN/& 0

Fonte: (Drugbank.com)

4.2 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

A validag&o do método bioanalitico deve ser sempre executada anteriormente
a um estudo de farmacocinética, pois ndo s6 garante a confiabilidade dos resultados
a serem analisados, como também garante que o método esta de acordo com as
exigéncias analiticas parametrizadas pela legislacdo vigente. Todo o processo de
validacédo obedeceu as diretrizes da RDC 27 de 2012/ANVISA que trata da validacéo
de métodos bioanaliticos, sendo todos o0s ensaios realizados com os critérios legais e

de qualidade.

4.2.1 Teste de Quantificacao Inicial (TQI)

As curvas de calibracéo para os trés compostos no teste de quantificacao inicial
ndo apresentaram nenhum nivel de calibragdo fora da curva, tendo coeficiente
satisfatério com regresséo linear ponderada (1/x?), sendo assim aprovadas dentro dos
critérios de avaliagéo (figuras 21, 22 e 23). Em relag&o aos controles de qualidade de
baixa e alta concentracdo (CQB e CQA) foram aprovados dentro da faixa de aceitacao
de 85 a 115 % de exatidao (tabelas 14, 15 e 16).



Figura 21 - Curva de calibragdo do TQl para o artesunato
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Figura 22 - Curva de calibracdo do TQl para a dihidroartemisinina
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Figura 23 - Curva de calibragdo do TQl para a mefloquina
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Tabela 14 - Resultados dos CQBs e CQAs do TQI para o artesunato

TQI - Artesunato

CQs Média da
(amostras Conc. nominal Concentracdo CV Exatidao EPR
do TQI) (ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL)n=8
cQB 5,00 5,66 753 11329 13,29
CQA 400,00 416,13 8,35 104,03 4,03

Tabela 15 - Resultados dos CQBs e CQAs do TQI para a dihidroartemisinina

TQI - Dihidroartemisinina

CQs Média da
(amostras Conc. nominal Concentragdo CV  Exatidao EPR
do TQI) (ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/mL)n=8
CQB 25,00 26,86 1461 107,42 742
CQA 500,00 503,77 8,13 100,75 075

Tabela 16 - Resultados dos CQBs e CQAs do TQI para a mefloquina

TQI - Mefloquina

CQs _ Média da~ o
(amostras Conc. nominal Conce_ntragao CV  Exatidao EPR
do TQI) (ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL) n=8

CQB 25,00 28,31 6,41 113,26 13,26

CQA 800,00 746,48 6,57 93,31 -6,69
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4.2.2 Teste de Estabilidade de curta duracdo em plasma (TEBCA)

As curvas de calibracdo dos trés compostos no teste de estabilidade de curta
duragdo em plasma ndo apresentaram nenhum nivel de calibracdo fora da curva e
tendo um coeficiente satisfatério, sendo assim aprovada dentro dos critérios de
avaliacao (figuras 24, 25 e 26).

Em relacédo aos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo (CQB e
CQA), todos os oito controles de cada nivel foram aprovados dentro da faixa de
aceitacédo de 85 a 115 % de exatidao (tabelas 17, 18 e 19).



Figura 24 - Curva de calibracdo do TEBCA para o0 artesunato
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Figura 25 - Curva de calibracdo do TEBCA para a dihidroartemisinina
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Tabela 17 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCA para o artesunato

conc. Média da~ .
COs Syt Conce_ntragao cVv Exatidao EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ ML) n=8
CQB
Amostras apés 5,00 4,53 7,27 90,65 -9,35
04:22 horas
CQA
Amostras apés 400,00 398,67 2,74 99,67 -0,33
04:22 horas

Tabela 18 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCA para a dihidroartemisinina

Conc. Média da~ o
CQs nominal Conce_ntra(;ao Cv Exatidao EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL) n=8
CQB
Amostras apo6s 25,00 21,83 8,29 87,32 -12,68
04:22 horas
CQA
Amostras apés 500,00 486,76 3,02 97,35 -2,65
04:22 horas

Tabela 19 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCA para a mefloquina

conc. Média da~ o
COs - Conce_ntragao cVv Exatidao EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ ML) n=8

CQB

Amostras apos 25,00 26,37 9,15 105,47 5,47

04:22 horas

CQA

Amostras apés 800,00 800,65 3,64 100,08 0,08

04:22 horas
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4.2.3 Teste de estabilidade pds-processamento (TEBPP)

As curvas de calibracdo dos trés analitos para o teste de estabilidade de pos-
processamento ndo apresentaram nenhum nivel de calibracdo fora da curva, e tendo
um coeficiente satisfatério, sendo assim aprovada dentro dos critérios de avaliacdo
(figuras 27, 28 e 29).

Em relacédo aos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo (CQB e
CQA), todos os oito controles de cada nivel foram aprovados dentro da faixa de
aceitacédo de 85 a 115 % de exatidao (tabelas 20, 21 e 22).



Figura 27 - Curva de calibracdo do TEBPP para o artesunato

Area do analitof

0.18

0.16

0.14

0.12

Areado Pl

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

y = 0,736x + 8,20e.5
(r= 0,9986)

*%00

0.08 0.10 0.15 0.20
Conc. Analite/ Conc. Pl

0.25

Figura 28 - Curva de calibracdo do TEBPP para a dihidroartemisinina
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Figura 29 - Curva de calibracdo do TEBPP para a mefloquina
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Tabela 20 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBPP para o artesunato

Conc. Média da~ o
COs nominal Conce_ntra(;ao CV (%) Exac’fldao EIODR
(ng/ mL) experlmenfal (%) (%)
(ng/ mL) n=8
CQOB
Amostras apés 5,00 4,94 2,72 98,79 -1,21
66:35 horas
CQA
Amostras apés 400,00 408,88 1,06 102,22 2,22
66:35 horas

Tabela 21 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBPP para a dihidroartemisinina

Conc. Média daN -
CQs nominal Conce_ntragao cVv Exatidao EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL) n=8
CQB
Amostras apo6s 25,00 23,38 8,43 93,51 -6,49
66:35 horas
CQA
Amostras apo6s 500,00 513,44 2,01 102,69 2,69
66:35 horas

Tabela 22 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBPP para a mefloquina

Conc Média da
CQs nomin;al Concentracéo CcVv Exatidéo EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
9 (ng/ mL)n=8
CcQB
Amostras apés 25,00 23,79 8,29 95,16 -4,84
66:35 horas
CQA
Amostras apés 800,00 881,04 2,30 110,13 10,13

66:35 horas
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4.2.4. Teste de Estabilidade de Congelamento e Descongelamento (TEBCD)

As curvas de calibracdo dos trés compostos no teste de estabilidade de
congelamento e descongelamento ndo apresentaram nenhum nivel de calibracao fora
da curva e tendo um coeficiente satisfatério, sendo assim aprovada dentro dos
critérios de avaliacédo (figuras 30, 31 e 32).

Em relacédo aos controles de qualidade de baixa e alta concentracdo (CQB e
CQA), todos os oito controles de cada nivel foram aprovados dentro da faixa de
aceitacédo de 85 a 115 % de exatidao (tabelas 23, 24 e 25).



Figura 30 - Curva de calibracdo do TEBCD para o artesunato
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Figura 31 - Curva de calibracdo do TEBCD para a

dihidroartemisinina
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Figura 32 - Curva de calibracdo do TEBCD para a mefloquina
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Tabela 23 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCD para o artesunato

Conc. Média da~ o
COs Syt Conce_ntragao cVv Exatidao EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ ML) n=8
CQB
Amostras apoés 5,00 5,06 3,72 101,28 1,28
03 ciclos CD
CQA
Amostras apés 400,00 401,28 1,46 100,32 0,32
03 ciclos CD

Tabela 24 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCD para a dihidroartemisinina

conc Média da _
COs nominél Conce_ntra(;ao Cv Exatidéo EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL) n=8
CQB
Amostras apoés 25,00 23,40 7,44 93,60 -6,40
03 ciclos CD
CQA
Amostras apés 500,00 498,16 1,76 99,63 -0,37
03 ciclos CD

Tabela 25 - Resultados de CQBs e CQAs do TEBCD para a mefloquina

Conc Média da~ o
COs nominél Conce_ntragao cVv Exatidéo EPR
(ng/ mL) experimental (%) (%) (%)
(ng/ mL) n=8

CQB

Amostras apés 25,00 23,79 4,88 95,16 -4,84

03 ciclos CD

CQA

Amostras apés 800,00 848,63 5,19 106,08 6,08

03 ciclos CD
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O conjunto de testes realizados na avaliacdo da estabilidade em matriz
biolégica garantiu que as amostras de plasma permaneceram integras mesmo
passando por periodos de congelamento/ descongelamento e por um periodo longo
na bancada antes de serem processadas e analisadas. Isso pdode endossar a
estabilidade das amostras durante a coleta sanguinea dos animais e seu

armazenamento.

4.2.5 Teste de estabilidade de Curta duracdo das Solucdes de trabalho (TEBSCA)

Os resultados obtidos para o teste de estabilidade das solu¢des apés 30 horas
e 30 minutos na bancada séo apresentados nas tabelas 26, 27 e 28, constatando que
as solucdes sao estaveis através do desvio inferior a 10% em relacdo a média das

concentracdes obtidas para o valor nominal.

Tabela 26 - Resultados do TEBSCA para o artesunato
Valores de area do Analito e do Padrao Interno -

Teste de estabilidade

- Artesunato
das solugdes de _
trabalho sob condicdes Solugdes de trabalho Solugdes apos EPR
de anélise recém-preparadas 30h:30min (%)
(TSRP) (TEBSCA)
Cddigo das amostras Média CV (%) Média (CO/Z;
STBO1 11031,08 6,83 11807,53 7,51 7,04
SME 1849974,63 2,30 1837913,53 4,75 -0,65
STB-IS 8575403,44 2,57 8361564,92 3,22 -2,49

SME-IS 410777223,52 1,58 40731371,72 3,01 -0,84




Tabela 27 - Resultados do TEBSCA para a dihidroartemisinina
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Teste de Valores de area do Analito e do Padr&o Interno -
estabilidade Dihidroartemisinina
das solucdes
de trabalho Solugdes de trabalho Solugdes apds 30h:30min EPR
sob condicdes  receém-preparadas (TSRP) (TEBSCA) (%)
de andlise
Cloelig® ok Média CV (%) Média CV (%)
amostras
STBO1 2806,28 12,40 2915,65 6,37 3,90
SME 155983,27 4,59 151138,27 5,46 -3,11
STB-IS 8575403,44 2,57 8361564,92 3,22 -2,49
SME-IS 41077223,52 1,58 40731371,72 3,01 -0,84
Tabela 28 - Resultados do TEBSCA para a mefloguina
Teste de Valores de area do Analito e do Padr&o Interno -
estabilidade Mefloquina
das solucdes
de trabalho Solugdes de trabalho Solugdes apds 30h:30min EPR
sob condicdes  yecem-preparadas (TSRP) (TEBSCA) (%)
de andlise
Cddigo das Ly 0 L 0
amostras Média CV (%) Média CV (%)
STBO1 2119,94 9,40 2069,20 5,59 -2,39
SME 168248,49 3,68 170316,75 4,78 1,23
STB-IS 8575403,44 2,57 8361564,92 3,22 -2,49
SME-IS 41077223,52 1,58 40731371,72 3,01 -0,84
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4.2.6 Teste de Estabilidade de Longa Duracédo das Solucdes de trabalho (TEBSTA)

Os resultados obtidos para o teste de estabilidade das solu¢cdes armazenadas
no ultrafreezer de -70 °C ap6s 375 horas e 30 minutos sdo apresentados nas tabelas
29, 30 e 31, constatados que as solucdes sdo estaveis através do desvio inferior a

10% em relacdo a média das concentracdes obtidas para o valor nominal.

Tabela 29 - Resultados do TEBSTA para o0 artesunato

Teste de
estabilidade
das solugdes

Valores de area do Analito e do Padrao Interno -
Artesunato

de trabalho Solugdes de trabalho S%I;Jsghﬁgg apos SEE
sob condi¢des  receém-preparadas (TSRP -oomin %
s ervlee preparadas (TSRP) (TEBSTA) -
coelgs oes Média CV (%) Média CV (%)
amostras
STBO1 6180,02 7,55 6099,38 512 -1,30
SME 5230611,04 3,60 4931741,92 1,82 -5,71
STB-IS 6840407,32 3,56 6601209,04 3,66 -3,50
SME-IS 34853213,30 2,58 34275401,04 1,32 -1,66
Tabela 30 - Resultados do TEBSTA para a dihidroartemisinina
Teste de Valores de area do Analito e do Padr&o Interno -
estabilidade Dihidroartemisinina
das solugdes = -
de trabalho Solucdes de trabalho S%';’fhogf) apos EPR
sob condicdes  yecém-preparadas (TSRP -oomin %
de andlise PIEErEEs (SRR (TEBSTA) %)
coelgs o Média CV (%) Média CV (%)
amostras
STBO1 2303,84 7,68 2483,84 9,61 7,81
SME 695589,09 4,45 652638,17 2,63 -6,17
STB-IS 6840407,32 3,56 6601209,04 3,66 -3,50
SME-IS 34853213,30 2,58 34275401,04 1,32 -1,66




82

Tabela 31 - Resultados do TEBSTA para a mefloquina

Teste de Valores de area do Analito e do Padr&o Interno -
das solugdes ~ -
de trabalho Solucdes de trabalho Sgl;;sghogg apos EPR
sob condicdes  yecém-preparadas (TSRP -2 min %
de andlise A (TEBSTA) *%)
Cloelig® ok Média CV (%) Média CV (%)
amostras
STBO1 1912,05 8,65 1903,91 8,39 -0,43
SME 855705,40 5,86 794118,64 1,57 -7,20
STB-IS 6840407,32 3,56 6601209,04 3,66 -3,50
SME-IS 34853213,30 2,58 34275401,04 1,32 -1,66

Com relagéo aos testes de estabilidade das solucdes de trabalho, o teste de
curta duragdo teve como objetivo mostrar que as solu¢cdes de trabalho eram estaveis
e que nao havia nenhum tipo de degradacédo dos analitos, caso as mesmas fossem
deixadas em temperatura ambiente. Vale também ressaltar a importancia do ensaio
de longa duracdo, no qual assegurou a integridade do conjunto de solucoes,
garantindo que as andlises das amostras pudessem ser realizadas durante 16 dias.

4.2.7 Teste de Preciséo e Exatidao (TPE)

Foram realizados em trés dias o teste de precisdo e exatiddo. Em todos os
testes as curvas de calibracdo foram preparadas em duplicata, ndo se perdendo
nenhum nivel de calibracdo para os trés analitos, estando dentro dos critérios de
aceitagao.

Em todos os dias de TPE, os controles de qualidade LIQs, CQBs, CQMs, CQAs
e CQDs apresentaram precisdo satisfatoria, obtendo-se um CV dentro da faixa de 20
% para o LIQ e para os demais dentro de 15 %.

O método também foi considerado exato, pois os desvios (D%) dos controles
de qualidade também foram inferiores a 15 % em relacdo ao valor nominal de cada
concentracéo, exceto para o LIQ em que o desvio aceito foi de 20 %.

As médias de todos os controles de qualidade para os trés dias de ensaio estéo

apresentadas nas tabelas 32, 33 e 34.



Tabela 32 - Resultados do TPE para o artesunato
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Concentragcdo média dos Controles de Qualidade (ng/mL)

ARS Artesunato

LIQ CQB CQM CQA CQD
TPE 1 2,68 5,39 204,26 455,53 457,43
TPE 2 2,52 5,03 199,34 388,04 385,20
TPE 3 2,29 4,88 198,01 373,28 377,15
Média 2,50 5,10 200,54 405,62 406,59
Preciséo (%) 7,85 5,14 1,64 10,81 10,87
Exatidao (%) 99,87 102,00 100,27 101,40 101,65

Desvio (%) -0,13 2,00 0,27 1,40 1,65

Tabela 33 - Resultados do TPE para a dihidroartemisinina

Concentracdo média dos Controles de Qualidade (ng/mL)

DHA Dihidroartemisinina

LIQ CQB CQM CQA CQD
TPE 1 10,36 27,47 254,77 563,24 570,86
TPE 2 9,39 21,98 235,48 488,65 475,75
TPE 3 10,02 23,61 271,10 557,73 573,31
Média 9,92 24,35 253,78 536,24 540,11
Preciséo (%) 4,96 11,58 7,03 7,75 10,32
Exatidao (%) 99,23 97,41 101,51 107,31 108,02

Desvio (%) -0,77 -2,59 1,51 9,14 8,02

Tabela 34 - Resultados do TPE para a mefloguina

Concentracdo média dos Controles de Qualidade (ng/mL)

MFQ Mefloquina
LIQ CcQB CQM CQA CcQD

TPE 1 10,70 25,54 452,12 841,25 707,98

TPE 2 10,70 23,61 414,40 880,91 796,71

TPE 3 11,07 27,11 400,59 779,59 811,18

Média 10,82 25,42 422,37 833,92 771,96
Preciséo (%) 1,97 6,90 6,32 6,12 7,24
Exatid&o (%) 108,23 101,68 105,59 104,24 96,49

Desvio (%) 8,23 1,68 5,59 4,24 -3,51
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4.2.8 Teste de Efeito Residual (TER)

No teste de efeito residual as amostras foram injetadas na ordem BPN, LIQ,
LSQ, e duas amostras finais de BPN.

Apoés observar os cromatogramas de ions totais (intensidade versus tempo)
pode-se assegurar que o sistema de lavagem foi eficaz, ndo havendo contaminacéo
para as amostras seguintes, o chamado carry over, conforme apresentado nas figuras
33, 34 e 35.



Figura 33 - Cromatogramas de ions totais do TER para o artesunato
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Figura 34 - Cromatogramas de ions totais do TER para a dihidroartemisinina
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Figura 35 - Cromatogramas de ions totais do TER para a mefloquina
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4.2.9 Teste de Seletividade (TSE)

Para os trés analitos, o teste de seletividade ndo apresentou contaminacao ou
interferéncias em nenhuma das amostras brancas (BPN) para os plasmas normais,
lipémico e hemolisado. Também foi possivel quantificar o LIQ no plasma do tipo

normal, conforme apresentado nas figuras 36, 37 e 38.
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Fiaura 36 - Cromatoaramas de ions totais do TSE para o artesunato
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Figura 37 - Cromatogramas de ions totais do TSE para a dihidroartemisinina
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Figura 38 - Cromatogramas de ions totais do TSE para a mefloquina
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4.2.10 Teste de Efeito Matriz (TEM)

O teste de efeito matriz foi realizado a partir das amostras de CQBs e CQAs
extraidas em plasma e em solucdo, comprovando que a matriz (plasma) escolhida
para o estudo nao interfere na recuperacao dos trés analitos. Tal resultado é ratificado
pelo coeficiente de variagcdo dos valores de fator de matriz normalizado (FMN) ser
abaixo de 15% (tabelas 35, 36 e 37).

Tabela 35 - Resultado do Fator de Matriz Normalizado do TEM para o artesunato
TEM - Artesunato

Controles de Concentragéo L CV (%)
Qualidade nominal (ng/ mL) dcalia At FMN
CcQB 5,00
CQA 400,00 0,80 9,77

Tabela 36 - Resultado do Fator de Matriz Normalizado do TEM para a dihidroartemisinina
TEM - Dihidroartemisinina

Controles de Concentragéo Lo CV (%)
Qualidade nominal (ng/ mL) HEal = FMN
CQB 25,00
CQA 500,00 1,11 8,45

Tabela 37 - Resultado do Fator de Matriz Normalizado do TEM para a mefloquina
TEM - Mefloquina

Controles de Concentragéo o CV (%)
Qualidade nominal (ng/ mL) MR AN FMN
CQB 25,00
COA 800.00 0,90 14,62

Com o término da validacdo, pode-se constatar que toda a metodologia
desenvolvida foi robusta, estando em conformidade com os critérios legais
estabelecidos pela ANVISA. Portanto, o estudo esta adequado aos parametros de

carater oficial de controle de qualidade ou de um futuro registro.
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL DO ESTUDO

Para a definicdo dos tempos de coleta foi realizado um primeiro estudo piloto
com dois animais, que receberam uma dose de 10 mg/ mL de MEFAS. Os tempos de
coleta para esse primeiro ensaio foram: 0 (pré-dose), 5 min, 10 min, 15 min, 30 min,
45 min, 60 min, 120 min, 240 min e 360 min.

As médias das concentracfes plasmaticas obtidas estdo apresentadas na
tabela 38.

Tabela 38 - Resultado das concentracfes plasmaticas para o Ensaio Piloto 01
Piloto 01_MEFAS (10 mg/ mL)

Concentracéo Concentracéo Concentracéo
Tempo (min) plasmatica_AS plasmatica_ DHA plasmatica_MQ
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
n=2 n=2 n=2
Pre-dose 0,00 0,00 0,00
5 1,04 0,00 2,52
10 2,52 1,81 2,79
15 5,38 2,12 4,43
30 1,35 2,33 12,22
45 2,61 1,47 20,54
60 0,79 1,25 27,43
120 127,80 49,90 181,11
240 0,32 0,98 70,22
360 0,22 0,87 102,57

As concentracdes tanto do artesunato quanto da dihidroartemisinina
mostraram-se muito baixas, indicado a necessidade de aumento na dose administrada
a obtencao de um perfil farmacocinético mais consistente.

No tempo de 360 minutos, a concentragdo da mefloquina ainda estava alta em
relacdo aos outros pontos de coleta, indicando a necessidade de obtencdo de mais
pontos apos esse periodo.

Tendo em vista os resultados do estudo piloto que indicou a necessidade de
ajustes no desenho proposto, um segundo teste piloto foi conduzido, agora com seis
animais de pesos entre 300 a 350 gramas. Neste ensaio, a dose de MEFAS foi
aumentada para 50 mg/ kg e os tempos de coletas estabelecidos foram ampliados até
48 horas (2880 minutos).
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As médias das concentracdes plasméticas obtidas no Piloto 02 estédo
apresentadas na tabela 39.

Tabela 39 - Resultado das concentra¢6es plasmaticas para o Ensaio Piloto 02
Piloto 02_MEFAS (50 mg/ mL)

Concentracéo Concentracéo Concentracéo
Tempo (min) plasmatica_AS plasmatica_DHA plasmatica_MQ
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
n=6 n=6 n=6
Pre-dose 3,41 4,07 16,65
5 22,56 64,19 85,15
10 23,68 67,52 89,96
15 168,86 237,54 536,31
30 11,11 69,07 87,53
45 114,06 48,53 119,67
60 8,96 30,64 122,48
120 99,49 77,70 494,20
240 10,32 38,57 203,43
360 25,37 26,10 272,77
1440 (24 horas) 0,61 0,00 430,28
2880 (48 horas) 2,93 2,02 736,49

A partir dos resultados obtidos, observou-se que para todos os analitos houve
contamina¢ao no ponto zero, em que se esperava a auséncia de concentracao visto
gue este tempo de coleta foi antes da administracdo do farmaco. Todavia, por mais
gue os pontos de coletas estivessem contaminados, os resultados foram essenciais
para predizer que os tempos de coleta deveriam ser estendidos para mais dias, e que
a dose de 50 mg/ kg foi bastante viavel para construcéo do perfil farmacocinético para
o MEFAS.

Além dos resultados obtidos no Piloto 02, foi realizado um rastreamento do que
poderia estar contaminando as amostras durante o experimento. Materiais como a
tesoura (utilizada na incisdo da cauda do animal), agulha de gavagem, heparina e
pipetas passaram por analise e foram testados no CLAE-EM/EM para identificar algum
nivel de contaminacao. Dentre os utensilios investigados, observou-se que a tesoura
utilizada na coleta continha contaminagdo com os analitos presentes no MEFAS
(figura 39).
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Figura 39 - Cromatograma de ions totais do MEFAS presente na tesoura
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As contaminagdes foram observadas nos seguintes tempos de retengéo: DHA:
1,94 minutos, MQ: 2,06 minutos e AS: 2,69 minutos.

O problema da contaminacdo somente foi resolvido ap6s a criacdo de um
método de lavagem para tesoura que consistia ha limpeza com a fase moével do estudo
por meio de um banho ultrassénico durante 20 minutos.

Com base na literatura e ensaios pilotos anteriores foram definidos pontos de
coleta iguais para o artesunato e dihidroartemisinina, porém os tempos de coleta
foram ampliados até 72 horas para a mefloquina devido a sua longa meia vida de
eliminacdo. Dessa maneira, para conseguir mapear os pontos de coleta, o estudo
piloto foi dividido em dois bracos, onde no primeiro grupo trés ratos foram utilizados
para coleta focando nos pontos do artesunato e da dihidroartemisinina. No segundo
grupo também foram utilizados trés ratos, mas dessa vez os pontos de coleta foram
focados somente para a mefloquina.

Nas tabelas 40 e 41 séo apresentados os resultados do terceiro e ultimo piloto.
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Tabela 40 - Resultado das concentragfes plasmaticas para o Ensaio Piloto 03 para AS e DHA
Piloto 03 MEFAS (50 mg/ kg) AS e DHA

Concentragéo Concentragéo
Tempo (min) plasmatica_ARS plasmética_DHA

(ng/mL) (ng/mL)
n=3 n=3

Pre-dose 0,00 0,00
15 5,67 7,34

30 9,51 12,84

45 6,69 12,09

60 4,26 9,73

90 5,38 9,18

120 4,91 10,16

240 2,08 2,98

360 0,00 1,55

480 0,00 0,00
1440 (24 horas) 0,00 0,00

Tabela 41 - Resultado das concentra¢des plasméticas para o Ensaio Piloto 03 para MQ
Piloto 03 MEFAS (50 mg/ mL) MQ

Tempo (hora) Concentragéo plasmatica_MQ
(ng/mL)
n=3
Pre-dose 0,00
1 37,35
4 152,23
8 150,95
24 271,60
32 279,60
48 287,47
56 156,27
72 116,91

Os resultados obtidos ap0s a realiza¢do do terceiro estudo piloto permitiram o
estabelecimento mais adequado dos pontos de coleta e de desenho a serem
implementados no estudo. Os estudos pilotos permitiram o mapeamento de cada
analito, visto que se evidenciou a existéncia de perfis farmacocinéticos bastante
distintos e a necessidade de mudanga no desenho proposto.

Na coleta para o artesunato e a dihidroartemisinina percebeu-se a necessidade
de incluir pontos com horarios mais proximos no inicio da coleta. Como suas respostas
em relacdo a concentracdo ainda foram baixas, a op¢ao encontrada foi dobrar a

quantidade de administragéo do sal.
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Em relagcdo a mefloquina, pode-se concluir que ainda houve a necessidade de
estender os tempos de coleta, pois no tempo de 72 horas o farmaco ainda se
apresenta em concentracao elevada no organismo do animal.

Sendo assim, apos todas as conclusdes obtidas nos trés estudos pilotos foram
estabelecidos os tempo de coleta da seguinte maneira: 0 (pré-dose); 10; 15; 20; 30;
45; 60; 240; 360; 420 minutos, e a partir do dia seguinte da gavagem, nos tempos de
24; 32; 48; 56; 72; 96 e 168 horas (uma semana pos gavagem).

Uma vantagem do método de coleta e de extracdo do presente estudo em
relacdo aos demais foi a quantidade de plasma animal utilizado (volume de apenas
25 pL por amostra). Esse € um ponto bastante positivo, uma vez que o animal tende
a sofrer uma menor perturbacdo de homeostasia, promovida por hipovolemia,
comprometendo em menor grau sua integridade, o que garante resultados mais
confidveis. Em animais de pequeno porte como roedores, 0 volume maximo a ser
retirado de sangue em um estudo de dose Unica com coleta durante 24 horas é de 20
% em relacdo ao volume de sangue total do animal, considerando um volume médio
de 64 mL/kg para ratos (DIEHL, et al., 2001; STORPIRTIS, et al., 2011). Dessa forma,
as coletas sanguineas dos dez primeiros pontos foram permitidas sem que o animal
sofresse algum tipo de perturbacdo, uma vez que o volume de sangue coletado nas
primeiras 24 horas de experimento foi de aproximadamente 1,20 mL.

4.4 PERFIL FARMACOCINETICO

Os parametros farmacocinéticos de cada animal presente nos grupos controle,
MEFAS AS + MQ foram calculados individualmente, analisados e submetidos aos
testes estatisticos de Dixon, Grubbs e Chauvenet para avaliar a presenca de outliers.
Foram descartados do estudo um animal do grupo AS + MQ para o AS, dois animais
do grupo AS + MQ e um animal do grupo MEFAS para DHA. Nenhum animal foi
desconsiderado para a MQ.

Os resultados apresentados nas figuras 40, 41 e 42 comprovam que o0 AS DHA
e MQ tanto provenientes do grupo MEFAS quanto do tratamento com AS + MQ foram
absorvidos no trato gastrintestinal dos ratos. E como era esperado, 0 grupo controle

gue so6 recebeu o veiculo ndo apresentou nenhum farmaco.



Figura 41 - Curva de concentragao plasmatica média de AS em funcéo do tempo

apo6s administracao oral de veiculo, MEFAS e AS + MQ.
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Figura 40 - Curva de concentracao plasmatica média de DHA em funcéo do tempo

apo6s administracdo oral de veiculo, MEFAS e AS + MQ
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Figura 42 - Curva de concentracao plasmatica média de MQ em fungéo do tempo
apo6s administracao oral de veiculo, MEFAS e AS + MQ
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A concentracdo plasmatica de artesunato no Grupo AS + MQ foi
aproximadamente 5 vezes maior que a concentracao plasméatica do mesmo farmaco
no grupo MEFAS. O mesmo ocorreu para os valores de Area Sob a Curva (ASC o-)
do tempo 0 a 1440 min (24 horas) e Area Sob a Curva do tempo zero ao infinito (ASC
0-0).

Ja para a MQ a concentracao plasmatica do grupo MEFAS foi um pouco maior
em relacdo ao grupo de esquema de doses em separado. Consequentemente, a
biodisponibilidade expressa pelos valores de ASC também foram maiores para o
grupo MEFAS.

Os parametros farmacocinéticos obtidos para os trés grupos do estudo estdo

apresentados nas tabelas 42, 43 e 44.

Tabela 42 - Parametros farmacocinéticos do AS para os grupos controle, MEFAS e AS + MQ

Perfil farmacocinético do Artesunato

Gruno Cmax Tmax ASCO-t ASCOQ- Ke T1/2B
P (ng/mL) (min) (ng.min/L)  (ng.min/L) (L/min) (min)
Controle 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00 0,00 +0,00
83,78 41,36 6891,58 +
MEFAS +59,89 +23,35 6050,12 B B B
AS + MQ 392,08 45,83 59742,59 + __ __ __

+154,75 +22,84 22489,34




100

Tabela 43 - Parametros farmacocinéticos do DHA para os grupos controle, MEFAS e AS + MQ
Perfil farmacocinético da Dihidroartemisinina

Grupo Cmax Tmax ASCO-t ASCO-= Ke T1/28
(ng/mL) (min) (ng.min/L) (ng.min/L) (L/min) (min)
Controle 0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00
MEFAS 82,11 45,45 4228,62 6694,58 0,0160 63,79
+52,11 +22,63 +3420,84 +5736,22 +0,0089 +55,11
AS + MQ 242,72 47,50 27289,31 37976,07 0,0065 236,65
+146,37 +26,06 +14322,50 +15914,78 +0,0036 +338,69

Tabela 44 - Parametros farmacocinéticos da MQ para os grupos controle, MEFAS e AS + MQ
Perfil farmacocinético da Mefloquina
Cmax Tmax ASCO-t ASCO0-» Ke T1/28
(ng/mL) (min) (ng.min/L) (ng.min/L) (L/min) (min)
Controle  0,00+0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 +0,00 0,00 0,00

Grupo

MEEAS 760,68 2880 3753816,52 3790865,81 0,0003 2090,04
+252,62 +1545,24  +1381395,67  +1456748,35 +0,0000 +1000,58
AS + MQ 610,58 2300 2530305,05 2289532,92 0,0003 1922,32

+253,02 +1609,83  +1480608,59  +910896,31 +0,0000 +351,24

Devido a grande variacdo das concentracfes plasmaticas dos ultimos pontos
de coleta do artesunato nos grupos MEFAS e AS + MQ, ndo foi possivel uma
determinacdo adequada para a constante de eliminacdo (Ke), sendo assim o0s
parametros derivados do mesmo como ASCo-» e T1/2ndo puderam ser calculados.

Com relacdo ao tempo para atingir o Cmax. do AS, DHA e MQ nao houve
diferenca nos resultados para os dois grupos em comparagao, 0 que sugere que o
composto MEFAS nao tem absorcao retardada em relagcdo aos compostos do grupo
AS + MQ.

Apos ser realizado o estudo de farmacocinética nos roedores, péde-se observar
gue tanto o grupo que recebeu o composto MEFAS quanto o grupo AS + MQ
apresentaram rapida absorcao dos farmacos atraves do trato gastrintestinal. Embora
o perfil farmacocinético do grupo a qual foi administrado o MEFAS tenha apresentado
resultados bastante satisfatorios, houve uma nitida diferenca nas concentracdes
plasmaticas para os trés farmacos em estudo, quando comparadas com as
concentracdes obtidas para o grupo AS + MQ.

A guantidade de farmaco que chega a circulacdo é expressa pelo valor de ASC,
através do gréfico de concentracdo plasmatica versus tempo. A biodisponibilidade
relativa (Fr) dos compostos do grupo MEFAS em relagdo ao grupo AS + MQ, foi

calculada com base na equacéo a seguir.
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Fr = (ASC _wmeras/ ASC as+mQ) X (Dose as+mq / Dose Meras)

Para o artesunato: Fr_as = (6891,58/59742,59) x (25/25)
Fr As =0,1154 ou 11,54 %

Para a dihidroartemisinina: Fr_pna = (4228,62/27289,31) x (25/25)
Fr pHa = 0,1550 ou 15,50 %

Para mefloquina: Fr_mq = (3753816,52/2530305,05) x (25/25)
Frmo=1,48 ou 148 %

Tendo em vista os resultados da biodisponibilidade relativa, pode-se observar
gue para o AS do MEFAS foi apresentada uma biodisponibilidade de apenas 11,54 %
em comparacgdo ao AS presente na associacdo AS + MQ. O DHA também apresentou
uma biodisponibilidade inferior, sendo somente 15,50 % em relacdo ao grupo
comparador. A MQ presente no MEFAS proporcionou uma biodisponibilidade de 148
%, sendo maior do que a do grupo comparativo.

A biodisponibilidade depende dos valores de area sob curva (ASCo-te ASCo-
=), Cmax € Tmax, € representa a exposicao do organismo ao composto em relacéo ao
tempo (STORPIRTIS, et al., 2011). Tendo em vista essa defini¢cao, foi analisado que
0 grupo AS + MQ teve uma biodisponibilidade significativamente maior tanto para o
artesunato quanto para dihidroartemisinina em comparagao ao grupo MEFAS. Para a
mefloquina ocorreu o inverso, houve uma absor¢éao consideravelmente maior no grupo
MEFAS do que no grupo AS + MQ.

Os resultados para o Tmax. do artesunato e do DHA para o grupo MEFAS e o
grupo AS + MQ foram préoximos. O esperado era que seu tempo maximo do DHA fosse
maior do que o do seu pré-farmaco. Uma possivel explicacdo para esse resultado do
grupo MEFAS é que na analise de teor do MEFAS realizado no SEFAR foi constatada
a presenca de uma pequena percentagem de DHA no sal (dados ndo mostrados) que

provavelmente proporcionaram sua absorc¢ao junto com a absorgéo do artesunato.
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No estudo realizado por Olliaro e colaboradores (2010) foi constatado que os
derivados de artemisinina possuem sua eficacia terapéutica associada a curta meia
vida de eliminacao, ao passo que a mefloquina no tratamento tem como relevancia a
extensdo de sua absorcdo. Tais caracteristicas podem ser observadas no presente
estudo quando os perfis farmacocinéticos de artesunato e dihidroartemisinina sao
comparados com a mefloquina tanto no grupo MEFAS quanto no grupo AS + MQ, pois
o artesunato e a dihidroartemisinina apresentaram concentracfes plasmaticas,
tempos maximos e tempos de meia vida de eliminacdo muito inferiores aos da
mefloquina. Em relacdo a extensdo da absorcdo da mefloquina, isso pode ser
explicado devido a sua extensa circulacdo entero-hepética e por isso seus niveis
plasmaticos sejam tao superiores quando comparados com 0s outros dois compostos
(GOODMAN & GILMAN, 2012).

A grande diferenca das concentracfes plasmaticas méaximas e dos valores de
ASC para os trés ativos nos dois grupos estudados excluiu qualquer possibilidade de
bioequivaléncia.

Olliaro e colaboradores (2010) realizaram um estudo comparativo de
biodisponibilidade entre artesunato e mefloquina administrados separadamente e
ambos em associacao de comprimidos em dose fixa. Os resultados apresentados em
seu trabalho foram semelhantes com o estudo em questdo, pois tanto artesunato
guanto dihidroartemisinina e mefloquina apresentaram parametros farmacocinéticos
consideravelmente distintos, comprovando que as duas formulacdes ndo eram
bioequivalentes.

Diante dos parametros farmacocinéticos dos grupos MEFAS e AS + MQ nao
serem equivalentes e apresentarem resultados distintos, algumas hipéteses para tal
acontecimento foram levantadas.

Ainda nao foi realizado um estudo de formulacdo para o MEFAS, tendo
somente como objeto de estudo o seu IFA, por conta disso, para que a comparacao
farmacocinética fosse realizada de forma fidedigna, optou-se por trabalhar somente
com os IFAs de artesunato e mefloquina no grupo AS + MQ, excluindo qualquer tipo
de acdo de excipientes no processo de absorcdo dos farmacos. Sabe-se que
excipientes utilizados em formas farmacéuticas orais sélidas podem exercer influéncia
na biodisponibilidade dos farmacos, uma vez que podem alterar a velocidade e a
extensdo de absorcdo (PESSANHA et al., 2012).
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Durante a coleta sanguinea a ingestdo de 4gua para os animais normalmente
é liberada ap6s duas horas da administragcdo do farmaco. No entanto, quando o
composto apresenta caracteristicas hidrofobicas e € solubilizado ou suspenso em
veiculo ndo aquoso, a ingestao de agua pode causar precipitacao do farmaco no trato
gastrintestinal, reduzindo assim sua extenséo de absorcao (STORPIRTIS etal., 2011).

Essa hipotese torna-se oportuna uma vez que o MEFAS por ndo apresentar
solubilidade em agua precisou de uma suspensédo em base oleosa e que a ingestéo
de agua nao tivesse sido liberada aos animais apos duas horas de experimento.

Cabe ressaltar, que os outros dois grupos (controle e AS + MQ) também foram
submetidos aos mesmos processos. Outra hipétese a ser levantada é que a base
oleosa pode ter dificultado a dissociacdo das moléculas de artesunato e de mefloquina
presentes no MEFAS, prejudicando a dissolucéo de artesunato e consequentemente
sua absorcéo e absorgéo da dihidroartemisinina no organismo dos animais. O mesmo
ndo foi observado no grupo AS + MQ, pois os farmacos nesse grupo ja se
encontravam em sua forma livre ndo havendo problemas quanto a dissociacdo e nem
guanto a dissolucao.

Atrelado a isso, outro fator ndo excludente é o processo de sintese do MEFAS
no momento da ligacdo da molécula de mefloquina com o artesunato. Embora tenham
sido realizados testes prévios de teor (dados ndo mostrados), indicando a presenca
das duas moléculas e sua dissociagdo em meio aquoso. Algum processo in-vivo pode
estar ocorrendo para que sua farmacocinética seja diferente em relacdo aos ativos
administrados em doses separadas. A baixa absor¢cdo de artesunato e de
dihidroartemisinina provenientes do MEFAS também pode estar ocorrendo devido ao
limitado tempo de transito do farmaco no trato gastrintestinal, por ser um composto
com caracteristica hidrofébica sua velocidade de dissolucdo pode ser limitada o que
inviabiliza sua completa dissolucéo e absorcéo (TOZER & ROWLAND, 2009).

Uma maneira de melhorar a dissolucdo do MEFAS seria desenvolver uma
formulag&o capaz de liberar o farmaco lentamente no estbmago, aumentando o tempo
de dissolucdo do sal antes de entrar na porgéo intestinal, favorecendo assim o
aumento de sua biodisponibilidade. Além disso, faz-se necessario ensaios de perfil de
dissolucéo a fim de identificar qual € o melhor pH e sitio de absorcéo do farmaco
(TOZER & ROWLAND, 2009).

Embora a biodisponibilidade relativa do artesunato e da dihidroartemisinina

presentes no novo composto tenham sido de apenas 11,54 % e 15,50 %,



104

respectivamente, ndo se pode atestar que o MEFAS néo € eficaz ao tratamento da
malaria, sendo inferior a associacao dos farmacos em separado. Existem testes de
eficicia in vivo constatando que o novo farmaco possui maior eficiéncia na redugéo
dos parasitos circulantes no sangue além de uma elevada taxa de sobrevivéncia dos
animais apos tratamento, sendo somente equiparado ao grupo que recebeu apenas
mefloquina (VAROTTI et al., 2008). Esses resultados corroboram a biodisponibilidade
relativa obtida para mefloquina no grupo MEFAS, uma vez que seu valor foi de 148
%, levantando a hipotese de que a mefloguina seja o composto ativo de maior
relevancia terapéutica presente no sal e até mesmo no esquema de comprimidos de
dose fixa combinada de ASMQ, pois 0 esquema de dose é de 100 mg de artesunato
e 220 mg de mefloquina.

Em vista disso, € fundamental um estudo farmacocinético em modelo humano,
para uma melhor predicdo da farmacocinética. Vale ressaltar que a condugdo de
estudos pré-clinicos podem néo ser preditivos em relacdo a eficacia do metabolismo
dos farmacos em organismo humano, ndo sO pela diferenca das espécies, mas
também pelo ajuste de doses (STORPIRTIS et al., 2011).
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5 CONCLUSAO

Os objetivos deste projeto foram atingidos com éxito uma vez que foi
desenvolvido um método bioanalitico inédito para a quantificacdo simultanea dos
trés ativos presentes no novo antimalérico através da técnica de CLAE-EM/EM.

O desenvolvimento de um método bioanalitico e cromatografico preciso e
robusto permitiu que a validacéo bioanalitica fosse conduzida de forma adequada,
respeitando as diretrizes da ANVISA presentes na RDC N° 27 de 17 de maio de
2012.

Além disso, pdde-se conduzir um estudo pré-clinico capaz de fornecer
parametros farmacocinéticos bem definidos para os trés compostos presentes no
sal MEFAS e comparar seu perfil farmacocinético com o perfil dos farmacos
artesunato e mefloquina em associacdo, ja indicados como tratamento para
malaria.

Entretanto, ainda é necessario que seja desenvolvida uma formulacéo para
0 novo farmaco capaz de aprimorar sua farmacocinética e que mais estudos pré-
clinicos e até mesmo em humanos sejam realizados para melhor compreender o

mecanismo de absorcdo do MEFAS.



106

REFERENCIAS

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual de boas praticas em
biodisponibilidade e bioequivaléncia. Volume I. Brasil, 2002.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢cdo — RDC N° 27, de 17
de maio de 2012. Dispde sobre os requisitos minimos para a validacao de métodos
bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pds-registro de
medicamentos. Diario Oficial da Unido, Brasil, 2012.

ASHLEY, A.E.; LWIN, M.K.; MCGREADY, R.; SIMON, W.H.; PHAIPHUN, L.;
PROUX, S.; WANGSEANG, N.; TAYLOR, W.; STEPNIEWSKA, K.;
NAWAMANEERAT, W.; THWAI, L.K.; BARENDS, M.; LEOWATTANA, W,;
OLLIARO, P.; SINGHASIVANON, P.; WHITE, J.N.; NOSTEN, F. An open label
randomized comparison of mefloquine-artesunate as separate tablets vs. a new co-
formulated combination for the treatment of uncomplicated multidrug-resistant
falciparum malaria in Thailand. Tropical Medicine and International Health. v. 11. n.
11, p. 1653-1660, 2006.

BALINT, A.G. Artemisinin and its derivates an important new class of antimalarial
agents. Pharmacology & Therapeutics. v. 90, p. 261-265, 2001.

BRASIL. Portal da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Sistema de
Informacé&o de Vigilancia Epidemiologica — DATASUS, 2014. Disponivel em:
<http://dw.saude.gov.br/gsid/serviet/mstrWeb?evt=2048001&documentID=AC2BO0OF5
041CEEC8C671FA39D5337A697&server=srvbipdf03&project=DMMalaria&uid=convi
dado&pwd=datasus&hiddensections=header,path,dockTop,dockLeft,footer>. Acesso
em 03 de junho de 2015.

BRASIL. Portal da Saude — SUS. Ministério da Saude, Brasilia, marco de 2014.
Disponivel em: <http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-
mais-o-ministerio/662-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/malaria/11342-descricao-da-
doenca>. Acesso em 20 de outubro de 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria em Saude.
Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Guia prético de tratamento da maléaria
no Brasil. Brasilia: Ministério da Saude, 2010.

BRASIL. Caderno de atencéo basica, Vigilancia em saude: Dengue,
Esquitossomose, Hanseniase, Malaria, Tracoma e Turbeculose. Ministério da
Saude, Brasilia, 2008. 22 Edigcdo. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cab_n21 vigilancia_saude 2ed_pl.pdf>
Acesso em 20 de outubro de 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia Sanitaria em Saude.
Programa Nacional de Controle da Malaria. Esquemas recomendados para o
tratamento da malaria ndo complicada no Brasil. Folder. Brasilia: Ministério da
Saude, 2006.


http://dw.saude.gov.br/gsid/servlet/mstrWeb?evt=2048001&documentID=AC2B0F5041CEEC8C671FA39D5337A697&server=srvbipdf03&project=DMMalaria&uid=convidado&pwd=datasus&hiddensections=header,path,dockTop,dockLeft,footer
http://dw.saude.gov.br/gsid/servlet/mstrWeb?evt=2048001&documentID=AC2B0F5041CEEC8C671FA39D5337A697&server=srvbipdf03&project=DMMalaria&uid=convidado&pwd=datasus&hiddensections=header,path,dockTop,dockLeft,footer
http://dw.saude.gov.br/gsid/servlet/mstrWeb?evt=2048001&documentID=AC2B0F5041CEEC8C671FA39D5337A697&server=srvbipdf03&project=DMMalaria&uid=convidado&pwd=datasus&hiddensections=header,path,dockTop,dockLeft,footer
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/662-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/malaria/11342-descricao-da-doenca
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/662-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/malaria/11342-descricao-da-doenca
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/662-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/malaria/11342-descricao-da-doenca
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cab_n21_vigilancia_saude_2ed_p1.pdf

107

BRASIL. Ministério da Saude. Politica Nacional de Medicamentos, Brasilia, maio de
2001. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/politica_medicamentos.pdf>. Acesso em
20 de outubro de 2016.

CIOLA, R. Fundamentos da cromatografia a liquido de alto desempenho. Terceira
edicdo. Sao Paulo: Edgard Blucher, 2006.

COUTINHO, J.P.; ALMELA, M.J.; BLANCO, C.M.; HERREROS, E.; SA, P.M.;
BOECHAT, N.; KRETTLI, A.U. Transmissio blocking potential PF MEFAS, a hybrid
compound derived from artesunate and mefloquine. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2016.

CUNICO, W.; CARVALHO, A.S.; GOMES, R.B.C.; MARQUES, H.G. Farmacos
antimalariais — histéria e perspectivas. Revista Brasileira de Farmacia. n. 89. p. 49-
55, 2008.

DNDi. Drugs for Neglected Diseases initiative. Disponivel em: <
http://www.dndi.org/treatments/asmaq/product-profile.html >. Acesso em 23 de agosto
de 2015.

DNDi. Drugs for Neglected Diseases initiative. ASMQ Press Pack, 2012. Disponivel
em: < http://www.dndi.org/images/pdf/ASMQ-
PressPack_ENG_Final_revised_reduced.pdf>. Acesso em 15 de setembro de 2016.

DUFFY, E.P.; MUTABINGWA, K.T. Drug combinations for malaria: time to ACT. THE
LANCET. v. 363, 2004.

FARMACOPEIA Brasileira, 52 edi¢do. Brasilia: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2010.

FIOCRUZ. Agéncia FIOCRUZ de noticias, Rio de Janeiro, setembro de 2013.
Disponivel em: <http://www.agencia.fiocruz.br/mal%C3%Alria>. Acesso em 20 de
outubro de 2014.

FLANNERY, L.E.; CHATTERJEE, K.A.; WINZELER, A.E.. Antimalarial drug
Discovery — approaches and progress towards new medicines. Nature Reviews. v.
11, p. 849-862, 2013.

GEDITZ, M.C.K.; HEINKELE, G.; AHMED, A.; KREMSNER, P.G.; KERB, R;
SCHWAB, M.; HOFMAN, U. LC-MS/MS method for the simultaneous quantification
of artesunato and its metabolites dihydroartemisinin and dihydroartemisinin
glucuronide in human plasma. Analytical Bioanalysis Chemistry. n. 406, p. 4299-
4308, 2014.

GOODMAN & GILMAN. As bases farmacoldgicas da terapéutica. Décima segunda
edicdo. Porto Alegre: Artmed, 2012.

HURST, S.; LOI, M.C.; BRODFUEHRER, J.; KATTAN, E.A. Impact of physiological,
physicochemical and biopharmaceutical factors in absorption and metabolism


http://www.dndi.org/treatments/asmq/product-profile.html
http://www.agencia.fiocruz.br/mal%C3%A1ria

108

mechanisms on the drug oral bioavailability of rats and humans. Expert Opinion
Drug Metabolism Toxicology. n. 3. v. 4. p. 469-489, 2007.

JULLIEN, V.; VALECHA, N.; SRIVASTAVA, B.; SHARMA, B.; KIECHEL, J.R.
Population pharmacokinetics of mefloquine, administred as fixed-dose combination
of artesunate-mefloquine in Indian patients for the treatment of acute uncomplicated
Plasmodium falciparum malaria. Malaria Journal. n.13, 2014.

KREMSNER, G.P.; KRISHNA, S. Antimalarial combinations. THE LANCET. v. 364,
2004.

LAI, C.; NAIR. N.K.; MANSOR, S.M.; OLLIARO, P.L.; NAVARATNAM. V. An
analytical method with a single extraction procedure and two separate high
performance liquid chromatographic systems for the determination of artesunate,
dihydroartemisinin and mefloquine in human plasma for application in clinical
pharmacological studies of the drug combination. Journal of Chromatography B. n.
857, p. 308-314, 2007.

LI, B.; ZHANG, J.; ZHOU, X.Z.; LI, J.Y.; YANG, Y.J.; WEI, X.J.; NIU, J.R.; LIU, X.W,
LI, J.S.; ZHANG, J.Y. Dertemitation and pharmacokinetic studies of artesunato and
its metabolite in sheep plasma by liquid chromatography-tandem mass spectrometry.
Journal of Chromatography B. v.997, p. 146-153, 2015.

LINDEGARDH, N.; DONDORP, A.M.; SINGHASIVANON, P.; WHITE, N.J.; DAY,
N.P.J. Validation and application of a liquid chromatographic-mass spectrometric
method for determination of artesunate in pharmaceutical samples. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. n. 45, p. 149-153, 2007.

MAGALHAES, I.R.S.; BONATO, P.S. Liquid-phase microextraction combined with
high-performance liquid chromatography for the enantioselective analysis of
mefloquina in plasma samples. n. 48, p. 929-936, 2008.

MAKULA, A.; MADDELA, R.; PILLI, N.A.R.; RAVI, V.B.; ADIREDDY, V.
Simultaneous determination of artesuate and amodiaquina in human plasma using
LC-MS/MS and its application to a pharmacokinetic study. International Journal of
Pharmacy and Pharmaceutical Sciences. v. 7, n. 12, 2015.

MANNEMALA, S.S.; NAGARAJAN, J.S.K. Development and validation of a generic
liquid chromatographic method for the simultaneous determination of five commonly
used antimalarial drugs; Application to pharmaceutical formulations and human
plasma. Journal of Separation Science. n. 38, p. 1521-1528, 2015.

NAIK, H.; MURRY, D.J.; KIRSCH, L.E.; FLECKENSTEIN, L. Development and
validation of a high-performance liquid chromatography-mass spectroscopy assay for
determination of artesunate and dihydroartemisinin in human plasma. Journal of
Chromatography B. n. 816, p. 233-242, 2005.

NOGUEIRA, F.H.A. Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para a
guantificacdo dos antimalaricos artesunato e mefloquina. 2013. 172 f. Tese



109

(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, 2013.

NUNES, I.K.C. A importancia do estudo do metabolismo nos estagios iniciais de
desenvolvimento de farmacos. Revista Virtual de Quimica. v. 7. n. 7. p. 649-662,
2015.

OLLIARO, P.; RAMANATHAN, S.; VAILLANT, M.; REUTER, E.S.; EVANS, M.A,;
KRUDSOOQOD, S.; LOOAREESUWAN, S.; KIECHEL, J.R.; TAYOR, RJ.W,;

NAVARATNAM, V. Pharmacokinetics and comparative bioavaiability of artesunate
and mefloquine administered separately or as a fixed combination product to healthy
volunteers and patients with uncomplicated Plasmodium falciparum malaria. Journal
of Bioequivalence & Bioavailability. v. 2, p. 59-66, 2010.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. Guidelines for the treatment of malaria —
third edition 2015. Disponivel em:
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241549127/en/ > Acesso em 15 de
setembro de 2016.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. The World Malaria Report 2014. Disponivel
em: < http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report_2014/en/>
Acesso em 15 de setembro de 2016.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. The World Malaria Report, 2013. Disponivel
em: < http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report_2013/report/en/>
Acesso em 15 de setembro de 2016.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE. The World Malaria Report 2008. Disponivel
em: < http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241563697/en/>. Acesso em
15 de setembro de 2016.

PESSANHA, A.F.; ROLIM, L.A.; PEIXOTO, M.S.; SILVA, R.M.F.; NETO, P.J.R.
Influéncia dos excipientes multifuncionais no desempenho dos farmacos em formas
farmacéuticas. Brazilian Journal of Pharmacy. n. 93, p. 136-145, 2012.

SCHLAGENHAUF, P.; ADAMCOVA, M.; REGEP, L.; SCHAERER, T.M.; RHEIN, H.
The position of mefloquine as a 21st century malaria chemoprophylaxis. Malaria
Journal. p. 357-371, 2010.

SINGH, S.S. Preclinical pharmacokinetics: An approach towards safer and
efficacious drugs. Current Drug Metabolism. n. 7. p. 165-182, 2006.

SMITHUIS, F.; KYAW, K.M.; PHE, O.; WIN, T.; AUNG, P.P,; PHYO, P.A.; NAING,
L.A.; NYO, Y.M.; MYINT, Z.H.N.; IMWONG, M.; ASHLEY, E.; JLEE, S.; WHITE, N.
Effectiveness of five artemisinin combination regimens with or without primaquina in
uncomplicated falciparum malaria: an open-label randomized trial. THE LANCET. v.
10. p. 673-681, 2010.


http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241549127/en/
http://www.who.int/malaria/publications/world_malaria_report_2014/en/
http://www.who.int/malaria/publications/atoz/9789241563697/en/

110

STORPIRTIS, S.; GAI, M.N.; CAMPOS, D.R.; GONCALVES, J.E. Farmacocinética
Bésica e Aplicada. Primeira edicdo. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2011.
TIMOTHY, N.C.W.; ALONSO, L.P.; GUTTERIDGE, E.W. New medicines to improve
contro and contribute to the eradication of malaria. Nature Reviews. v.8, p. 879-891,
2009

TOZER, T.N.; ROWLAND, M. Introducéo a Farmacocinética e a Farmacodinamica.
Primeira edi¢cdo. Porto Alegre. Artmed: 2009.

YADAYV, S.S.; SHAH, J.V.; SHAH, P.A.; PATEL, P.; PATEL, M.C.; SHRIVASTAV,
P.S. Silmultaneous Quantification of artemether and its active metabolite
dihydroartemisinin in human plasma by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Science — Q. v.3, 2015.

VAROTTI, F.P.; BOTELHO, A.C.C.; ANDRADE, A.A.; DE PAULA, R.C;;
FAGUNDES, E.M.S.; VALVERDE, A.; MAYER, L.M.U.; MENDONCA, J.S.; SOUZA,
M.V.V.; BOECHAT, N.; KRETTLI, A.U. Synthesis, Antimalarial Activity, and
Intramollecular Targets of MEFAS, a New Hybrid Compound Derived from
Mefloquine and Artesunate. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. n. 11. v. 52, p.
3868-3874, 2008.

XING, J.; YAN, H.; WANG, R.; ZHANG, L.; ZHANG, S. Liquid chromatography —
tandem mass spectrometry assay for the quantification of 3-dihydroartemisinin in rat
plasma. Journal of Chromatography b. v. 852, p. 202-207, 2007.



ANEXO I: CERTIFICADO PADRAO MEFLOQUINA

USP Certificate

U5 Farccoses

The Storndord of Qucky™

Mefloquine Hydrochloride
LOT F1J249

Modecular Formula

e CyrH eFeN;O + HCI
. - A,
[" T Q‘]’ Medecular Weight
"
Pa e el CAS Number
i W j 51773-92-3
N
LABEL TEXT - )
‘: USP REFERENCE STANDARD 78
= POE LM BR300 :' |
= 5 2 - io}
—_ s e L LT T r—" 244
ms
'.
-5y
=1

Page 1 of 2 {Jul 14

111



ANEXO II: CERTIFICADO PADRAO ARTESUNATO
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ANEXO IV: CERTIFICADO CARBAMAZEPINA

Ienisténio da Sadde
FIOCRUZ %
Fundagio Oswaldo Cruz

Institute Macional de Controle de Qualidade am Satde

CERTIFICADO
SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA

DA FARMACOPEIA BRASILEIRA
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Teor: 99,7%, calculado em relagio 4 substincia tal qual,
determinado por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta.

Armazenamento: conservar o frasco bem fechado, protegido da
luz e em refrigerador (em temperatura entre 2°C e 8°C).
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ANEXO V: CERTIFICADO PADRAO ARTESUNATO
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